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I. INTRODUCTION GENERALE

Les maladies cardiovasculaires (MCVs) restent la premiere cause de mortalité dans les
pays occidentaux®. Les initiatives de prévention, les développements pharmaceutiques ainsi que
les améliorations technologiques ont conduit a un succes important dans la réduction de la
mortalité liée aux MCVs dans certains pays du monde occidental>. Néanmoins, la MCV
athéroscléreuse reste la principale cause de décés prématuré en Europe?. Par ailleurs, plus de 80%
de la mortalité liée aux MCVs survient dans les pays en développement®. La mortalité, mais
également I’invalidité causée par les MCVs, restent extrémement élevées et sont donc les
principales causes somatiques de perte de productivité. Les années de vie corrigées par
I’invalidité (disability-adjusted life years, DALYS) devraient passer de 85 millions DALYS en
1990 & environ 150 millions DALYs en 2020°. L’organisation mondiale de la santé (OMS) a
souligné P’importance des modes de vies, tels que le tabagisme, les mauvaises habitudes
alimentaires, I’inactivité physique et le stress psychologique dans le développement des MCVs
dans le monde occidental®. Malgré les récents progrés thérapeutiques, une part non négligeable
des patients a pour premiere manifestation une mort subite pour laquelle aucune prise en charge
préventive n’a pu étre mise en place®. L’indentification des individus a haut risque
cardiovasculaire permettrait donc d’instaurer des mesures préventives dont le but serait de réduire

la mortalité et la morbidité cardiovasculaires.

Les facteurs de risque cardiovasculaire représentent souvent plusieurs conditions
participant a la formation des lésions d’athérome ou favorisant leur instabilité. Un lien causal
avec le developpement de la maladie est présent. Les marqueurs de risque cardiovasculaire n’ont
pas ce role étiologique mais ils indiquent, par leur présence et leur degré, 1I’é¢tendue ou le risque
de I’atteinte cardiovasculaire. Pris seul, un facteur de risque ne permet pas d’identifier de maniére
satisfaisante les patients les plus a risque. Par contre, I’association de plusieurs facteurs de risque
permet d’améliorer I’estimation de celui-ci. Parmi les marqueurs de risque traditionnels, ceux liés
aux altérations du métabolisme des lipides et des lipoprotéines sont particulierement utilisés. En
effet, ces derniers conduisent aux dyslipidémies mixtes athérogénes et augmentent le risque de
complications en favorisant le développement de 1’athérosclérose®. Ces états physiopathologiques
sont caractérisés par des niveaux élevés de triglycérides et de cholestérol, notamment celui porté
par la voie athérogene des lipoprotéines de basse densité (LDL). Le cholestérol porté par les
lipoprotéines protectrices de haute densité (HDL) est, quant a lui, souvent diminué. A ces états

déléteres s’ajoutent souvent le développement d’un diabete de type 2 (DT2) accroissant de fagon

9



importante le risque de complications cardiovasculaire®. La stéatose hépatique non alcoolique est
une pathologie fréquente, dont la prévalence tend a augmenter parallélement a 1’accroissement de
la population obése, dyslipidémique ou diabétique’. Cependant D’interaction entre la stéatose
hépatique, le diabéte et les MCVs reste mal comprise®, et des marqueurs circulants pronostiques
et précoces de ces pathologies pourraient aider a la mise en évidence des populations a considérer
en priorité®, La caractérisation de ces nouveaux marqueurs nécessite également la
compréhension des mécanismes physiologiques impliqués dans leur modulation (anabolisme,

catabolisme).

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est un facteur de risques cardiovasculaires. Les
risques cardiovasculaires sont tres élevés chez les patients avec une insuffisance rénale chronique
par rapport a la population générale. Toute modification des conditions circulatoires, quelle qu'en
soit la cause (modification de résistances artérielles systémiques ou locales, defaillance
cardiaque, anémie), induit des altérations touchant a la fois la filtration glomérulaire,
I'noméostasie et les différents processus d'élimination des déchets de I'organisme?!. Les facteurs
contribuant aux maladies cardiovasculaires débutent dés les stades précoces de I'IRC et
conduisent a la dilatation et I'hypertrophie ventriculaire gauche, l'altération du remodelage
cardiaque, la fibrose myocardique, [l'insuffisance cardiaque et les maladies vasculaires

périphériques (athérosclérose et artériosclérose).

L’obésité est également un probléme majeur de santé publique dont la prévalence est en
constante évolution. Celle-ci est fréeguemment associée a des complications métaboliques comme
le DT2, I'hypertension et diverses dyslipidémies, entrainant une réduction de la qualité et de
I’espérance de vie. Actuellement, la chirurgie bariatrique est I'alternative thérapeutique la plus
efficace chez les patients souffrant d'obésité morbide. Outre sa grande efficacité a réduire I’indice
de masse corporelle (IMC), elle réduit également les complications métaboliques associéees a la
pathologie, y compris les dyslipidémies, la résistance a I’insuline (DT2) et le risque
cardiovasculaire associé au surplus de masse graisseuse, notamment abdominale!?. L'obésité est a
la fois un facteur de risque indépendant de MCV, mais elle est également étroitement liée a

plusieurs autres facteurs de risque®®.

Le diabéte de type 2 augmente aussi le risque de MCV et de syndrome coronaire aigu de
deux a quatre fois par rapport a la population générale!*. I1 est important de noter que I’obésité,
I’inactivité physique et la mauvaise qualit¢ de 1’alimentation sont toutes liées au DT2 et aux
MCVs®.
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La compréhension des fonctions physiologiques peut se faire selon trois grands axes que
sont la génomique, la protéomique et la metabolomique. La génomique met en avant les
prédispositions qu’un patient peut avoir pour une pathologie dans une population donnée. La
protéomique, quant a elle, implique 1’analyse globale des protéines qui sont impliquées dans de
multiples fonctions cellulaires. Enfin, la métabolomique consiste en 1’étude de 1’ensemble des
métabolites endogénes, c’est-a-dire les petites molécules produites par 1’organismel. Certains
métabolites peuvent étre de bons biomarqueurs de déréglements physiopathologiques. La
métabolomique a permis de mettre en évidence de nouveaux marqueurs pouvant prédire les
MCVs®® tels que I’arginine et ses métabolites méthylés comme les diméthylarginines
symétriques (SDMA) et asymétriqgues (ADMA) ou encore les métabolites de la
phosphatidylcholine alimentaire comme la choline, le N-oxyde de triméthylamine (TMAO), le
triméthylamine (TMA) et la bétaine®°,

Ce projet s’inscrit dans ce contexte et a pour but premier la mise en place d’outils
analytiques pertinents permettant le dosage de ces nouveaux marqueurs de risques
cardiovasculaires chez des patients a haut risque. Les métabolites associés a ’ADMA et au
TMAO ont ensuite été étudiés chez des patients obéses ayant subi une chirurgie bariatrique et
chez des patients atteints de dysfonctionnements rénaux afin de mieux décrypter les mécanismes
métaboliques sous-jacents a leurs modulations. Ces résultats ont été complété par 1’étude d’une
plus large cohorte de patients atteints d’'un DT2 (SURDIAGENE, 1468 patients) suivis
prospectivement sur 7 ans, afin d’évaluer le pouvoir prédictif de ces biomarqueurs dans la

survenue des évenements cardiovasculaires.
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Il. ETAT DE L’ART

1.1 Les facteurs de risque cardiovasculaire
I1.1.1 Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCV), comme I’insuffisance cardiaque, I’infarctus du
myocarde ou les syndromes coronariens aigus représentent des facteurs de risque importants
pour la santé et contribuent de maniére importante aux déces et aux maladies chroniques et
incapacités dans le monde®’. En 2012, I'étude mondiale sur la charge de morbidité a identifié
I'nypertension, les cardiopathies ischémiques, le tabagisme et les maladies cérébro-vasculaires
comme les principales causes de mortalité prématurée'®. Ces facteurs de risque et ces maladies
sont tous liés a des complications cardiovasculaires et représentent plus de 50% des déces dans le
monde et plus de 20% des années de vie perdues en raison d'un décés prématuré ou d'une
invalidité grave!®®, La pollution de I'air serait aussi associée a un certain nombre de MCVs? tout
comme l'exposition aux bruits de I'environnement tels que la circulation, qui est considérée
comme un facteur déclencheur de maladies cérébrales, cardiovasculaires et métaboliques?..
Enfin, le stress mental (y compris les origines psychosociales) représente un autre facteur de
risque environnemental important qui contribue clairement au risque cardiovasculaire et
probablement aussi a la mortalit¢, comme I'a signalé I'étude INTERHEART de 2004 en
démontrant que le stress psychosocial est associé a un risque plus élevé d’infarctus du

myocarde?>?3,

Il est important de comprendre que les facteurs de risques, qu’ils soient standards
(hypertension artérielle, hypercholestérolémie, diabete de type 2 (DT2), I’obésité et le tabagisme
chronique) ou environnementaux, conduisent finalement a 1’athérosclérose, caractérisée par la
formation de plaque d’athérome, c’est-a-dire accumulation segmentaire de lipides, glucides
complexes, sang (produits sanguins), tissus adipeux, dépdts calcaires et autres minéraux au
niveau des artéres de gros et moyens calibre (aorte et ses branches, arteres coronaires).
L’athérosclérose est la premiére cause de mortalité et d’invalidité dans les pays développés®* et le

premier facteur modifiable de cette maladie est la tabagisme.

La maladie coronarienne est fortement associée aux événements cardiovasculaires a long
terme (MACE : major adverse cardiovascular events)®. La douleur thoracique est un symptome
majeur des cardiopathies ischémiques, telles que 1’angine de poitrine et le spasme de l'artere

coronaire. La sténose coronarienne obstructive, le spasme de l'artere coronaire et le pont
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myocardique sont des causes de I'ischémie myocardique?®2?8. Les ponts myocardiques et les

spasmes de I’artére coronaire sont également des causes majeures d'angine de poitrine.

Les tests de diagnostic mis en place afin d’évaluer le stade de ces maladies ou de les
prévenir impliquent la réalisation de tests de stress, d’électrocardiographie ou encore de
tomodensitométrie cardiaque et coronarienne comme l'angiographie?®*°. Cependant la sténose
coronarienne obstructive nécessite un traitement actif avec revascularisation mécanique et une
intervention médicamenteuse, car on sait qu'elle est étroitement liée & de mauvais pronostics tels
qu'un syndrome coronarien aigu ou un infarctus du myocarde?2®. Cependant, si aucune lésion
coronaire significative n’est constatée sur 1’angiographie en dépit d’une douleur a la poitrine, le

pronostic et son association sont limités.

C’est pourquoi il est nécessaire de mettre en ¢évidence et d’identifier de nouveaux
marqueurs de risques liés a ces maladies cardiaques afin de prevenir et/ou de mieux diagnostiquer
les MCVs.

11.1.2 Le diabéte de type 2 et I’insuffisance rénale chronique

Le diabéte est la principale cause de maladie rénale terminale (« end-stage renal disease »
ou ESRD) aux Etats-Unis et en Europe®.. Des données récentes ont également confirmé que les
patients atteints d’un DT2 présentent un risque de maladie rénale terminale presque deux fois

plus important que les patients non diabétiques®?.

La principale cause de décés chez les personnes atteintes d’'un DT2 ou de néphropathie
chronique est d’origine cardiovasculaire (CV)®. Plusieurs études ont rapporté que le DT2 jouait
un role dans I’augmentation de [I’hypertension®, et que I’augmentation des niveaux
d’hémoglobine glyquée (HbA1c), caractéristique de la surexposition glycémique des patients
DT2%, favorisait les MCVs. Malgré les traitements actuels, il existe un risque résiduel plus élevé
de complications CVs chez les patients diabétiques et qui est trés variable d’un patient a I’autre.
Ceci explique I’intérét des efforts de la recherche pour détecter des nouveaux marqueurs plus

pertinents que ceux utilisés traditionnellement dans la stratification du risque (cholestérol total,
HDL et LDL cholestérol, triglycérides).

Bien que 80% des patients DT2 soient touchés par un événement CV®, seuls 20 a 40%
d’entre eux développent une maladie rénale diabétique durant leur vie. L’impact de I’insuffisance
rénale chronique sur la mortalité CV a été clairement établi par le passé®. En effet, elle a été

fortement associée a un risque éleve d’infarctus du myocarde et & une mortalit¢ CV
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indépendamment des autres facteurs de risque courants. Par ailleurs, les directives les plus
récentes de la « National Kidney Fondation » et du comité national mixte de la prévention, la
détection, 1’évaluation et le traitement de 1’hypertension artérielle, ont recommandé de considérer

les personnes atteintes d’insuffisance rénale comme un groupe a risque CV élevé®’%,

L’identification des patients a haut risque CV, parmi ceux combinant une maladie rénale
chronique (« chronic kidney disease » CKD) et un diabéte, nécessite 1’utilisation de marqueurs
cliniques puissants pour une meilleure prise en charge médicale. La dysfonction rénale, mesurée
par le taux de filtration glomérulaire (GFR), est probablement celui qui est le plus utilisé
aujourd’hui®®. Le niveau de la fonction rénale, quel que soit le diagnostic, détermine le stade de la
maladie rénale chronique selon la classification de K / DOQI (recommandation de niveau A)*’.
Les données de la troisieme enquéte nationale sur la santé et la nutrition (NHANES I11) montrent
la prévalence croissante des complications de l'insuffisance rénale chronique a des niveaux
inférieurs de GFR. Le Tableau 1 présente la classification des stades de 1’insuffisance rénale
chronique et la prévalence de chaque stade, estimée a 1’aide des données de I’enquéte nationale

sur la santé et la nutrition 4%

Tableau 1 : Classification, prévalence et plan d'action pour les stades de I'insuffisance rénale chronique®.
Prévalence de CKD avec une définition élargie incluant une albuminurie > 30 mg/g, quel que soit le niveau de eGFR,
# La prévalence estimée pour les stades de 1 a 4 provient de la NHANES de 1988-1994 a 2011-2012 incluant 177
millions de patients 4gés de 20 ans et plus. * La prévalence estimée du stade 5 provient du systeme de données
rénales des Etats Unis de 1998, incluant environ 230 000 patients sous dialyse et 70 000 patients non dialysés*2,

STADES DE CKD DESCRIPTION GRF (mL/min) par 1,73 m2 | Prévalence, (%)

1 Lésions rénales avec un >90 3,3t
GFR augmenté ou normal

2 Lésions rénales avec 60 — 89 3,0
légere diminution du GFR

3 GFR diminué modérément | 30 —59 4,3
4 GFR fortement diminué 15-29 0,2
5 Insuffisance rénale < 15 (ou sous dialyses) 0,1*

GFR : glomerular filtrate rate, taux de filtration glomérulaire ; Les stades de 1 & 5 indique les patients atteints de

CKD classés en fonction de leur GFR.

Le GFR estimé (eGFR) ou mesuré¢ (mGFR) et I’albuminurie sont couramment utilisés

comme outils de diagnostic des CKD*. Néanmoins, ces marqueurs demeurent limités. En effet,
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I'eGFR peut diminuer en l'absence d'albuminurie élevée® et des symptdmes de la maladie rénale
diabétique peuvent étre présents chez les patients normo-albuminuriques, y compris ceux

présentant des eGFR normaux*.

A nouveau, I’identification des patients a haut risque CV, via de nouveaux marqueurs plus
sensibles et spécifiques des maladies rénale diabétiques, pourrait conduire a un traitement plus
précoce, avant méme que des lésions structurelles irréversibles ne se produisent. Cette approche
pourrait également contribuer a une utilisation plus efficace des ressources médicales en ciblant

les patients qui pourraient bénéficier le plus d’une intervention thérapeutique ou chirurgicale.

11.1.3 L’obésité et les dyslipidémies mixtes

L’obésité est tres souvent associée a un état dyslipidémique a forte incidence CV. Par
ailleurs, la prévalence des patients obéses dans le monde augmente chaque année*“®, |'obésité
est un facteur de risque indépendant de MCV, mais étroitement liée a d’autres facteurs de risque

tels que les CKD ou encore le DT24748,

L’indice de masse corporelle constitue une variable anthropométrique simple permettant
d’estimer 1’adiposité des individus en fonction de leur poids (kg) et de leur taille (m). Un IMC
élevé (> 30 kg/m?2 pour une obésite de classe I, > 35 kg/m2 pour une obésité de classe Il et > 40
kg/m2 pour une obésité morbide) augmente le risque d’infarctus du myocarde et d’insuffisance
coronarienne. Il est important de noter qu’il existe une hétérogénéité dans la population obése. En
effet, les patients obéses ne sont pas égaux face au risque de MCV et le clinicien doit prendre en
compte plusieurs facteurs de risque définis sous le terme de syndrome métabolique pour dépister
les patients les plus a risque*®. Le syndrome métabolique a été définis par plusieurs organisations
tel que I’organisation mondiale de la santé ou encore le « National Cholesterol Eductation
Program American Heart Association »°*%, permettant de définir des critéres de diagnostic :
circonférence de la taille pour les hommes > 102 cm et pour les femmes > 88 cm; triglycérides a
jeun > 1,7 mmol/L, HDL cholestérol < 1,0 mmol/L pour les hommes et < 1,3 mmol/L pour les
femmes ; pression artérielle > 130/85 mmHg ; et glycémie a jeun > 6,1 mmol/L%°2, En outre, la
définition du syndrome métabolique et son diagnostic suscite beaucoup de questionnements chez
les chercheurs, et la recherche de nouveaux marqueurs permettant d’identifier les sujets a risque
élevé de complications métaboliques et de MCVs est devenu 1’un des sujets principaux de

recherche®?,
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La chirurgie bariatrique est aussi appelée chirurgie métabolique car elle vise & manipuler
chirurgicalement un organe ou un systtme d’organes normaux en vue d’obtenir un résultat
biologique susceptible d’améliorer la santé. Actuellement, la chirurgie bariatrique apparait
comme [’alternative thérapeutique la plus efficace chez les patients souffrant d’obésité morbide
(IMC > 40 kg/m?)®, Cette chirurgie consiste a restreindre 1’absorption des aliments, diminuant,
de fait, I’apport calorique journalier. Il existe plusieurs techniques de chirurgie dont les
techniques restrictives qui visent a réduire la capacité gastrique et/ou a réduire la vitesse de
vidange de I’estomac afin d’obtenir un sentiment de satiété plus rapidement (anneau gastrique
ajustable, gastrectomie longitudinale appelée « sleeve »). Il existe également les techniques
mixtes permettant la création d’un systéme de dérivation dans le tube digestif afin de diminuer
I’absorption des éléments nutritifs par I’intestin conduisant a une malabsorption (le by-pass
gastrique ou court-circuit gastrique)>* (Figure 1). En A de la figure 1, est représenté la technique
de gastrectomie longitudinale qui consiste a retirer environ les 2/3 de I’estomac, notamment, la
partie contenant les cellules qui secrétent I’hormone stimulant I’appétit (ghréline). L’estomac est
réduit a un tube vertical et les aliments passent rapidement dans 1’intestin. Puis en B de cette
méme figure, est représenté la technique du court-circuit gastrique qui permet de diminuer a la
fois la quantit¢ d’aliments ingérés et I’assimilation de ces aliments par 1’organisme, grace a un
court-circuit d’une partie de I’estomac et de I’intestin. Les aliments vont directement dans la

partie moyenne de 1’intestin gréle et sont donc assimilés en moindres quantités®.

Outre sa grande efficacité a réduire I’IMC, la chirurgie bariatrique réduit également les
complications métaboliques associées a la pathologie, y compris les dyslipidémies, la résistance a
’insuline (DT2) et le risque CV associé au surplus de masse graisseuse®. En revanche, les
mécanismes moléculaires sous-jacents restent mal définis et I’efficacité de la chirurgie bariatrique

demeure hétérogene selon le type des interventions.
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Figure 1 : Représentation des techniques de chirurgie bariatrique appliquée dans ce projet de recherche. En
A : technique de gastrectomie longitudinale, aussi appelé « sleeve gastrectomie ». En B : technique du court-circuit
gastrique, aussi appelé « bypass gastrique »**.

1.2 Les nouveaux marqueurs de risque cardiovasculaire au-dela des lipides
11.2.1 Le N-oxyde de triméthylamine (TMAO)

L’alimentation fait partie des facteurs influencant les MCVs. En effet, I'athérosclérose et les
MCVs peuvent étre associées a des altérations du métabolisme du microbiote intestinal et a la
capacité bactérienne a produire des composants bioactifs®. Cela suggére que le ciblage sanguin
de composés issus du microbiote intestinal pourrait aider au diagnostic des maladies cardio-
métaboliques. Le microbiote intestinal joue un rdle métabolique central et relie le métabolisme
des nutriments aux molécules associées aux maladies chroniques. Parmi ces molécules, le TMAO
a retenu |’attention en raison de son rdle potentiel en tant que promoteur de 1’athérosclérose, des
maladies CVs et rénales®’®®. Le TMAO a été découvert en tant que métabolite dépendant du
microbiote intestinal favorisant I'inflammation vasculaire. Il a été démontré qu'il contribuait a

I'athérosclérose et qu’il était étroitement associé au risque de MCV>°,
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Le TMAO est issu de I’oxydation de la triméthylamine (TMA) produite par le microbiote
intestinal & partir de la bétaine, de la L-carnitine et de son métabolite, la y-butyrobétaine (GBB),
ou de la choline, phosphocholine ou autres composés contenant de la choline présents dans le

régime alimentaire®® (Figure 2).
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Figure 2 : Métabolisme du TMAO. La triméthylamine (TMA) se forme dans la lumiére intestinale lorsque
le microbiote intestinal métabolise la carnitine, la choline et des composés contenant de la choline dans le régime
alimentaire. La TMA peut étre absorbée par I'intestin et délivrée au foie ou les isoformes 1 et 3 de la flavine mono-
oxygénase (FMO) le convertissent en TMAO. (DMA : diméthylamine ; HCHO : formaldéhyde ; TMADH :
triméthylamine déshydrogénase ; CoA : coenzyme A).

La choline peut étre trouvée dans de nombreux aliments, principalement d'origine animale
en tant que choline libre ou faisant partie de plusieurs composés (phosphatidylcholine,
phosphocholine, sphingomyéline, ...). L'un des principaux composés contenant de la choline est
la phosphatidylcholine, également appelé Iécithine. La lécithine peut étre convertie en choline par
I'enzyme phospholipase D®!. La choline est transformée en TMA par I'action de I'enzyme choline
TMA lyase, tandis que la bétaine, qui se trouve principalement dans les plantes, est réduite en
TMA par la bétaine réductase via une réaction d’oxydo-réduction dans laquelle elle agit comme

accepteur d'électrons. La bétaine joue également un rdle important en tant que donneur de
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méthyle dans la voie de la bétaine homocystéine méthyltransférase. Alternativement, la choline
peut étre transformée en bétaine par l'action séquentielle de deux enzymes: la choline

déshydrogénase et la bétaine aldéhyde déshydrogénase®® (Figure 2).

Outre la choline, la L-carnitine est 1’autre principal précurseur de la TMA. La carnitine
oxydoréductase est la principale enzyme responsable de la conversion de la L-carnitine en
TMA®2, La carnitine ne se trouve que dans les aliments en tant que stéréoisomére L, et se trouve
en grande quantité dans les produits d'origine animale. La carnitine peut également étre
transformée en d’autres précurseurs, a savoir la bétaine, par I'action de la L-carnitine
déshydrogénase, et la GBB par l'enzyme vy-butyrobétainyl-CoA: carnitine CoA transférase
(Figure 2). 1l est également important de noter que la carnitine joue un rdle essentiel dans le
métabolisme énergétique. Elle a pour fonction principale le transfert d’acides gras a chaine
longue vers les mitochondries pour une B-oxydation ultérieure. Les défauts de biosynthése de la
carnitine ne se traduisent pas systématiquement par de faibles taux plasmatiques de carnitine. La
carnitine est accumulée par les cellules et retenue par les reins en utilisant un transporteur de
cations organiques a haute affinité spécifique de la carnitine (OCT2). Des défauts du transporteur
de carnitine entrainent une carence primaire en carnitine caractérisée par une diminution de
I’accumulation de carnitine intracellulaire, une augmentation des pertes de carnitine dans les

urines et un faible taux sérique de carnitine®.

L'ergothionéine est une autre source de TMA. 11 s’agit d’une amine biogéne (un dérivé de
I'histidine) qui peut étre obtenue a partir de sources alimentaires telles que les champignons,

certains produits carnés (principalement le foie) et plusieurs types de haricot® (Figure 2).

Enfin, le TMAO et la TMA peuvent également étre trouvés de maniere naturelle dans
certains aliments comme le poisson®®. Environ 50% du TMAO ingéré est absorbé sous forme
inchangée puis excrété par les urines. Les 50% restants sont convertis en TMA dans I'intestin par
l'action de la TMAO réductase®. La TMA peut a nouveau étre oxydée en TMAO par I'action de
la TMA mono-oxygénase, présente dans certains microorganismes intestinaux®®® (Figure 2). De
plus, certaines bactéries sont capables d’appauvrir le TMA et le TMAO en formant de la
diméthylamine et du formaldéhyde par I’action des enzymes triméthylamine déshydrogénase et
TMAO déméthylase®®.

La majeure partie du TMA ingéré ou formé dans I’intestin est rapidement absorbée dans la
circulation sanguine puis oxydée en TMAO via les flavines mono-oxygénases (FMO) hépatiques
(Figure 2)*®. La TMA (95%) est transformée en TMAO dans le foie par les isoformes
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1 (minoritaire) et 3 (majoritaire) des FMOs (FMO1 et FMO3)%. Le TMAO est ensuite sécrété
dans la circulation puis éliminé par les reins via le transporteur de cations organiques 2 (OCT2)
dans les urines a 95% (4% dans les feces et 1% dans 1’haleine)®®. Le TMAO peut également étre
métabolisé en diméthylamine, formaldéhyde, ammoniaque et méthane par certaines bactéries

méthanogénes contenant I’enzyme TMAO déméthylase®.

Les concentrations circulantes de TMAO présentent de grandes variabilités inter-individus,
car elles dépendent du reégime alimentaire, de la composition du microbiote intestinal, des
fonctions hépatique et rénale. De plus, il est décrit que le transporteur de cations organiques 2
situé sur la membrane basolatérale des cellules du tubule rénal est le transporteur d'absorption clé
du TMAO et peut également étre un facteur déterminant de sa variabilité. 1l est également
important de noter que les FMOs sont régulées par les hormones stéroidiennes. En effet, il a éte
montré que la 17pB-estradiol joue un role fondamental dans la régulation de la transcription du

géne FMO3%. L’expression de FMO3 est réduite chez 1’homme par rapport aux femmes®.

Pour mieux comprendre le réle du TMAO dans les MCVs, de nombreuses études ont éteé
menees chez I’animal et chez I’homme et ont montré une relation directe entre 1’augmentation
des taux plasmatiques de TMAO et 1’augmentation du risque de MACE®®%, Les mécanismes
sous-jacents par lesquels le TMAO contribue aux MCVs ne sont pas entierement compris.
Certaines études decrivent une relation entre le transport inverse du cholestérol (RCT) et le
TMAO, celui-ci entrainant une diminution du RCT par les HDL®. Le TMAO pourrait agir sur les
voies pro-athérogenes en favorisant la formation des cellules spumeuses et en augmentant les
récepteurs piegeurs de macrophage, diminuant ainsi 1’épuration du cholestérol des macrophages
spumeux présent dans la plaque d’athérome induit par I’apolipoprotéine A-1%°. Des études
antérieures ont également montré que I’impact du TMAO sur I’athérosclérose serait étroitement
lié aux modifications du métabolisme des acides biliaires’®. Le TMAO réduirait la synthése des
acides biliaires et les transporteurs des acides biliaires du foie, diminuant ainsi efficacement le
pool d'acide biliaire™. Le récepteur farnésoide X (FXR) est un membre de la superfamille des
récepteurs nucléaires qui agit comme un capteur des taux intracellulaires d’acides biliaires dans le
foie et ’intestin’2. L’expression de la FMO3 hépatique est régulée positivement par les acides
biliaires alimentaires via une voie médiée par FXR®. Par conséquent, une supplémentation
alimentaire en TMAO pourrait inhiber la synthese des acides biliaires. L’altération de la synthese

et de la secrétion des acides biliaires étant liées a un risque accru de MCV, les actions directes et
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indirectes du TMAO sur la synthése et I'excrétion des acides biliaires pourraient représenter un
mécanisme potentiel par lequel le TMAO exerce son effet pro-athérogéne.

11.2.2 Les arginines méthylées

Les métabolites méthylés de 1’arginine, comme la SDMA et ’ADMA, ont été identifiés
comme de potentiels marqueurs d’intérét dans le risque CV'3. De nombreuses MCVs sont
associées a une altération de la vaso-relaxation des vaisseaux dépendants de I'endothélium. Cela a
été démontré chez des lapins et des singes hypercholestérolémiques, ainsi que chez des patients
atteints de coronaropathie ou de facteurs de risque typiques prédisposant a cette affection. La
vaso-relaxation dépendante de I'endothélium est également anormale dans d'autres états
pathologiques tels que linsuffisance cardiaque, le diabéte et I'hypertension™. 1l existe
vraisemblablement une perte de production endothéliale et / ou une variation de biodisponibilité

du monoxyde d’azote (NO) dans ces troubles.

L’arginine est un acide aminé a forte occurrence dans les protéines (> 4%) et qui peut subir
des modifications post-traductionnelles telles que la méthylation. Sous I’action d’une enzyme
spécifique, la protéine méthyltransférase (PRMT), elle peut étre transformée en N-mono-
méthylarginine (NMMA) puis en ADMA et SDMA™ (Figure 3). Ces métabolites sont ensuite
libérés dans la circulation sanguine apres proteolyse des protéines porteuses. L’ADMA agit
comme un inhibiteur compétitif endogéne de la monoxyde d’azote synthétase endothéliale
(eNOS), mais egalement de la monoxyde d’azote synthase neurale et de la monoxyde d’azote
synthase inductible. Elle bloque ainsi la formation du NO. Les monoxydes d’azote synthétases
endogenes et le stress oxydatif sont considérés comme les facteurs les plus importants du systéme
CV’®. En effet, ils jouent un role clé dans la régulation du tonus vasculaire et sont présents dans
les cellules endothéliales vasculaires. En outre, ils peuvent étre modulés par plusieurs stimuli tant
physiques qu’hormonaux.

L’ADMA initie et favorise les processus impliqués dans les pathologies CVs et est associée

a I’insuffisance rénale, I’hypertension et I’hypercholestérolémie’™ '’

Les taux plasmatiques d’arginine et de méthylation d'arginine sont associés aux MCVs et
aux événements CVs indésirables. Des taux élevés dADMA et de SDMA ainsi que des
concentrations réduites de NMMA sont des facteurs prédictifs de MCV, et prédisent les risques a
long terme d'événements cardiaques indésirables majeurs (crise cardiaque, accident vasculaire

cérébral ou déces), méme aprés ajustement des facteurs de risque traditionnels (tabagisme,
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inactivité physique)’®. Wang et ses collaborateurs ont défini une quantification intégrée de la
méthylation de I’arginine sous la forme d’un « indice de méthylation de I’arginine » [ArgMI =
(ADMA + SDMA) / NMMA]. Dans cette étude’®, I’indice de méthylation de 1’arginine a fourni
une meilleure prédiction des événements cardiaques indésirables majeurs chez les patients stables
subissant une évaluation, et a considérablement ajouté a I'utilité pronostique des facteurs de
risque traditionnels. Ces résultats ont suggéré que la méthylation de Il'arginine apporte une
contribution importante a la progression de la maladie, au-dela de l'inhibition directe de la

monoxyde d’azote synthétase™?.

Seulement 20% de I’ADMA sont excrétés par les urines ou métabolisés par la
diméthylarginine diméthyl-aminohydrolase (DDAH)™ en citrulline. L’ADMA peut également
étre dégradée en acide diméthylguanidine valérique via I’alanine-glyoxylate aminotransférase 2
(AGXT2). Boger et ses colléegues ont suggéré qu’une concentration élevée d’ADMA serait un
marqueur d’intérét pour la prévision des maladies CVs'®, contrairement a la SDMA, également
issue de la dégradation des protéines mais qui n’a aucun effet sur 1’activit¢é des monoxydes

d’azote synthétases. La SDMA est presque totalement excrétée par les urines®%8!,

HN"
+
HNT S NH
CH
PRMT 2 SDMA
CH H,C_ _CH
+ HN” N
+ +
HN" "NH PRMT NH = NO
Lol —_——
Type1,2,3 eNOS
Arginine ADMA
I
HN" NH
Citrulline

Figure 3 : Métabolisme simplifié de ’ADMA. L’arginine est méthylée sous 1’action de plusieurs enzymes,
la protéine arginine méthyltransférase (PRMT 1, 2, 3) et la peptidyl arginine déiminase (PADI). L’ADMA est un
inhibiteur endogéne de eNOS formant le monoxyde d’azote messager intra/extracellulaire’ .
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L’excrétion de ’ADMA de la cellule vers le plasma se réalise par I'intermédiaire de
transporteurs cationiques d’acides aminés présent dans la membrane plasmatique de la cellule. La
clairance du compartiment plasmatique se produit de deux manieres ; 1) par I’excrétion rénale, et
2) I’absorption par les cellules via le transporteur cationique d’acides aminés. En effet, I’activité
des transporteurs cationiques d’acides aminés est impliquée a la fois dans 1’excrétion et
I’absorption de I’ADMA et joue un rdle important dans le transport intracellulaire et inter-organe

de ’ADMA .82

Le rein et le foie sont des organes importants dans I'élimination de I'ADMA du plasma. Le
transport inter-organes de 'ADMA peut avoir des conséquences graves sur les maladies et les
affections cliniques associées a une altération du métabolisme de 'ADMA?®2,

11.3 Les méthodes d’analyses

Cette section vise a présenter les techniques analytiques utilisées durant ce projet de
recherche avant de les présenter de facon intégrée a nos études. Pour la réalisation des travaux
présentés, nous avons développé une étape de préparation des échantillons constituée de
I’extraction des molécules des matrices biologiques suivie de modifications chimiques des
composeés a analyser (dérivation). Cette étape est essentielle a la séparation des composes
d’intéréts par chromatographie liquide a ultra haute performance (UHPLC) avant leur ionisation
par ’intermédiaire d’une source électrospray (ESI). Les composés sont ensuite detectés par

spectrométrie de masse (MS) en tandem (MS/MS) ce qui permet une analyse sensible et précise.

11.3.1 La chromatographie liquide a ultra haute performance (UHPLC)

La chromatographie est une technique analytique séparative et/ou préparative ou les
especes moléculaires sont séparées en fonction de leur affinité avec deux phases, 1’une
stationnaire et 1’autre mobile. Cette technique est utilisée principalement pour identifier,
quantifier et séparer les composants d'un mélange en utilisant une pression élevée. En UHPLC,
des tailles de particules inférieures a 2 um peuvent étre utilisées, fournissant une meilleure
séparation que la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) ou la taille de
particules est supérieure a 2 um. Les particules plus petites nécessitent des pressions de pompe
plus élevées (100 MPa pour I’"UHPLC versus 40 MPa pour I’HPLC), rendant cette technique

d’analyse rapide et résolutive.
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La résolution chromatographique est basée sur la courbe de Van Deemter qui correspond a
une équation mathématique permettant de comprendre la forme des pics chromatographiques,
normalement de forme gaussienne. Cette courbe montre qu’il est possible d'augmenter le débit de
solvants sur les colonnes de faible diametre de particule (inférieur & 2 um) et d’augmenter la
vitesse d'analyse, sans altérer les performances chromatographiques. L'avénement de 'UHPLC a
suscité le développement instrumental d'un nouveau systéeme de chromatographie en phase
liqguide par la société d’instruments et de logiciels de laboratoire d’analyses « Waters
Corporation » : la chromatographie liquide ultra performante (UPLC™), Cette technologie tire
avantage des performances de séparation de I’'UHPLC (en limitant les volumes morts) et est
compatible avec les pressions générées (de I'ordre de 55 a 100 MPa). L’UPLC™ augmente ainsi
la résolution des pics chromatographiques, la vitesse d’élution des composeés et la sensibilité des
systemes d’analyses couplés a la chromatographie. Pour la réalisation de ce projet, nous avons
utilisé la technologie Waters (Waters Corporation, Milford, MA, Etats-Unis), qui en 2004 &
introduit la chromatographie liquide ultra performante (UPLC™) dans le domaine de la
séparation analytique®®, aussi appelé UHPLC. Nos appareils sont équipés de la technologie
UPLC™ les colonnes de chromatographie sont garnies de particules sphériques de 1,7 um de
diametre constituant la phase stationnaire et fonctionnent a des pressions pouvant atteindre 15
000 psi (103,4 MPa).

Les colonnes de chromatographie permettent la séparation de composés en fonction de la
différence d'affinité existant entre les molécules, la phase mobile (solvant d’élution), qui entraine
les composés, et la phase stationnaire (particules solides composant la colonne). En effet, en
fonction de I’affinité entre les solutés et la phase stationnaire ou la phase mobile, les molécules

du mélange migrent a des vitesses différentes et sont ainsi séparées.

Les techniques chromatographiques peuvent étre classees selon le type de phase
stationnaire et mobile. La phase stationnaire est placée dans une colonne puis est traversée par
une phase mobile sous I’effet d’une pression extérieure. En considérant la nature de la phase
stationnaire et son interaction avec les molécules, les séparations chromatographiques sont
classées en 5 principaux types 1) chromatographie de partage en phase normale ou inversée, 2)
chromatographie d’adsorption en phase d’interaction hydrophile (HILIC), 3) chromatographie
d’exclusion stérique, 4) chromatographie sur échangeur d’ions et 5) électrochromatographie.

Dans ce projet nous nous intéresserons aux chromatographies 1) et 2).
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A. La phase normale

La chromatographie liquide en phase normale (NPLC, «normal-phase liquid
chromatography ») consiste a séparer différentes molécules en fonction de leur polarité et en
fonction de leurs propriétés physico-chimiques. La séparation des composés repose sur
I’interaction entre les particules a groupements polaires présentes a la surface de la phase
stationnaire de la colonne et leur solubilité dans la phase mobile qui est apolaire. L’interaction
avec la phase stationnaire augmente avec 1’utilisation de phases mobiles a base de mélanges de
solvants non polaires/polaires. Il s’agit d’un mécanisme de compétition entre la rétention d’un
soluté sur la phase stationnaire et 1’élution de celui-ci par la phase mobile. Cette chromatographie
est une technique de séparation tres puissante en raison du grand nombre de solvants qui peuvent
étre utilisés pour obtenir une sélectivité¢ idéale lors d’une séparation. Il s’agit de faire passer un
solvant non polaire ou modérément polaire dans la colonne. Les solutés les plus retenus (les plus
polaires) dans la phase stationnaire sont élués en dernier alors que les solutés les moins retenus
(les plus apolaires) sont élués en premier. Différents types d’interactions peuvent étre mis en jeux
avec la phase normale tels que les liaisons hydrogene, les interactions dipGle-dipGle et les

interactions acide-base.

Les phases stationnaires utilisées pour une NPLC sont des phases polaires. La silice est
couramment utilisée grace a son groupement silanol présent en surface des grains de silice (Si-
OH) (Figure 4). La surface d’interaction des particules de la phase stationnaire pouvant interagir
avec les composés a séparer est également un parametre a prendre en compte pour caractériser les
différents types d’interactions physico-chimiques existants. Pour cela il est important de connaitre
le diametre des particules de silice et le diamétre des pores. Chaque type de silice possede ses
propres propriétés de séparation. Des lors, il est possible de choisir entre trois classes de silice
fonctionnalisée : 1) soit accepteur de protons, 2) soit donneuse de proton, 3) soit a 1’origine
d’interactions dip0le-dipdle, c'est-a-dire des interactions entre des molécules possédant 2 charges
électriques (positive et négative, aussi appelée « zwitterion »). Les silices fonctionnalisées les
plus utilisées pour la NPLC sont la silice cyano-propylée, la silice amino-propylée et la silice 1,2-
hydroxypropylée (diol). D’autres groupements peuvent aussi étre utilisés pour la
fonctionnalisation de la silice pour des applications plus spécifiques, mais ceux-ci suffisent en
général. La colonne diol est une colonne acide, la colonne amino-propylée est une colonne plutot

basique alors que la colonne cyano-propylée permet des interactions dip6le-dip6le modérées.
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Colonne de chromatographie liquide en phase normale

| Sens d’élution par la phase mobile apolaire >

HO
. Molécules de solvant | Phage stationnaire polail‘e* Moléculefortement polaire

v'Molécule moyennement polaire . Molécules apolaire

Figure 4 : Représentation schématique de la phase stationnaire silice présentant ses groupements
silanols (-OH). Interaction ionique entre les groupements silanols et les molécules polaires.

Les solvants peu visqueux (ex : acétonitrile) sont frequemment utilisés en NPLC afin de
pouvoir appliquer un débit de phase mobile plus éleve dans la colonne. Le solvant doit
absolument é&tre moins polaire que les molécules pour éviter une élution directe de ces dernieres.
En général, il est possible de moduler la polarité de 1I’¢luant en faisant varier la polarité du solvant
A. En effet, il est plus simple d’utiliser un éluant binaire puisque la polarité variera en fonction de
la quantité d’un solvant polaire ajouté (solvant B). Un autre facteur important concernant la phase
mobile est la force du solvant. Puisque la technique est basée sur les différentes interactions entre
les molécules, la phase mobile et la phase stationnaire, il est important d’ajuster la force de
I’éluant que 1’on définit par I’affinité de la phase mobile pour la phase stationnaire. Ainsi, un
solvant dont la force d’élution est supérieure a un autre, aura plus de facilité a entrainer une
molécule dans la phase mobile, puisque ses interactions seront plus fortes avec la phase
stationnaire®*. La sélectivité du solvant est I’ensemble des interactions acide-base, dipdle-dipdle
et liaisons hydrogenes entre les molécules de solvant et les composés a séparer. Il y a un
changement dans la sélectivité du solvant quand les interactions moléculaires entre la phase
stationnaire, le soluté et la phase mobile changent brusquement avec le changement de solvant.
La sélectivité du solvant est basée sur le triangle de sélectivité de Snyder (Figure 5), qui guide le
choix du solvant ou des solvants a choisir ainsi que la phase stationnaire pour optimiser la

séparation de la molécule®.
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Accepteur deH

Donneur Dipéle

de H

Figure 5 : Triangle de Snyder. Chaque apex du triangle représente une caractéristique d’un solvant, soit
accepteur de proton, donneur de proton ou ayant un dipdle. Les solvants sont classés dans le triangle de facon a les
catégoriser selon les interactions possibles du solvant avec la molécule. Pour changer les interactions entre le solvant
et les molécules, il suffit de passer d’un solvant prés d’un apex du triangle vers un solvant qui se situe plus prés d’un
autre apex®.

B. La phase inverse

La chromatographie liquide en phase inverse (RPLC, «reversed-phase liquid
chromatography ») est considerée comme la methode de separation en chromatographie liquide
la plus freqguemment utilisée. Cela resulte de son domaine d'application couvrant une diversité
importante de molécules de par leurs tailles, leurs polarités et leurs capacités d’ionisation®®’, |l
s’agit d’une chromatographie de partage en phases inversées visant a separer les molécules d'un
mélange en fonction de leur polarité. Les composés polaires sont élués en premier a l'inverse
d'une séparation par chromatographie en phase normale. La RPLC est composée d’une colonne
de phase stationnaire soit silice ou de particules hybrides fonctionnalisées avec des acides
carboxyliques et des groupes alkyles a longues chaines. Ces particules de silice ont été greffées
par des fonctions chimiques, par exemple : des chaines alkyles de 4, 8 ou 18 atomes de carbone.
Les fonctions silanols (Si-OH) qui subsistent aprés greffage des fonctions chimiques peuvent
engendrer des interactions hydrophiles parasites, qui rendent les résultats non reproductibles
surtout pour les molécules basiques. Pour éviter cela, la surface de la silice encore libre peut étre
recouverte par une fonction méthyle ou plus fréguemment par des triméthylsilyles (TMS), ce qui
bloque les fonctions silanols libres sous la forme (Si-O-C(CHa)3). Cette étape est appelée « end-

capping » %,
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La phase stationnaire est ainsi dite « inversée », car celle-ci, fonctionnalisée apreés le

greffage des fonctions chimiques, devient apolaire et hydrophobe (Figure 6).

Colonne de chromatographie liquide en phase inversée
O om

o | (o)
O | <3y I
C(CH3),

0O 9
C(CH3)
: | cI~(CH3)a(|) ;![cmn - X
o AR AR
o

| Sens d’élution par la phase mobile polaire >
HO
.Molécules de solvant | Phase stationnaire polaire Molécule fortement polaire

vMolécule moyennement polaire . Molécules apolaire
CH,

— j Particules apolaires greffées
H,

Figure 6 : Représentation schématique de la phase stationnaire inversée greffée C18. La RPLC met en
jeu des interactions entre le soluté et les particules greffées a la phase stationnaire

Le mécanisme de séparation chromatographique représenté ci-dessus se produit grace aux
groupements hydrophobes constituant la (ou les) molécule(s) a séparer et qui vont interagir avec

la phase stationnaire hydrophobe.
C. La phase d’interaction hydrophile : HILIC

La chromatographie d’interaction hydrophile (HILIC, « hydrophilic interaction liquid
chromatography »), aussi appelée phase normale aqueuse, car il s’agit d’une technique de
chromatographie permettant la séparation de petites molécules polaires. Celle-ci requiers
l'utilisation d'une phase mobile constituée d'un solvant organique miscible dans I'eau, souvent
I'acétonitrile, et d'un tampon aqueux. La séparation est le résultat d'un partage ou d’une
adsorption de la molécule dans une couche enrichie d'eau sur la phase stationnaire polaire. Cette
technique est complémentaire de la phase inverse, car particuliecrement adaptée a 1’analyse des

solutés polaires et ionisés, difficiles a retenir en phase inverse8.
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La chromatographie HILIC associe trois modes de séparation, soit sur phase normale, sur
phase inverse ou sur phase ionique. Le nom « HILIC » a été proposé par Dr. Andrew Alpert en
1990 qui a publié sur la séparation de composes polaires tels que les peptides et les acides
nucléiques. Il fut le premier a observer que I’ordre d’élution des composés sur une phase
stationnaire hydrophile est inversé par rapport a celui d’une phase stationnaire apolaire. Depuis,

une multitude de modes de séparation avec diverses molécules polaires a été réalisée®.

Le mécanisme de séparation mis en jeu entre le composé polaire et la phase stationnaire
polaire est un phénomeéne d’adsorption au sein d’une couche d’eau. Alpert a considéré que les
interactions dipdle-dip6le pourraient étre responsables du partage des solutés entre les
multicouches. Cependant, des liaisons hydrogénes ainsi que des interactions électrostatiques
peuvent également interagir avec la phase stationnaire HILIC, rendant ce mode complexe,

notamment dans la prédiction des ordres d’¢lution.

Il existe plusieurs compositions de phase stationnaire HILIC. La plupart des phases
stationnaires sont des particules de silice classiques, ou des particules hybrides fonctionnalisées
ou non. La silice vierge est frequemment utilisée et permet une bonne rétention des composes
positivement charges en raison des interactions électrostatiques liées aux groupements silanols
principalement chargés négativement a pH basique sachant que le point de neutralité de la silice
est a 2,589, En effet, en milieux aqueux, les groupements silanols possédent des propriétés
chimiques particulieres, de maniere générale, le pH joue un rdle important pour déterminer la
réactivité de la surface silice. En condition basique I’oxyde de silicium, subis une perte de proton,
le groupement silanol est alors chargé négativement, jouant le réle d’un échangeur de cations.
Cependant ce groupement peut aussi étre de charge nulle en milieu acide et I’oxyde de silicium
est alors protoné, chargé positivement et peut donner lieu a des phénoménes d’échange d’anions.
Tout dépend de la valeur du point de neutralité et des constances de réactions, la silice possédant
une valeur de point de neutralité environ a 2,5%%, la réaction de protonation apparait donc peu
probable. Ces groupements chargés negativement vont interagir avec les molécules les plus
polaires chargées positivement par interaction ionique. Les molécules apolaires vont donc étre
éluées en premier, tandis que les molécules moyennement polaires et fortement polaires seront
retenues sur la colonne et ainsi éluées par la suite avec un solvant plus polaire. Contrairement a la
phase normale, ici les modifications apportées a la silice sont polaires, afin de pouvoir interagir

avec les petites molécules polaires et permettre leur séparation sur colonne chromatographique.
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La phase mobile est tres importante en mode HILIC car elle joue un réle important sur les
propriétés physico-chimiques (acido-basiques) des molécules a séparer en interactions avec la
phase stationnaire. La phase mobile comprend des solvants organiques polaires miscibles a 1’eau
comme |’acétonitrile, et peut contenir des additifs ioniques afin de contrdler le pH et la force
ionique de celle-ci (ex : acétate d’ammonium, acide formique). En présence d’eau, la surface de
silice présente divers stades d’hydratation, les groupements silanols peuvent étre simplement
hydratés s’ils sont liés qu’a une seule molécule d’eau ou la surface peut étre entierement
recouverte d’une couche d’eau mono ou plurimoléculaire, aboutissant & un gel de silice fortement
hydraté et dont les propriétés d’adsorption seront alors totalement masquées. C’est pourquoi la
phase mobile ne doit pas dépasser 45% d’eau pour les colonnes HILIC silice non fonctionnalisées
afin de ne pas altérer les propriétés physico-chimiques de celle-ci. Les sels potentiellement
présents dans la phase mobile contribuent a la polarité de la molécule, ce qui joue sur la rétention
de celle-ci sur la phase stationnaire. L'augmentation de la phase mobile polaire ou du tampon (si

composition en sels) diminue la rétention des molécules.

En mode HILIC, le pH de la phase mobile a une grande influence sur la séparation des
composes puisque les interactions sont de natures ioniques, c’est-a-dire acides ou basiques. En
effet, suivant le pH de la phase mobile, certaines molécules pourront étre protonées ou
déprotonées en fonction de leur pKa et pourront donc étre plus ou moins solubles dans la phase
mobile (et donc plus ou moins retenues par la phase stationnaire). Le pH peut également agir sur
la nature de la phase stationnaire. A titre d’exemple, pour une colonne HILIC silice, les
groupements silanols de la silice seront ionisés a pH 5-9 et auront donc une plus forte attraction
électrostatique avec les cations (base) et une moins grande attraction envers les anions (acides)

au-dela de ces pH®.

11.3.2 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique de premier ordre en recherche
biomédicale car elle permet la détection de biomolécules a leurs niveaux physiologiques®®. Son
principe réside dans la détection et I’identification structurale d’espéces élémentaires ou
moléculaires chargées (ions) en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) exprimés en
Thompson (Th). Les systemes, bien que tres variés, peuvent se découper en quatre compartiments
distincts (Figure 7) consistant en : 1) systéme d’introduction de 1’échantillon dans le systeme, le
plus souvent via un systeme chromatographique, 2) source d’ionisation des molécules a 1’état

gazeux, 3) systeme permettant I’analyse des ions selon leur rapport m/z via un ou plusieurs
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analyseurs en masse et pour finir 4) systtme d’enregistrement des données via un systéme

d’acquisition.

Systéme - Analyseur en Dt_atecteur et
dintroduction” > Source d’ions — masse (m/z) —> traitement des
données

Figure 7 : Représentation schématique d’un systeme de spectrométrie de masse.

Ces trois derniéres décennies ont été marquées par 1’essor de la spectrométrie de masse
dans la recherche biologique et clinique, notamment grace au développement des sources d’ions
et des analyseurs en masse et, dans une moindre mesure, grace au développement des systémes
d’introduction®. En effet, le développement de nouvelles sources d’ionisation dites « douces » a
permis l'analyse directe de nombreux composés jusqu’alors inaccessibles (protéines, peptides,
oligonucléotides). Le développement des analyseurs a permis de mesurer plus rapidement, plus
précisement et de facon plus sensible une large gamme de composés de poids moléculaires tres
variés. Enfin, les améliorations apportées aux systémes d’introduction, essenticllement
chromatographiques, ont permis de diminuer considérablement les temps d’analyse tout en

améliorant la résolution et la spécificité de ces derniéres.
A. Les sources d’ionisation

La spectrométrie de masse sépare des ions en phase gazeuse selon leur rapport m/z. Pour
analyser un échantillon, ce dernier doit donc étre vaporisé avant 1’ionisation. Jusqu'au début des
annees 1980, les molécules étaient ionisées par impact électronique (EI, electron impact) ou
ionisation chimique (CI, chemical ionization). Les composés devaient étre a 1’état gazeux et donc
préalablement vaporisés, ce qui reste aisé pour les petites molécules organiques volatiles
introduites par chromatographie en phase gazeuse. Cependant la plupart des molécules du vivant,
polaires et thermiquement labiles, n’ont pas ces propriétés et doivent étre préalablement
dérivées®. L'introduction des méthodes d'ionisation dites « douces » comme la désorption laser
assistée par matrice (MALDI, matrix-assisted laser-desorption-ionization)®® et 1’électrospray
(ESI, electrospray ionization)® % a permis l'analyse directe de biomolécules polaires et
thermolabiles sans dérivation préalable. En outre, la gamme d’analyse en terme de poids

moléculaires, jusqu’alors limitée, a été considérablement augmentée®” %, Ces nouvelles sources
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d’ions ont ainsi permis de vaporiser des echantillons non gazeux rendant possible les couplages a

I’électrophoreése capillaire et a la chromatographie en phase liquide.

Dans cette étude, nous nous intéresserons uniquement a I’ESI, qui est I’'une des techniques
les plus utilisées pour les couplages de chromatographie liquide et spectrométrie de masse (LC-
MS, LC-MS/MS).

B. L’électrospray (ESI)

L’ESI est ’'une des techniques les plus utilisées pour les couplages LC-MS. C’est une
technique d’ionisation douce fonctionnant a pression atmosphérique et permettant une faible
fragmentation des ions. L’ESI fonctionne en modes positif et négatif, et permet la formation
d’ions mono- et multi-chargés majoritairement de types [M+nH]" ou [M-nH]™ mais d’autres
adduits sont possibles (Na*, K*, NH4*, HCO...). L’ESI transforme le composé élué dans la
phase liquide en ion gazeux, en pulvérisant la solution a travers un capillaire chauffé avec courant
de gaz sec (N) dirigé dans le spray et soumis a une différence de potentiel de quelques kV. En
effet, la solution introduite dans le capillaire porté a un potentiel élevé (entre 2,5 a 4 kV), va
génerer sous I’action conjuguée du champ électrique et du courant gazeux (azote), des
gouttelettes chargées. Celles-ci se réduisent au fur et a mesure afin de former un céne dynamique
a I'extrémité du capillaire, appelé « cone de Taylor »*°. Lorsque la charge de la solution qui forme
le cone de Taylor s’approche de la limite de Rayleigh, correspondant au point ou les repulsions
coulombiennes entre les charges égalent les forces cohésives de la tension de surface du liquide,
le champ électrique intense confére aux gouttelettes une densité de charge importante. Les
gouttelettes formant un filament liquide a la sortie du « cone de Taylor » finissent par se détacher
et se disperser sous forme de microgouttelettes (diametre de 1-2 um). Ce phénomene permet ainsi
la désorption de molécules mono-chargées et multi-chargées pour 1’analyse des petites molécules

et macromolécules® (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique d’une source électrospray en mode positif'®®. A partir du cone de

Taylor, des microgouttelettes sont formées par I’accumulation des charges se rapprochant de la limite de Rayleigh.

Les répulsions coulombiennes excedent les forces de cohésions des gouttelettes et ainsi forment les microgouttelettes

chargées. Ce phénomene se répétant des que les charges s’accumulent et sont a la limite de Rayleigh, des ions

C.

désolvatés finissent par se former avant leur entrée dans 1’analyseur de masse.

L’analyseur de masse

Il existe aujourd’hui une trés grande variété d’analyseurs en masse dont les performances

peuvent étre définies en fonction des critéres suivants :

La vitesse de balayage, c’est-a-dire le temps d’acquérir une information spectrale

pour une gamme de rapports m/z (Scan, lon ou transitions sélectionnées).

La résolution, c’est-a-dire la capacité a séparer deux composes de rapports m/z

proches. Cette donnée permet d’anticiper la précision de I’appareil utilisé.

La précision ou la capacité du systeme a donner un rapport m/z proche de la
valeur théorique. La précision est donnée en ppm (partie par million) et
correspond a I’écart entre le rapport m/z expérimental et théorique en fonction du
rapport m/z théorique (ex: 1 ppm équivaut a un écart de 0,001 Th pour un
rapport m/z de 1000 Th).
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De nombreux types d’analyseurs sont aujourd’hui disponibles avec des niveaux de
résolution et de précision variés, tout comme leurs vitesses de balayage. Ce projet a été conduit a
I’aide de systemes quadripolaires, peu résolutifs, mais présentant de nombreux avantages,

notamment pour I’analyse ciblée de nombreux composés.
D. L’analyseur quadripolaire

Le quadripdle (Q) est constitué de quatre électrodes paralléles de section hyperbolique ou
cylindrique. Les électrodes opposées sont reliées entre elles et soumises au méme potentiel alors
que les électrodes adjacentes sont portées a des potentiels de méme valeur, mais opposées en
charge (négatif, positif) de sorte que I’écart de potentiel soit égal a 0 (Figure 9). Les ions
provenant de la source sont soumis a une tension continue et a une tension alternative, toutes
deux appliquées entre ces quatre électrodes. Le trajet des ions dans le quadripdle est oscillant. Si
I’amplitude des oscillations est trop grande, les ions ne seront pas détectés. Les tensions sont
donc réglees de telle sorte que seul un ion de rapport m/z choisi puisse atteindre le détecteur
(trajectoire stable). Bien que peu résolutif, le quadrip6le a pour principal avantage de pouvoir étre
utilise comme un filtre a ions. En outre, sa vitesse de balayage et son adaptabilité a différentes
interfaces le rendent excellent pour les couplages aux systemes de chromatographies liquides et
trés efficace pour la spectrométrie de masse en tandem*®’. Sa gamme dynamique, c’est-a-dire la
linéarité entre la concentration en molécules et la réponse du détecteur, est large (d’ordre du nM)

et le rend pleinement adapté aux analyses quantitatives ciblées.

Détecteur

Source d’ions

Tensions

Figure 9 : Principe du quadripdle!®?, La source d’ions correspondant a I’ESI forme les ions désolvatés qui
vont étre soumis a des tensions continues et alternatives entre ces quatre électrodes. Seule 1’ion en résonance (c'est-a-
dire, I’ion oscillant entre le réglage des tensions des €lectrodes spécifiques a un m/z) est guidé entre les électrodes et

est envoyé vers le détecteur.
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Les ions générés par ESI étant peu sujets a fragmentation dans la source d’ionisation, il est
possible de coupler I’analyseur quadripdle afin de réaliser de la spectrométrie de masse en
tandem ou MS/MS. Ce type d’assemblage est trés utile pour gagner en sélectivité et par

conséquent en sensibilité.
E. Laspectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

La spectrométrie de masse en tandem consiste a combiner plusieurs analyseurs de masse.
Un ion précurseur, ayant un certain rapport m/z, est sélectionné dans le premier Q. Cet ion est
ensuite dirigé vers une cellule de collision ou, sous I’influence d’un gaz inerte (Argon, Helium), il
voit son énergie interne augmentée par collision jusqu’a sa dissociation. Un second analyseur
mesure les rapports m/z des fragments générés (Figure 10). Le systeme utilisé durant ce projet est

le triple quadripdle.

prises de vide :
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Figure 10 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem avec un systéme triple quadrip6le!®. La
chambre d’ionisation forme les ions chargés qui prennent la direction du premier filtre Q1, ces ions entrent ensuite
dans une cellule de collision Q2 ou le gaz de collision intervient puis les ions fragments sont dirigés vers Q3 ou le

second filtre intervient selon leurs m/z spécifiques de chaque ions.

Le triple quadripble (QqQ) est un systéeme qui comporte deux filtres quadripolaires séparés
par une cellule de collision. Le QqQ n’est réellement efficace que si des filtres de sélection des
ions précurseurs ou fragments sont appliqués comme c’est le cas en mode « Single Reaction
Monitoring » ou SRM. Ce mode consiste a sélectionner un ion précurseur de rapport m/z par le
premier analyseur (Q1) puis de le fragmenter dans la cellule de collision (Q2) grace au gaz de
collision qui vas augmenter les énergies internes des ions sélectionnés dans le Q1 jusqu’a leur

dissociation et former des ions fragments. Ces ions fragments seront ensuite filtré par le Q3, qui
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pourra les sélectionner selon leurs m/z spécifiques. Ce mode présente une double sélectivité, au
niveau de l'ion précurseur et de l'ion produit. En outre les deux analyseurs étant fixés a des
tensions constantes, la sensibilité de détection est améliorée par rapport a d'autres modes de

balayage, faisant de la SRM un mode de choix pour la quantification (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation schématique d’une sélection en mode SRM. Triple quadrip6le en mode SRM.
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1. OBJECTIF DE L’ETUDE

Mes travaux de recherche s’inscrivent dans la découverte, la validation et 1’évaluation de
nouveaux biomarqueurs d’intérét clinique pour la prévision et/ou la stratification du risque CV
chez des patients a haut risque. Le projet de recherche proposé s’inscrit pleinement dans ce
contexte, en particulier pour 1’évaluation de biomarqueurs déja identifiés (TMAO et ADMA) et

récemment révelés comme particuliérement intéressants dans ces pathologies.

La premiere phase de mon projet de recherche a donc été la mise en place des méthodes
d’analyse par LC-MS/MS pour le dosage de ces composés d’intérét ainsi que de leurs métabolites

associés.

Aprés validation, ces méthodes analytiques ont été évaluées dans des petites cohortes de
patients (n < 150) présentant des phénotypes extrémes (patients atteints de CKD séveres ou
d’obésité morbide) afin d’évaluer la modulation des marqueurs sélectionnés dans des cas
physiopathologiques a large spectre et de mieux comprendre les interconnections métaboliques

entre les molécules cibles et leurs métabolites associés.

Enfin, la derniere phase de mon projet s’est inscrite dans 1’évaluation du pouvoir
pronostique de ces marqueurs sur la prévision et/ou la stratification du risque CV. Pour cette
étape, les marqueurs ciblés ont été quantifiés dans une cohorte de 1468 patients atteints d’un DT2
(SURDIAGENE) et suivis prospectivement sur 7 ans. Durant le suivi, 403 patients ont présenté
un évenement CV majeur et 538 sont décédés (toutes causes confondues). Les analyses LC-
MS/MS ont été réalisées sur les échantillons plasmatiques de ces patients obtenus lors de leur

inclusion a 1’étude.
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IV. MATERIEL ET METHODES

IV.1Les patients

Dans un premier temps, les dosages des différents marqueurs potentiels de maladies
cardiovasculaires ont été dosés dans 2 études préliminaires de patients atteints d’insuffisance
rénale et d’obésité morbide. Puis dans un second temps, ces marqueurs potentiels de MCVs ont
été dosés au sein d’une cohorte de patients DT2 suivis prospectivement sur 7 ans et ayant

présenté ou non des MACEs.

IV.1.1 Patients atteints de maladies rénales chroniques (CKD)

Quatre-vingt-dix-neuf (99) patients atteints de CKD (stades 1 & 5)*” et 18 patients non
atteints (contréles) ont été recrutés sous consentement éclairé (formulaire de consentement) entre
octobre 2012 et décembre 2016 au sein du département de néphrologie et d’exploration de la
fonction rénale de Lyon. Cette étude a été réalisée sur des patients hémodialysés ou CKD recrutes
aprés mesure de leur GFR en excluant les patients ayant subi une greffe rénale. Les différents
dosages ont éte réalisés a partir de plasmas et les principales caractéristiques de ces patients sont
reportées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques des 99 patients CKD et des 18 patients contrdles. Moyenne + écart-type
avec les tests statistiques de « Kruskal-Wallis » (non paramétrique) ou « one-way ANOVA » (paramétriques) apres
vérification de la normalité des données (test d’ Agostino-Pearson).

Controéle CKD 1-2 CKD 3 CKD 4-5 p value
n 18 53 31 15 -
Sexe H/F 13/5 28125 9/22 12/3 -
Age (année) 41+9 45+ 16 57 £+ 20 53+21 0,0055
IMC (kg/m2) 24+3 24 £ 4 24+5 277 0,5164
MGFR (mL/min) 100+ 8 74+9 469 19+5 < 0,0001
CT (mg/dL) 192 £ 50 194 + 34 188 £ 51 151+ 30 0,0068
TG (mg/dL) 83137 96 + 36 124 £ 58 128 +54 0,0009
HDL-C (mg/dL) 43 +13 48 +13 48 £ 15 41+ 16 0,0737
LDL-C (mg/dL) 133+ 46 127 £32 115+41 86 + 27 0,0008

N : nombre de sujets ; IMC : indice de masse corporelle ; mGFR : taux de filtration glomérulaire mesuré ; CT :
cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol

des lipoproteins de basse densité.
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Les parameétres cliniques des patients sont significativement modulés en fonction de la
gravité des CKD, le mGFR diminuant significativement en fonction du stade de la pathologie. Le
cholestérol total ainsi que le LDL cholestérol sont également diminués significativement pour les
patients CKD de stade 4-5 alors que les triglycérides sont significativement augmentés.

1VV.1.2 Patients atteints d’obésité morbide

Trente et un (31) patients atteints d’obésité morbide ont été recrutés sous consentement
éclairé (formulaire de consentement) pour cette étude. Les prélévements sériques ont été obtenus
par le centre d’investigation clinique de Marseille avant que ces patients ne subissent une
opération de chirurgie bariatrique, puis 6 et 12 mois apres 1’intervention. Les principales

caractéristiques de ces patients sont données dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des 31 patients atteints d’obésité morbide. Les patients sont classés avant
et aprés chirurgie bariatrique suivis sur 14 mois (moyenne + écart-type). Tests statistiques de « Kruskal-Wallis »
(non paramétrique) ou « one-way ANOVA » (paramétriques) apres vérification de la normalité des données (test
d’ Agostino-Pearson).

Avant chirurgie Aprés Chirurgie

Base 6 Mois 12 Mois p value
n 31 31 31 -
Sexe H/F 9/22 9/22 9/22 -
Sleeve / RYGB 14717 14717 14 /17 -
Age (année) 41+8 41+8 41+8 1
IMC (kg/m?) 45+6 34+5 325 < 0,0001
CT (mg/dL) 189 +31 170+ 30 167 + 30 0,0001
TG (mg/dL) 142 + 107 88 +27 7122 < 0,0001
HDL-C (mg/dL) 43 +12 47+ 10 54 +10 < 0,0001
LDL-C (mg/dL) 120+ 21 102 + 25 97 +24 0,0001
ASAT (uKat/L) 23+11 17+6 17+6 0,0125
ALAT (uKat/L) 33+25 17+13 15+7 0,0008
HOMA-IR (%) 54 +4,3 15+12 1,4+ 0,85 < 0,0001

N : nombre de sujets ; RYGB : Roux-en-Y Gastric Bypass ; IMC : indice de masse corporelle ; CT : cholestérol total
; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol des lipoproteins
de basse densité ; ASAT : aspartate aminotransférase ; ALAT : alanine aminotransférase ; HOMA-IR : Indice de
résistance a I’insuline, homeostasis model accessment of insulin resistance en pkat/L : unité de mesure catalytique du

systeme international (https://www.bipm.org).
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Les chirurgies bariatriques diminuent significativement I’'IMC chez les patients des 6 mois
apres I’intervention, ainsi que les principaux parametres cliniques associés tels que le cholestérol
total, les triglycérides, le HDL cholestérol, le LDL cholestérol, les transaminases (ASAT et
ALAT) et I’indice de résistance a I’insuline (HOMA-IR).

Les deux types de chirurgie n’ont pas révelé d’effets significativement différents a part pour
le cholestérol total et celui contenu dans les LDL, qui sont réduits de facon plus importante apres
un by-pass (RYGB) qu’aprés une sleeve (-20% vs -15%, respectivement, p = 0,0019 pour le
cholestérol et p = 0,0007 pour le LDL cholestérol). Les transaminases (ALAT et ASAT) ont
également été diminuées de facon plus importante aprés by-pass mais uniquement 6 mois apres

intervention. Il ne s’agit donc pas d’un marqueur de différence puissant entre ces deux chirurgies.

1V.1.3 Patients diabétiques (SURDIAGENE)
La cohorte SURDIAGENE a été constituée pour le suivi prospectif de 1468 patients DT2.

Les patients ont été régulierement examinés au département d’endocrinologie de 1’hdpital
universitaire de Poitiers entre 2002 et 20129 afin de déterminer les polymorphismes génétiques
de la fonction rénale de fagon longitudinale sur 7 ans. Quatre-cent trois (403) patients ont
présenté un MACE et 538 sont décédés durant le suivi. Les principaux critéres d'exclusion étaient
la résidence hors de la région de Poitiers et la mise en évidence d'une insuffisance rénale non
diabétique. Le protocole de I'étude a été approuve par le comité d'éthique local et un

consentement éclairé écrit a été obtenu de tous les participants.

Les données cliniques ont été obtenues a I’inclusion des patients a partir des dossiers
médicaux sous forme de mesures morphométriques, d’enregistrements de la pression artérielle et
d’électrocardiogrammes. Les antécédents d’infarctus du myocarde ou de maladie artérielle
périphérique symptomatique ont été également inclus ainsi que les données biologiques. Les
concentrations sériques d’hémoglobine glyquée (HbAlc) et de créatinine sérique ont été
déterminées dans un laboratoire central en utilisant une méthode de chromatographie (analyseur
ADAMS Alc HA-8160, Menarini, Florence, Italie) et une méthode colorimétrique sur un
analyseur automatique (KONE Optima, Thermo Clinical Labsystems, Vantaa, Finlande),

respectivement. L’eGFR a été calculé a I'aide de la formule traditionnellement utilisée!®.
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Tableau 4: Paramétres biologiques, morphométriques initiales et incidence cumulée des événements
cardiovasculaires de la conorte SURDIAGENE%.

Parameétres cliniques Etude SURDIAGENE
moyenne + SD, *exceptions précisées

% Femmes (n)* 42 (620) *

% Hommes (n)* 58 (848) *

Ages (années) 65+11

% Fumeur (n)* 100 + 153*

SBP (mmHg) 132 +18

IMC (kg/m2) 31,3+6,3

ASAT (UI/L) 33,4 £ 157

ALAT (UI/L) 36,3+ 146

Cholestérol total (mmol/L) 48+1.2

HDL-C (mmol/L) 1,2+04

LDL-C (mmol/L) 2,7+1,0

TG (mmol/L) 1,91+14

HbA1c, mmol/mol (>6%, % population) 62 +7,78*

UAE (mg/L) - Médiane (IQR) 25 (8,9-102,2) *

eGFR (ml/min/1,73m2) 76,25+ 28,35

Antécédent IDM, % (n) 15,2 (224) *

Antécédent AVC, % (n) 5,6 (83) *

Premiers événements majeurs de CV, ages de 1000 35,4*

patients (années)”

Tous les évenements CV, ages de 1000 patients 57,3*

(années)®

IDM, &ges de 1000 patients (années) 11,4*

Morts CV, ages de 1000 patients (années) 28,5*

SBP : pression artérielle systolique (sytolic blood pressure) ; IMC : indice de masse corporelle ; ASAT: aspartate
aminotransférase ; ALAT: alanine aminotransférase ; HDL-C: cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-
C: cholestérol des lipoprotéines de basse densité ; TG: triglycérides ; HbAlc : taux d’hémoglobine glyquée ; UAE:
extraction d’albumine urinaire ; IQR: intervalle interquartile ; eGFR: débit de filtration glomérulaire estimé ; IDM:
infarctus du myocarde ; CV: cardiovasculaire ; AVC: accident vasculaire cérébral.

A Incidence combinée des décés CV, des infarctus du myocarde, des AVC et d’insuffisances cardiaques ayant
entrainé 1’hospitalisation.

® Incidence combinée des infarctus du myocarde, des AVC, des insuffisances cardiaques entrainant une

hospitalisation, d’angioplastie coronarienne / périphérique ou de pontage coronarien, de déces CV.
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Au sein de cette cohorte, il y a également 638 patients DT2 non obeses, 375 DT2 obeses et
155 DT2 obéses morbides qui présentent au sein de chaque groupe des patients ayant présenté

des évenements CV's majeurs ou non.

Ces patients peuvent également étre classes par classe de CKDs comme décrit
précédemment, le DT2 engendrant des insuffisances rénales. Au sein de SURDIAGENE, 1047
patients en insuffisance rénale de stade 1-2, 314 patients de stade 3 et 107 patients de stade 4-5

présentant chacun des évenements CVs majeurs ou non ont été détectés.

Ainsi la modulation de ces marqueurs potentiels de MCVs et 1’évaluation du pouvoir
pronostique de ces marqueurs sur la prévision et/ou la stratification du risque CV pourra étre
réalisée a partir de ces données.

IVV.2 Préparation des échantillons
IV.2.1 TMAO et métabolites associés
A. Principe et dérivation de la TMA

Le TMAO et ses métabolites associés (TMA, bétaine, choline, carnitine et créatinine) sont
des molécules de bas poids moléculaire et polaires. Elles sont donc peu retenues en phase inverse
et sont co-élués. Nous avons donc opté pour une colonne BEH-HILIC : technologie « Ethylene
Bridged Hybrid (BEH) » correspondant a une silice hybride non fonctionnalisée congue pour
retenir et séparer les composés tres polaires et pour étre plus robuste que les phases classiques
HILIC a base de grains de silice. La stabilité chimique de la particule BEH se traduit par une
longue durée de vie des colonnes. Cette colonne permet de séparer les molécules en fonction de

leur hydrosolubilité!®”.

La TMA étant volatile et de tres petite taille, il est nécessaire d’augmenter sa taille pour
pouvoir I’analyser et donc la rendre plus facilement détectable par le spectrométre de masse. Il
faut donc ajouter une étape de dérivation chimique qui consiste a transformer la TMA en un
produit dérivé de plus grande taille, 1’éthyl-bétaine (Figure 12)!%. Cette étape augmente ainsi la

sensibilité de la méthode.

42



H3C CH; CH CH; CH3
3
\N/ NH,OH 70% /é_CHg
+ CHs — C u,—L + Br-
CH3 Température ambiants / CH3
CH; CH;
TMA Tert-butyl-bromoacétate (TBA) Ethyl-bétaine (produit dérivé)

Figure 12 : Réaction de dérivation de la TMA. La molécule de TMA subit a pH basique et a température
ambiante le greffage du tert-butyl-bromoacétate (TBA) sur son amine qui se charge positivement et ainsi forme une
molécule d’éthyl-bétaine que 1’on appelle le produit dérivé.

B. Extraction et quantification

Une gamme étalon de 0,05 a 10 umol/L a été préparée a partir d’un pool de solutions
standards dilué en série dans de 1’acétonitrile. Pour chaque dosage, des standards internes (SI) ont
été utilisés. Ces composes sont exogenes, ont des propriétés physico-chimiques similaires a celles
des métabolites d’intérét et sont distribués a une concentration fixe et connue a tous les
¢chantillons biologiques ainsi qu’aux solutions calibrantes. Cette méthode permet de s’affranchir
des interférences liées a 1’appareil (effets matrice) ou de palier aux éventuelles erreurs

experimentales survenues lors de la préparation des échantillons.

Les dosages ont été réalisés dans le plasma/sérum (20 pL). Un mélange des SI (*He-choline,
2Ho-carnitine, 13C,-bétaine, [**Cs, ®N]-TMA et 2Ho-TMAO) a 3 umol/L en acétonitrile a été
ajouté (10 uL) a chaque échantillon biologique et solution calibrante. Les échantillons ont ensuite
été traités avec 75 pL de solution de dérivant (ter-butyl-bromoacétate, TBA) a 50 mmol/L dans
I’acétonitrile et 10 puL de solution d’hydroxyde d’ammonium a 70% en eau distillée. Les
échantillons ont ensuite été incubés 30 minutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére, et
la réaction a été stoppée par 1’ajout de 50 uL. d’acétonitrile contenant 1% d’acide formique. Les
échantillons ont été agités et centrifugés 10 minutes a 10 000 x g (10°C). Les surnageants ont
ensuite été transférés dans des flacons pour 1’analyse LC-MS/MS réalisée par le spectrometre de
masse Xevo® TQD équipé d’une interface ESI et d’un dispositif Acquity H-Class® UPLC™

(Waters Corporation).

Les éechantillons ont été injectés (10 pL) sur une colonne BEH-HILIC (1,7 pum ; 2,1 %
100 mm, Waters Corporation) maintenue a 45°C et les composés ont été séparés via un gradient
linéaire de phase mobile B (98 % acétonitrile contenant 0,1 % d’acide formique) dans la phase
mobile A (10 mmol/L d’ammonium acétate contenant 0,1 % d’acide formique) a un débit de

400 pL/min. Le temps d’analyse par échantillon était de 11 minutes. La programmation du
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gradient chromatographique utilisé est détaillée en Figure 13. La phase mobile A est ici la phase
¢luante car il s’agit d’un solvant polaire pouvant entrer en compétition avec la phase stationnaire
de la colonne d’interaction hydrophile. Les conditions initiales en phase mobile A sont de 1%
stabilisées pendant 1 minute avant d’étre augmentées linéairement de 1% a 45% pendant 6,5
min., la phase mobile A est ensuite maintenue a 45% pendant 0,5 min. avant de revenir a 1’état
initial en 1,5 min. Pour finir, la phase mobile A est stabilisée & 1% pendant 1,5 min. avant
I’injection suivante.

100 [A]
B

%
0 min 1100 |

Figure 13 : Représentation schématique du gradient chromatographique utilisé pour I’analyse du
TMAO et des métabolites associés sur colonne HILIC. La phase mobile A est ici représentée en jaune et la phase
mobile B en bleu.

C. Paramétres LC-MS

Les composes ciblés ont ensuite été analyses par le spectrométre de masse opérant en mode
ESI+ (tension de capillaire a 1,5 kV ; débit et température du gaz de désolvatation (N2) a 650 L/h
et 350°C ; température de la source a 150°C). Les parametres SRM utilisés pour la détection
MS/MS sont indiqueés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Paramétres SRM utilisés pour I’analyse du TMAOQO et des métabolites associés.

Composés SRM théorique  SRM mesure

Tension de Cone

Energie de collision

(m/z) (m/z) V) (eV)
TMAO 76,1 — 59,1 75,9 — 58,9 20 11
2Hy-TMAO 85,1 - 68,1 85,0 — 68,0 20 11
TMA-dérivée 174,1 - 118,1 174,1 — 118,0 30 15
[13Cs,5N]-TMA-dérivée  178,1 — 122,1  178,1 — 122,0 30 15
Bétaine 118,1 — 58,1 118,1 — 58,1 40 22
13C,-bétaine 120,1 — 58,1 120,1 — 58,1 40 22
Choline 104,1 — 60,1 104,1 — 60,1 40 15
2Hy-choline 113,1 — 69,1 113,2 — 69,1 40 15
Carnitine 162,2 —103,2 162,1 — 103,0 25 14
2Hgq-carnitine 171,2 — 69,2 171,1 — 69,1 25 14

1IV.2.2 1.’ ADMA et ses métabolites associés

A. Principe et dérivation des acides aminés

Le dosage des arginines méthylées regroupe la quantification de plusieurs acides aminés
qui entrent dans le métabolisme de 1’arginine (Figure 3). Les composes étant proches les uns des
autres par leurs masses moléculaires et leurs propriétés physico-chimiques, il est nécessaire de les
dériver pour favoriser leur rétention sur la phase stationnaire, une phase inverse BEH-Cig. Il
s’agit d’une colonne avec une phase stationnaire BEH sur laquelle des chaines carbonees de 18
carbones (-Cig) ont été greffées. La dérivation des composés implique le greffage d’un
groupement apolaire sur la fonction acide des composés, générant une perte d’eau, afin de former

des esters de butanol (Figure 14). La technologie HILIC n’a pas été utilisée ici car elle ne

permettait pas de séparer de fagon satisfaisante I’ADMA de son isomére, la SDMA.

NH,

Arginine Butanol

Figure 14 : Réaction de dérivation des arginines méthylées. Exemple de ’arginine, celle-ci subit en milieu

0 o
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2

0
H/\/\HLO/\/\CHg + H,0
NH,

Arginine butyl-ester

acide et & 60°C une estérification au butanol afin de former une molécule plus lourde, I’arginine butyle-ester.



B. Extraction et quantification

Une gamme d’étalonnage a été préparée a partir d’un pool de solutions standards dilué en
série dans de l'eau distillée afin d’obtenir 7 solutions calibrantes de 0,02 a 2 pmol/L pour la
NMMA et la SDMA, de 0,5 & 50 umol/L pour la citrulline et de 5 a 500 pmol/L pour I’arginine.
Des Sl enrichis en isotopes stables ont également été utilisés pour ce dosage. Les dosages ont été
réalisés dans le plasma (20 uL) et dans 1’urine non diluée (20 pL). Une solution de SI (50 pL a
125 pmol/L de 2C-arginine, 25 umol/L de Hy-citrulline et 2,5 pmol/L de 2H7-ADMA) a été
ajoutée aux echantillons biologiques et aux solutions calibrantes. Les échantillons ont ensuite été
extraits par 100 uL de méthanol puis agités et centrifugés 10 minutes a 10 000 x g (10°C). Les
surnageants ont ensuite été transférés dans des flacons LC-MS, puis évaporés totalement sous
flux d’azote a 45°C (environ 15 minutes). Apres séchage, les échantillons secs ont été solubilisés
par 100 uL de butanol contenant 5 % de chlorure d’acétyle (préparation extemporanée). Les
échantillons ont ensuite été incubés 30 minutes a 60°C puis remis a évaporer sous flux d’azote a
45°C (environ 25 minutes). Enfin, les résidus secs obtenus ont été repris par 100 uL d’eau

distillée contenant 0,1 % d’acide formique.

Les echantillons ont ensuite été injectés (10 pL) dans le systéeme décrit précédemment,
équipé d’une colonne BEH-Cys (1,7 pum ; 2,1 x 100 mm, Waters Corporation) maintenue a 45°C.
Les composés ont été séparés par un gradient linéaire de phase mobile A (100 % d’eau UHPLC
contenant 0,1 % d’acide formique) dans la phase mobile B (100 % de méthanol contenant 0,1%
d’acide formique) a un débit de 400 uL/min. Le temps d’analyse par échantillon a été fixé a 8
minutes. La programmation du gradient chromatographique utilisé est détaillée en Figure 15. La
phase mobile B est ici la phase éluante, car il s’agit d’un solvant apolaire pouvant entrer en
compétition avec la phase stationnaire de la colonne en phase inverse. Les conditions initiales en
phase mobile B sont de 1% et stabilisées 0,5 minutes avant d’augmenter linéairement de 1% a
70% pendant 3,5 min., puis la phase mobile B est augmentée avec une pente plus douce proche
d’un gradient isocratique (la phase mobile varie en trés faible proportion) de 70% a 90% pendant
2,0 min puis maintenue a 90% pendant 0,5 min avant de revenir a 1’état initial en 0,5 min. La

phase mobile B est enfin stabilisée a 1% pendant 1,0 min avant I’injection suivante.
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Figure 15 : Représentation schématique du gradient chromatographique utilisé pour I’analyse de

I’ADMA et des métabolites associés sur colonne BEH-C18. La phase maobile A est ici représentée en rouge et la
phase mobile B en vert.

C. Paramétres LC-MS

Les composés ciblés ont ensuite été détectés par le spectrometre de masse opérant en mode
ESI+ (tension capillaire a 3,0 kV ; débit et température du gaz de désolvatation (N2) a 650 L/h et
350°C ; température de la source a 120°C). Les parametres SRM utilisés pour la détection
MS/MS sont indiqués dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Parameétres SRM utilisés pour I’analyse de ’ADMA et des métabolites associés.

SRM théorique

Composés (m/2) SRM mesuré (m/z)  Voltage cone (V)  Energie collision (eV)
Arginine 231,2 — 69,9 231,1 — 69,9 30 20
13C-Arginine 232,2 — 69,9 232,1 — 69,9 30 20
NMMA 245,2 — 69,9 245,1 — 69,9 30 20
ADMA 259,2 — 214,1 259,1 — 214,1 30 20
SDMA 259,2 — 228,1 259,1 — 228,1 30 20
2H,-ADMA 266,2 — 221,1 266,2 — 221,1 30 20
Citrulline 23221129 232,1 —112,9 30 20
2H,-Citrulline 239,2 — 119,9 239,1 — 119,9 30 20
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IV.2.3 Analyses des données

A. Intégration des résultats

Les rapports d’aire de pics chromatographiques entre les composés ciblés et leurs Sl
respectifs ont constitué les réponses du détecteur. L’intégration des pics chromatographiques a
été exécutée par les logiciels MassLynx™ et TargetLynx™ (version 4.1, Waters Corporation).
Les solutions standards, dont les concentrations en métabolites sont connues, ont permis de tracer
des droites d’étalonnage, [Réponse = f(concentration théorique)]. La linéarité, exprimée par le R2
moyen, a été supérieure a 0,995 pour tous les composés analysés (régression linéaire, pondération

1/x, origine exclue).
B. Analyses et statistiques

Les représentations graphiques et les tests statistiques ont été réalisés par le logiciel
GraphPad Prism (version 6.0, GraphPad Software Inc, La Jolla, Californie, Etat-Unis). Les
résultats ont été exprimés en moyenne + SEM (écart standard a la moyenne), en moyenne = SD

(déviation standard), ou en médiane et interquartiles.

La distribution normale ou anormale des données a été évaluée par le test d’Agostino-
Pearson. Les tests statistiques utilisés pour 1’analyse des données sont décrits dans le Tableau 7.
Les données ont été considérées comme significatives a p < 0,05, la significativité des données
est représentée sur les graphiques par des étoiles, « * » correspondant a une valeur p : 0,05 < p >

0,01, « ** » correspondant a : 0,01 <p > 0,001, « *** » correspondant a : p <0,001.

Tableau 7 : Les différents tests statistiques réalisés durant le projet de recherche.

Type de données / d’analyse Distribution Normale Distribution Anormale
Données quantitatives appariées, .
groupe & goupe T-test Wilcoxon
Données quantltat[ves non-appariées, T-test Mann-Whitney
groupe a groupe
Multiparamétriques quantitatives One Way ANOVA avec la correction Eriedman
appariées, plusieurs groupes Greenhouse Geisser
Multiparamétriques quantitatives non- .
appariées One Way ANOVA Kruskal-Wallis
Corrélations simples ou multiples
entre jeux de données quantitatives (1 Pearson Spearman
ou plusieurs groupes)
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Au sein des différentes cohortes de patients les tests statistiques les plus sollicité ont été les
tests de Mann-Whitnay, Kruskal-Wallis, Friedman et les corrélations de Spearman, car la
majorité des valeurs n’étaient pas distribuées normalement. La corrélation de Spearman consistait
a trouver un coefficient de corrélation entre les rangs de ces valeurs. Elle a permis d’estimer a
quel point deux variables pouvaient étre modulées de fagon similaire. S’il n’y a pas de données
répétées, une corrélation de Spearman parfaite est de +1 dans le cas d’une corrélation positive, ou

de -1 dans le cas d’une corrélation négative.

Dans le cas de la cohorte SURDIAGENE, les données étant conséquentes et les patients
nombreux, 1’analyse statistique a été réalisée dans un premier temps selon le Tableau 7. Les
données ont été discrétisées mathématiquement et transformées en intervalles. Cette
transformation est appelée " découpage en classes (ici par quartiles). Les 1468 patients ont été
classés en 4 groupes équitables et par ordre croissants des données. Le 1° quartile est la donnée
qui sépare les 25% inférieurs des données (Q1), le 2° quartile est la donnée de la série qui sépare
les 50% inférieurs des données (Q2), le 3° quartile est la donnée de la série qui sépare les 75%
inférieurs des données (Q3) et le 4° quartile aussi appelé « la maximum » correspond a la donnée
de la série qui separe les 0% supérieurs des inferieurs des données (Q4). Une analyse plus fine a
été diligentée auprés de biostatisticiens expérimentés. La durée de survenue du premier
événement MACE (mortalité CV, infarctus du myocarde non mortel, AVC non mortel) est le
critere principal utilisé pour ces analyses statistiques. Les variables continues et catégorielles sont
analysees par un test de Mann-Whitney et de chi-2. Les variables sont normalisées et
standardisées pour faciliter les comparaisons et stratifiées en quartiles comme définis
précédemment. Une correction statistique est utilisée pour tenir compte des comparaisons
multiples (correction de « Benjamini-Hockberg »). La sélection de variables dans le cadre de
données a forte dimensionnalité et fortement inter-corrélées est traitée suivant un modele
statistique de régression a risques proportionnels (Cox) qui suit 1’algorithme Least Absolute
Shrinkage and Selection Operator (LASSO). Ce modele permet de former des courbes de
Kaplan-Meier, indiquant la proportion de chaque groupe ou le point final n’a pas été atteint. Ceci
permet ainsi de définir le rapport de risque (hazard ratio : HR) entre deux classes différentes, ici

définis en quartiles.

Le risque de MACE prend en compte toutes les espéces simultanément, et également les
variables cliniques et anthropométriques classiques prédictives du risque vasculaire des patients

DT2. Le paramétre optimal A est choisi comme maximisant la vraisemblance partielle telle que
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déterminée par une validation croisée (10-fold cross-validation). Pour tenir compte de la variance
potentiellement importante issue de cette validation croisée, le processus est répété 1000 fois. Les
intervalles de confiance (IC) pour la sélection LASSO des espéces sont calculés par régression de
Cox non peénalisée conventionnelle. Les performances prédictives des especes lipidiques
sélectionnées via LASSO sont par la suite évaluées en calculant d'abord les performances du
modele de base puis en ajoutant des especes a ce modéle de base et en calculant le « Harrel C »,
les index de reclassification (NRIs) et le changement de performance du modéle en utilisant
I’amélioration intégrée de la discrimination (Integrated discrimination improvement, IDI) et I'IDI
relatif en validation-croisée (200 répétitions)'®. Les co-variables utilisées dans les analyses de
I'essai sont la encore les variables cliniques et anthropométriques classiques prédictives du risque
vasculaire de patients DT2. Il a été décidé d’utiliser un modele prédictif issu de la littérature pour
évaluer les MACEs. Plusieurs modéles sont disponibles et nous avons choisi I’estimateur de
risque construit a partir des données issues de 1I’étude UKPDS, formellement regroupées dans le
UKPDS OM2*°, puisque nos études préliminaires ont montré la bonne adéquation entre le risque
prédit par ce calculateur de risque et le risque observé effectivement sur nos donnéesi,

L’analyse est réalisée sur les logiciels R ou SAS par les cliniciens du CHU de Poitiers.
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V. RESULTATS

V.1 Développements méthodologiques

D’aprés Kadar et ses collaborateurst'?, les méthylamines peuvent étre quantifiées par LC-
MS/MS. Par ailleurs, Di Gangi et ses collaborateurs” ont développé une méthode d’analyse
rapide et précise des arginines méthylées (ADMA, SDMA et NMMA) par LC-MS/MS. Nous
avons donc adapté ces méthodes en partant des standards analytiques correspondant aux
molécules d’intérét. Pour chaque standard, les parameétres analytiques optimaux en MS ont été
déterminés par introduction directe de 1’échantillon sous forme liquide dans la source ESI, aussi
appelés « infusion » de I’échantillon. Les parametres de détection ont ainsi été optimisés pour
chaque composé afin d’obtenir une détection sélective la plus sensible possible des molécules
d’intérét. La sensibilité de la masse est molécule dépendante, c’est pourquoi les paramétres

analytiques sont importants a définir.

La validation partielle des différents dosages est basée sur la mesure de la précision du
dosage. La précision est le degré de reproductibilité, indiquée en % de coefficient de variation
(CV). Celle-ci est décrite comme étant la précision intra-journaliere, intra-analyse (répétabilité de
la précision lors d’une analyse unique) et inter-jours (trois analyses au moins). L’inter-analyse
correspond a la reproductibilité qui indique la variation de la précision en fonction du temps et
peut également inclure différents paramétres (personnel d'analyse, équipement et réactifs)'314,
La variation de la précision des échantillons ne doit pas étre dépassee de 15% d’apres les criteres

de validation de la « Food and Drug Administration » (FDA),

Les méthodes d’analyses ont été validées préalablement par Kadar et ses collaborateurst!?
et Di Gangi et ses collaborateurs™ selon les critéres standards de linéarité, de précision
(répétabilité de mesures intra et inter-expérimentales), de justesse (méthode des ajouts dosés et
conformités entre concentrations théoriques et expérimentales) et de stabilité. Par ailleurs, lors de
I’analyse de la cohorte SURDIAGENE un échantillonnage représentatif et aléatoire (n= 80) a été
redosé en double aveugle. Les CVs calculés entre les valeurs obtenues lors des deux analyses
étaient inférieurs a 15%, quelle que soit la molécule ciblée. Ceci confirme a nouveau la

répétabilité des méthodes mises en place (résultats non présentés ici).
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V.1.1 TMAO et métabolites associés

A. Parametres de détection

Le TMAO et les autres méthylamines ont été infusés dans la chambre d’ionisation avec une
tension de capillaire réglée a 1,5 kV afin de former les premiers ions correspondant a chaque
standard analytique, appelés «ions précurseurs» de m/z, par exemple: [M+H]" un ion

pseudomoléculaire qui peut étre le précurseur choisi.

Pour chaque standard analytique, il a été défini le potentiel électrique du cbne dans un
premier temps afin de former les ions précurseurs avant leur entrée dans la cellule de collision ou
un second potentiel électrique défini est appliqué au gaz de collision afin de former les ions
fragments (Figure 16) et ainsi définir les transitions SRM (Tableau 5). En A de la figure 16, sont
représentés les spectres de masse obtenus aprés le premier filtre quadripolaire correspondant a
I’ion [M+H]* de chaque standard analytique, aussi appelé « ion précurseur ou ion parent ». En B,
sont representés les spectres de masse apres application du gaz de collision sur 1’ion précurseur
de chaque molécule. Les ions formés a partir de 1’ion parent correspondent aux ions fragments,
aussi appelés « ions produits ou ions fils ». Les ions choisis n’étaient pas nécessairement les ions
majoritaires du spectre de masse, mais correspondaient aux ions spécifiques de chagque molécule,

c’est-a-dire a une fragmentation et a un état d’ionisation connus et théoriquement stables.
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Figure 16 : Spectres de masse acquis en mode SCAN (A) et en mode SCAN d’ions produits (B) du
TMAO et méthylamines. Les molécules sont de haut en bas : bétaine, carnitine, choline, TMA dérivé et TMAO,
avec leurs énergies de collisions respectives de 22, 14, 15, 15 et 11 eV. Entre les deux représentations se trouvent les
schémas de fragmentations a 1’origine des ions fragments retenus pour les analyses.
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B. Seéparation chromatographique

Aprés avoir déterminé les paramétres d’analyse du spectrometre de masse, les parameétres
de séparation chromatographique des composés ont été optimisés sur la chaine Acquity H-Class®
UPLC™ d’aprés les articles de Kadar et ses collaborateurs!'? et de Si Mi et ses collaborateurs'®,
Dans un premier temps une solution contenant les standards analytiques a été injectée sur la
colonne HILIC afin de déterminer le temps de rétention de chaque molécule et d’identifier les

pics chromatographiques (Figure 17).

Sur la Figure 17, deux pics chromatographiques ont été observés pour la bétaine, car les
ions spécifiques de la bétaine (m/z 118,1 — 58,1) croisaient avec ceux de la TMA dérivée (m/z
174,1 — 118,0). Cependant, les pics chromatographiques possédaient des temps de rétention (Tr)
différents (Tr = 4,21 min pour la TMA et Tr = 5,52 min pour la bétaine), ce qui a permis de les
différencier aisément. Le chromatogramme a également montré que la carnitine (m/z 162,1 —
103,0) avait le méme Tr que la bétaine. Cependant, ces deux molécules présentaient des

transitions SRM totalement différentes, ce qui a permis de les différencier sans ambiguité.
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Figure 17 : Profils chromatographigques de chaque standard analytique a partir d’une solution mixte
injectée sur le systtme UHPLC. En A, pics chromatographiques du « total ion current, TIC ». En B, chaque
molécule a été isolée par sa transition SRM définie précédemment, le pic spécifique de la bétaine est entouré d’un
cercle violet.
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C. Validation partielle du dosage des méthylamines plasmatiques

Une fois les parametres analytiques définis, nous avons opté pour une validation partielle
de la méthode selon notre environnement analytique, celle-ci ayant été validée préalablement par
Kadar et ses collaborateurs!'?. La reproductibilité et la répétabilité du dosage ont été évaluées a
travers trois expérimentations indépendantes a partir d’un pool de plasmas témoins issu de la
sérotheque interne du laboratoire. Les analyses ont été effectuées sur 6 réplicas par
expérimentation et la quantification a été réalisée a 1’aide de deux gammes de calibration

fraichement réalisées et extraites a chaque dosage.

En Figure 18 sont représentées les régressions linéaires des courbes de quantification de

chaque composé d’intérét. La méthode s’est avérée lin€aire dans les limites de calibration

définies par des R2 allant de 0.989 (TMAO) a 0.999 (TMA).
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Figure 18 : Linéarité du dosage du TMAO et de ses métabolites. Trois expérimentations effectuées sur 3
jours différents avec 2 réplicas par dosage (n = 6). Les résultats sont exprimés en moyenne + SD.
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Les coefficients de variation (CV) ont ensuite été calculés sur les valeurs des 6 réplicas au
sein d’une expérimentation (CVinra) OU entre les 18 réplicas (3x6) des 3 expérimentations
(CVinter). La répeétabilité analytique (CVanaytique) 8 également été évaluee en injectant le méme
échantillon a 6 reprises. Comme illustré sur la Figure 19, la méthode développée s’est avérée
précise et répétable avec des CVintra et analytique < 5% pour ’ensemble des composés ciblés et des
CVinter cOmpris entre 5% (Bétaine) et 13% (TMAO).
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Figure 19 : Répétabilité et reproductibilité du dosage des méthylamines. La ligne noire représente le seuil
supérieur d’acceptabilité des CVs (15%).

V.1.2 ADMA et métabolites associés

A. Optimisation des parametres analytiques

Ces composés ayant subi une dérivation préalable, il était difficile de passer par 1’infusion
directe pour déterminer les transitions SRM (Tableau 6). C’est pourquoi les standards
analytiques dérivés ont été injectés individuellement dans le systéme chromatographique, sur
colonne BEH-Cas, et ont subi la méme procédure que pour les méthylamines au travers des filtres
quadripolaires afin de déterminer les ions précurseurs et fragments de chaque standard analytique
dérivé (Figure 20). Les tensions de cone et de collision permettant la meilleure détection ont été
retenus pour les transitions SRM.
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L’ADMA et les autres arginines méthylées ont ainsi été séparées sur colonne BEH-Cis
maintenue a 50 °C suivant un gradient linéaire de phase mobile A (100 % d’eau UHPLC
contenant 0,1 % d’acide formique) dans la phase mobile B (100 % de méthanol contenant 0,1%

d’acide formique) a un débit de 400 pL/min (Figure 15).
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Figure 20 : Chromatogrammes acquis en mode « daughter » Scan (A) et spectres MS/MS des ions
produits des arginines méthylées dérivées (B). Les molécules de haut en bas : la citrulline, la SDMA, I’ ADMA, la
NMMA (MMA) et I’arginine donnant les ions fragments aprés application d’énergie de collision de 20 eV. Les ions

fragments spécifiques de chaque composé sont représentés en orange, les fragments communs a I’arginine sont
représentés en bleu. Entre les deux représentations des spectres de masse, se trouve les schémas de fragmentation
possible pour chaque molécule.

B. Validation partielle du dosage des arginines méthylées plasmatiques

Comme précédemment, nous avons opté pour une validation partielle de la méthode de
dosage de I’ADMA et de ses metabolites associés, celle-ci ayant été validée prealablement par Di
Gangi et ses collaborateurs’. La reproductibilité et la répétabilité du dosage ont été évaluées a

travers trois expérimentations indépendantes comme décrit précédemment.
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En Figure 21 sont représentées les régressions linéaires des courbes de quantification de

chaque composé d’intérét. La méthode s’est avérée linéaire dans les limites de calibration

définies par des Rz allant de 0.982 (NMMA) a 0.994 (citrulline).
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Figure 21 : Linéarité du dosage de ’ADMA et de ses métabolites. Trois expérimentations effectuées sur 3

jours différents avec 2 réplicas par dosage (n = 6). Les résultats sont exprimés en moyenne + SD.

Comme illustre sur la Figure 22, la méthode développée s’est avérée précise et répétable

avec des CVinra < 5% pour 1’ensemble des composés ciblés et des CViner COMpris entre 6%

(arginine) et 14,5% (ADMA).
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Figure 22 : Répétabilité et reproductibilité du dosage des méthylamines. La ligne noire représente le seuil
supérieur d’acceptabilité des CVs (15%).

V.1.3 Stabilité et effets matrices

Suite a la validation, nous nous sommes apercus que les échantillons n’étaient pas stables
apres 24h car la dérivation des métabolites se degradent entrainant des profils
chromatographiques altérés (doubles pics chromatographiques) et une perte de sensibilité du

spectromeétre de masse.

Nous avons également mis en évidence un effet matrice sur la quantification des
métabolites du TMAO, notamment pour la choline induisant une surestimation de celle-ci dans le
sérum. En effet, nous sommes aux alentours de 15 a 20 UM de choline dans le sérum tandis que
dans le plasma nous sommes autour de 1 a 2 uM. Nous supposons que les protéines de
coagulation ou cellules présentent dans le plasma et non présentent dans le sérum, doivent piéger
certaines des molécules que 1’on dose et/ou induisent une suppression ionique au niveau du
détecteur de masse (c’est-a-dire que celui-ci est trop chargé en ions, car 1’échantillon n’est pas
assez pur). C’est pourquoi, il est important de connaitre le type de matrice dans laquelle les
molécules d’intérét vont étre analysées afin de pouvoir comparer des valeurs provenant de
différentes cohortes, mais aussi dans le cas d’une méme cohorte lorsque 1’on doit comparer
différents groupes entre eux.
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V.2 Modulation des marqueurs en cas d’insuffisance rénale

Dans un premier temps, les patients ont été suivis par leurs parameétres cliniques montrant
des différences significatives en fonction des classes de CKD (Tableau 2). En effet, les
concentrations plasmatiques des triglycérides sont augmentés significativement entre les
controles et les CKDs de type 3 a 5, alors que les concentrations en cholestérol total (CT) et de
LDL cholestérol (LDL-C) sont diminuées significativement pour les patients CKD de type 4-5.
En revanche, les concentrations en HDL cholestérol (HDL-C) sont constantes quel que soit le
type de CKD.

Ces résultats ont montré que plus I’insuffisance rénale est importante, plus 1’équilibre
métabolique engendré par la maladie est altéré (diminution du cholestérol total, du LDL-C et
augmentation des triglycérides).

Comme décrit dans la littérature, nous montrons bien que le taux de filtration glomérulaire
mesuré (MGFR) permet de séparer les classes de CKD'°. Les corrélations de Spearman obtenues
entre le mGFR et les parametres lipidiques des patients ont montré que le mGFR est inversement
correlé avec les triglycerides (r = -0,35; p = 0,0002) et positivement corrélé avec le cholestérol
total (r = 0,22 ; p =0,0203) (Figure 23).
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Figure 23 : Corrélations de Spearman obtenues entre le mMGFR et les paramétres lipidiques.

Au sein de ces patients insuffisants rénaux, 54 % des patients étaient non-obeéses (IMC < 25

kg/m?), 35% étaient en surpoids (IMC compris entre 25 et 30 kg/m?), 10 % étaient obeses (IMC >
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30 kg/m2) et 1 % étaient en état d’obésité morbide (IMC > 40 kg/m?). Les insuffisants rénaux de
type 1-2 représentaient 54 % des patients, tandis que 31 % étaient de type 3 et 15 % de type 4-5.

V.2.1 TMAO et méthylamines

Les concentrations plasmatiques en TMAO sont significativement augmentées en fonction
des niveaux de CKD et négativement corrélées avec le mGFR (r= -0,53; p < 0,0001) (Figure
24). Le TMAO est donc un marqueur potentiel de I’insuffisance rénale. L’insuffisance rénale
pourrait aussi étre un facteur confondant pour les analyses statistiques ultérieures visant a
déterminer le réle pronostique des concentrations plasmatiques élevées en TMAO dans la
survenue des incidents cardiovasculaires. En revanche, aucune corrélation significative n’a été

observée entre les concentrations plasmatiques en TMAO et les parametres lipidiques des patients
(Tableau 8).
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Figure 24 : TMAO plasmatique et corrélation de Spearman avec le taux de filtration glomérulaire
mesurés chez les insuffisants rénaux. En A, sont représentées les concentrations plasmatiques en TMAO en
fonction des classes de CKD. En B, est représenté la corrélation de Spearman entre les concentrations plasmatiques
en TMAO et le mGFR. Tests statistiques de Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données et tests de
corrélations de Spearman.

Les métabolites associés au TMAO fluctuent de facon plus modérée avec I’insuffisance
rénale (Figure 25). L’augmentation significative de la TMA plasmatique mesurée pour les stades
1-2 disparait pour les stades plus élevés de la maladie. La choline et la carnitine augmentent
principalement de maniére significative au stade 4-5 de la maladie.
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Figure 25 : Concentrations plasmatiques des métabolites associés au TMAO en fonction de
Pinsuffisance rénale. Tests statistiques de Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données.

Comme detaillé dans le Tableau 8, le mGFR corréle négativement avec le TMAO, la
choline et la carnitine (respectivement r = -0,52 et p < 0,0001 ; r =-0,26 et p = 0,006 ; r = -0,32 et
p = 0,0005), et positivement avec la TMA. Il est également montré que ces métabolites sont
positivement corrélés avec la créatinémie et I'urémie qui augmentent avec I’insuffisance rénale,
celles-ci étant négativement associées au mGFR (r =-0,79 et p < 0,0001 ; r =-0,70 et p < 0,0001

respectivement) et connues comme marqueurs de la dysfonction rénale.
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Tableau 8 : Tableau de corrélation de Spearman du TMAO et ses métabolites associés plasmatiques chez les insuffisants rénaux. D’aprés GraphPad Prism, aprés
vérification de la normalité des données. En rose est mis en évidence les valeurs significativement corrélées, p(value) < 0,050. En orange clair est mis en évidence le
coefficient de corrélation (r) dont les valeurs sont négativement corrélées, et en vert est mis en évidence les coefficients de corrélation représentant les corrélations

positives.
p value /

Coefficient mGFR TG CT LDL-C HDL-C Créa Urée TMAO TMA Chol Bét Car
corrélation (r)
mGFR 0,020 0,001 0,794 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 0,006 0,257  0,0005
TG 0,657 0,696 0,0001 0,0001 0,001 0,118 0,007 0,007 0,701 0,012
CT <0,0001 0,0001 0,002 0,495 0,129 0,289 0,436 0,915 0,475
LDL-C 0,249 | 0,001 0,191 0,114 0,113 0,276 0,188 0,380
HDL-C 0,068 0,495 0,349 0,993 0,194 0,001 0,020
Créatinine -0,79 <0,0001 <0,0001 ;’0001 0,0004 0,416 | 0,004
Urée -0,70 <0,0001 0,0033 0,0002 0,641 <0,0001
TMAO -0,52 0,259 0,073 0,685 0,016
TMA 0,162 0,655
Choline < 0,0001
Betaine -0,30 < 0,0001
Carnitine -0,32 ! -0,22

MGFR : taux de filtration glomérulaire moyen ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol
des lipoprotéines de basse densité ; Créa : créatinine ; Chol : choline ; Bét : bétaine ; Car : carnitine.
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Ces résultats ont confirmé que le TMAO est un marqueur de I’insuffisance rénale et
principalement excrété par la voie urinaire. En effet, lors d’une autre étude (données non
présentées), des analyses urinaires ont étayé ces observations en démontrant que contrairement au
TMADO, la TMA, la choline, la carnitine et la bétaine sont trés probablement prises en charge par

d’autres voies métaboliques avant d’étre éliminés par les urines (transformations métaboliques),
comme décrit dans la littérature®*®,

V.2.2 ADMA et arginines méthylées

Le dosage plasmatique de ’ADMA a montré une augmentation significative de ses
concentrations chez les insuffisants rénaux des le stade 1-2 et une corrélation négative (r = -0,32 ;
p = 0,0005) avec le mGFR (Figure 26).
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Figure 26 : Quantification de ’ADMA plasmatique et corrélation de Spearman avec le mGFR chez les
insuffisants rénaux. En A, sont représentées les concentrations plasmatiques de I’ADMA en fonction des stades de
CKD. En B, est représenté la corrélation de Spearman entre I’ADMA plasmatique et le mGFR. Tests statistiques de

Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données.

Les métabolites associés a I’ADMA ont également montré des variations significatives de
leurs concentrations en fonction de I’insuffisance rénale (Figure 27A). Les concentrations

plasmatiques en NMMA, SDMA et citrulline sont inversement corrélées avec le mGFR (Figure
27 B).
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Figure 27 : Métabolites associés a ’ADMA et leurs corrélations avec le mGFR chez les insuffisants
rénaux. En A, sont représentées les concentrations plasmatiques des métabolites par rapport aux classes de CKD.
En B, sont représentées les corrélations significatives de Spearman entre les métabolites et le mMGFR. Tests
statistiques de Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données.

La SDMA correle tres fortement avec le mGFR (r =-0,85 ; p = 0,0002) ce qui confirme que
ce meétabolite est fortement excrété dans les urines et donc un excellent marqueur de la
dysfonction rénale. Les concentrations en NMMA et en citrulline plasmatiques augmentent

également avec ’insuffisance rénale, mais les corrélations avec le mGFR sont plus faibles (r = -
0,61 ; p <0,0001).

L’indice de méthylation de 1’arginine a été calculé a partir des concentrations plasmatiques
en ADMA, SDMA et NMMA {ArgMI = [[ADMA+SDMA) - NMMA]}, et nous a montré que la
fonction rénale n’avait aucun impact sur la méthylation de I’arginine (données non présentées).
Ainsi, soulignant que les modulations observées pour les métabolites de I’arginine sont
simplement liées a la capacité d’excrétion des reins. En effet, les analyses urinaires réalisées en
parallele (données non présentées) ont confirmé que I’insuffisance rénale avait un impact puissant
sur les concentrations plasmatiques en NMMA et SDMA, et montrant que la SDMA était un
excellent marqueur de CKD. Ces analyses complémentaires ont également révélé que
I’élimination de ’ADMA et de la citrulline de la circulation sanguine passait probablement par
d’autres voies métaboliques. Les corrélations de Spearman (Tableau 9) confirment les résultats
précédents. Cependant, il est a noter que I’ADMA, la NMMA, la SDMA et la citrulline correlent

toutes positivement avec la créatinémie et I’urémie, marqueurs de dysfonction rénale.

64



Tableau 9 : Corrélations de Spearman de ’ADMA et ses métabolites associés chez les insuffisants rénaux. En rose est mis en évidence les valeurs significativement
corrélées, p < 0,050. En orange clair est mis en évidence le coefficient de corrélation (r) dont les valeurs sont négativement corrélées, et en vert est mis en évidence les
coefficients de corrélation représentant les corrélations positives.

Cge\iifailtl:lijeen/t mGFR TG CT LDL-C HDL-C Créa Urée NMMA ADMA SDMA Arg Cit
corrélation (r)

mGFR 0,020 0,001 0,794 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,268 | <0,0001
TG 0,657 0,696 0,0001  0,0001 0,0006 0,095 0,522 0,0001 0,275  0,0552
CT <0,0001 0,0001 0,002 0,495 0,018 0,270 0,071 0,004 0,7812
LDL-C 0,249 0,001 0,191 0,005 0,325 0,012 0,001  0,5081
HDL-C 0,068 0,495 0,486 0,708 0,462 0,734  0,3869
Créatinine -0,79 <0,0001 <0,0001 0,024 <0,0001 0,228 | <0,0001
Urée -0,70 <0,0001 0,0001 <0,0001 0,681 | <0,0001
NMMA -0,61 -0,22  -0,26 <0,0001 <0,0001 0,321 <0,0001
ADMA -0,34 0,0002 0,888  <0,0001
SDMA -0,86 <0,0001
Arginine 0,5086
Citrulline -0,57

MGFR : taux de filtration glomérulaire moyen ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol des
lipoprotéines de basse densité ; Créa : créatinine ; Arg : arginine ; Cit : citrulline.



V.2.3 Conclusion des analyses dans le cas des insuffisantes rénaux

Cette premiére étude a révélé que le TMAO était fortement associé a la fonction rénale. Des
concentrations plasmatiques élevées en TMAO pourraient donc étre la conséquence d’une
mauvaise excrétion urinaire de ce composé. La fonction rénale sera donc un paramétre
confondant important a prendre en compte pour les futures études prospectives visant a
déterminer le réle du TMAO circulant dans la survenue des événements cardiovasculaires, en
particulier chez les patients DT2 pour lesquels la fonction rénale est couramment altérée avec la
pathologie.

A T’inverse, 1’association entre ’ADMA et la fonction rénale semble moins évidente mais
tout de méme présente. Dans le groupe des arginines méthylées, c’est surtout la SDMA qui est
fortement associée a la fonction rénale. Comme la SDMA et I’ADMA proviennent de voies
métaboliques tres proches, la fonction rénale sera tout de méme un paramétre confondant a

prendre en compte pour les études prospectives.

V.3 Modulation des marqueurs dans I’obésité

Les résultats preliminaires obtenus chez les patients obéses ont montré que les parameétres
lipidiques, hépatiques et d’insulino-résistance sont améliorés aprés chirurgie bariatrique
(Tableau 3). Des differences significatives ont été observees entre les deux types de chirurgies
sleeve et by-pass pour le cholestérol total (CT) (p = 0,0019), le LDL-C (p = 0,0007) mais
également les transaminases (ASAT : p = 0,016 ; ALAT : p = 0,046). En effet, le CT a été
diminué de 15% aprés by-pass contre 5% apres une sleeve, le LDL-C de -21% apres by-pass
contre -7% apres une sleeve, alors que les transaminases ont été diminuées plus fortement apres
une sleeve qu’aprés un by-pass (ASAT-sleeve, -36% / ASAT-by pass, -20% ; ALAT-sleeve, -
60% / ALAT-by pass, -42%). La chirurgie par by-pass est déja connue pour entrainer une plus
forte diminution du LDL-C et du cholestérol total qu’une sleeve, méme si I’amélioration du profil
lipidique est avéré dans les deux cas chez les patients obéses!!’. En effet, I'IMC est bien diminué
significativement de -23% (p <0,0001) apres 6 mois de chirurgie et de -29% aprés 12 mois de
chirurgie (Figure 28). Cette amélioration de I’'IMC des patients eSt associée aux parameétres
lipidiques, hépatiques et a I’indice de résistance a I’insuline (Tableau 10). En effet, les résultats
des transaminases montrent une amélioration du systéeme hépatique et comme décrit dans la
littérature la sleeve a un effet plus direct et est la technique privilégiée dans le cas des patients
obeéses atteints de cirrhose!*8,
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Figure 28 : Evaluation de ’IMC aprés chirurgie bariatrique. L’IMC des patients obeses est
significativement diminué dés 6 mois apreés chirurgie et continue a s’améliorer dans les temps. Tests statistiques de
Kruskal-Wallis apres vérification de la normalité des données.

V.3.1 TMAO et methylamines

Aucune différence significative n’a été observée sur les résultats des dosages sériques entre

les deux chirurgies bariatriques réalisees.

Le TMAO et la bétaine sont augmentés significativement des 6 mois apres la chirurgie, de
+63% (p = 0,02) pour le TMAO sérique et +13% (p = 0,003) pour la bétaine sérique alors que la
choline et la carnitine sériques sont diminuées de -17% (p = 0,001) et de -10% (p = 0,005),

respectivement (Figure 29).
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Figure 29 : Dosages du TMAO et ses métabolites associés chez les patients obéses avant/apres chirurgie
bariatrique. Modulation des métabolites avant puis apres 6 et 12 mois de chirurgie bariatrique. Tests statistiques de
Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données.

Les concentrations sériques du TMAO avant et aprés chirurgie bariatrique corréelent
faiblement mais positivement avec le HDL-C (r = 0,23 ; p = 0,035) et négativement avec le LDL-
C (r = -0,24; p = 0,025). Les corrélations de Spearman ont aussi montré que la chirurgie
bariatrique ameliore les paramétres du syndrome métabolique car I’IMC est corrélé positivement
avec les TG (r = 0,38 ; p =0,0003), ’ASAT (r =0.35; p =0,0011), ’ALAT (r = 0,42; p
=0,0001), I’indice de résistance a I’insuline (HOMA-IR) (r = 0,59 ; p < 0,0001) (Tableau 10).
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Tableau 10 : Corrélation de Spearman entre le TMAO et ses métabolites associés et les paramétres cliniques des patients obéses. En rose est mis en évidence les
valeurs significativement corrélées, p < 0,05. En orange clair est mis en évidence le coefficient de corrélation (r) dont les valeurs sont négativement corrélées, et en vert
sont mis en évidence les coefficients de corrélation représentant les corrélations positives.

pvalue / HOMA- ,
Coei:'fICI_ent IMC CT TG HDL-C LDL-C ASAT ALAT IR TMAO Chol Bét Car
corrélation (r)
IMC 0,694 00003 0,0016 0,2155 0,0011 00001 <0,00010 0,6413 0,025 0,621 0,387
CT 0,0002 00056 <0,0001 0,2486 0,509  0,9551 0,3770 0,028 0,847 0,849
TG 0,0040 0,0051  0,0323 0,0009 <0,0001 0,6537 <0,0001 0,950 0,123
HDL-C 0,5437  0,4037 0,0186 <0,0001 0,0354 0,153 0,558 0,036
LDL-C 0,3007  0,1124  0,7691 0,0253 0,056 0,696 0,304
ASAT 0,0005 0,3351 0,006 0,475 0,001
ALAT <0,0001  0,0989 0,0001 0,257  0,0003
HOMA-IR 0,1594 0,0002 0,007 0,004
TMAO 0,377
Choline
Bétaine
Carnitine -0,23

IMC : indice de masse corporelle ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol des
lipoprotéines de basse densité ; ASAT : aspartate aminotransférase ; ALAT : alanine aminotransférase ; HOMA-IR : Indice de résistance a I’insuline ; homeostasis
model accessment of insulin resistance en pkat/L : unité de mesure catalytique du systéme international (https://www.bipm.org) ; Chol : choline ; Bét : bétaine ; Car :
carnitinie.



V.3.2 ADMA et arginines méthylées

Aucune différence significative n’a été observée sur les concentrations des métabolites

entre les deux chirurgies bariatriques réalisées.

Les analyses ont montré une forte diminution des concentrations plasmatiques de I’ADMA
(-37% ; p < 0,0001) positivement corrélées a I'IMC des patients (Figure 30).
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Figure 30 : Quantification de ’ADMA sérique et corrélation de Spearman avec I’indice de masse
corporelle des patients obeses. En A, sont représentées les concentrations plasmatiques de I’ADMA avant et aprés
6 et 12 mois I’intervention chirurgicale. En B, est représentée la corrélation de Spearman entre I’ ADMA sérique et

I’IMC. Tests statistiques de Kruskal-Wallis aprés vérification de la normalité des données.

Les autres métabolites fluctuent également avec le traitement chirurgical. L’arginine
diminue de -35% (p < 0,0001) et la NMMA de -30% (p = 0,0215) apres chirurgie bariatrique,

tandis que la SDMA et la citrulline ne sont pas affectées par I’intervention (Figure 31). Ces

résultats suggerent que I’arginine, la NMMA et I’ADMA pourraient étre des marqueurs associés

au syndrome métabolique (Tableau 11).
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Tableau 11 : Corrélations de Spearman entre ’ADMA et ses métabolites associés et les paramétres cliniques des patients obéses ayant subi une chirurgie
bariatrique. En rose sont mises en évidence les valeurs significativement corrélées, p < 0,05. En orange clair est mis en évidence le coefficient de corrélation (r) dont
les valeurs sont négativement corrélées, et en vert sont mis en évidence les coefficients de corrélation représentant les corrélations positives.

p value/ i
Coefficient |[IMC CT TG HDL-C LDL-C ASAT ALAT HOMA

corrélation (r)
IMC

Arg NMMA ADMA SDMA Cit

IR

0,5920 0,900

0,9551 0,9388 0,080

CT 0,249

0,1509

TG 0,5549 0,278

HDL-C 0,5437 0,404 0,5789 0,441

LDL-C 0,301

0,7691

0,1124
ASAT
ALAT
HOMA-IR
Arginine

NMMA 0,094

0,14

ADMA 0,1466

0,15

0,07

SDMA 0,01 0,06 -0,02 0,19 0,10 0,04

Citrulline -0,19 -0,12 -0,23 -0,10 0,03 0,17 0,15 0,18

IMC : indice de masse corporelle ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol des
lipoprotéines de basse densité ; ASAT : aspartate aminotransférase ; ALAT : alanine aminotransférase ; HOMA-IR : Indice de résistance a I’insuline ; homeostasis
model accessment of insulin resistance en pkat/L : unité de mesure catalytique du systeme international (https://www.bipm.org) ; Arg : arginine ; Cit : citrulline.
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Figure 31 : Quantification des métabolites associés a ’ADMA et corrélation de Spearman avec P’indice
de masse corporelle chez les patients obéses. En A, sont représentées les concentrations plasmatiques des
métabolites associés a I’ADMA. En B, sont représentées les corrélations de Spearman des métabolites
significativement impactés par le traitement chirurgical par rapport a I’IMC. Tests statistiques de Kruskal-Wallis
apres verification de la normalité des données et tests de corrélations de Spearman.

Les corrélations de Spearman ont montré une corrélation positive de ’ADMA avec les TG
(r = 0,29 ; p =0,006), les transaminases ASAT (r = 0,35; p =0,001) et ALAT (r = 0,28 ; p
=0,008) et ’THOMA-IR (r = 0,30 ; p = 0,005). Par ailleurs et comme attendu, les concentrations
sériques de I’ADMA sont fortement corrélées a celles de ses métabolites associés : 1’arginine (r =
0,56 ; p < 0,0001), la NMMA (r = 0,67 ; p < 0,0001) et la SDMA (r = 0,57 ; p < 0,0001).
L’arginine et la NMMA sont corrélées positivement aux mémes parameétres cliniques que
I’ADMA avec en plus des corrélations significatives avec le LDL-C, ce qui renforce leur capacité
a étre de bons marqueurs de 1’obésité. A I’inverse, la SDMA et la citrulline ne correlent pas avec
les parametres lipidiques et hépatiques, confirmant que ces métabolites sont probablement pris en

charge par d’autres voies métaboliques. Ces analyses ont également permis de confirmer, dans
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notre étude, que I’obésité séveére est bien corrélée a I’IMC, aux TG, aux transaminases et a
’HOMA-IR.

L’indice de méthylation de 1’arginine calculé & partir des concentrations sériques en
ADMA, SDMA et NMMA a confirmé que 1’obésité morbide n’avait aucun impact sur la
méthylation de I’arginine. Ainsi, soulignant que les modulations observées des métabolites
méthylés de I’arginine sont principalement liés a la dyslipidémie engendrée par 1’état d’obésité
morbide et non due a une augmentation de la méthylation de I’arginine par la protéine
méthyltransférase (PRMT).

V.3.3 Conclusion des analyses dans les cas de I’obésité

Cette seconde étude a montré que I’ADMA est un bon marqueur de 1’obésité, de I’insulino-
résistance et des troubles hépatiques sous-jacents. Les parametres lipidiques et hépatiques seront
donc a prendre en compte pour les futures études prospectives visant a déterminer le role de
I’ADMA circulant dans la survenue des événements cardiovasculaires, en particulier chez les

patients DT2 pour lesquels ces parametres sont traditionnellement alterés.

A T’inverse, le TMAO et ses partenaires métaboliques sont légérement augmentés apres
chirurgie bariatrique et pourraient donc intervenir dans d’autres voies métaboliques.
L’augmentation du TMAO pourrait aussi étre liee au régime alimentaire des patients ou a la
composition de la flore intestinale qui a certainement changeé apreés chirurgie bariatrique. D’autres
études seraient necessaires pour mieux comprendre 1’augmentation des concentrations S€riques en

TMAO apres chirurgie bariatrique chez le patient obese.

V.4 Roéle pronostique des marqueurs dans le risque cardiovasculaire des patients
diabétiques.

Les 1468 patients DT2 de la cohorte SURDIAGENE ont été suivis prospectivement

pendant 7 ans. Au total, 403 patients ont présenté un MACE (AVC, mort CV et ou infarctus du

myocarde) durant le suivi.

Les différents marqueurs ont été dosés dans les échantillons plasmatiques (Tableau 12).
Les résultats des différents dosages du TMAO et de I’ADMA et de leurs partenaires métaboliques
ont montrés que la majorité des molécules était augmentée significativement chez les DT2 ayant
présenté des MACE, notamment le TMAO, la SDMA, la citrulline et ’ADMA.
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Tableau 12 : Modulations des différents métabolites en fonction des MACE. Tests statistiques de Mann-Whitney
aprés vérification de la normalité des données. Les valeurs sont présentées e, moyennes + écart-type.

Métabolites (uM) DT2 DT2+MACE Fold change (%) p (value)
TMA 0,75+0,20 0,75%0,20 -1 0,3486
TMAO 7,62 £5,00 9,18 £ 6,00 +21 0,0003
Betaine 32,1£11,0 33,8+12,0 +5 0,0480
Choline 1,47 +£0,40 1,61+0,50 +10 < 0,0001
Carnitine 43,6 +12,0 44,8 +14,0 +3 0,2498
Arginine 43,6 £19,0 459+19,0 +5 0,0369
NMMA 0,23 +0,05 0,24 £0,05 +3 0,0390
ADMA 0,82 £0,20 0,91 +0,20 +10 < 0,0001
SDMA 0,67 £0,2, 0,88 + 0,30 +31 < 0,0001
Citrulline 37,7+16,0 46,8 £ 20,0 +24 < 0,0001

Il a été décrit dans la littérature que le TMAO et I’ADMA contribuait a I'athérosclérose et
seraient étroitement associés au risque de MCV. Ils pourraient donc étre des marqueurs d’intéréts
pour la prévision des MCVs>"%876.7% C’est pourquoi nous nous sommes concentrés sur ’analyse
statistique des données concernant le TMAO et ’ADMA afin d’évaluer le pouvoir pronostique de
ces marqueurs sur la prévision et/ou la stratification du risque CV. Les informations obtenues lors

des deux précédentes études nous ont permis de mieux appréehender les analyses.

V.41 Le TMAO

Dans le DT2, les concentrations plasmatiques en TMAO sont significativement augmentées
d’environ 50% chez les patients ayant présentés un MACE, qu’ils soient obéses (IMC > 30
kg/m2, n =830) ou non obeses (IMC < 30 kg/m2, n =638 (Figure 32A). Par ailleurs, cette
analyse confirme que les concentrations en TMAQO ne sont pas fortement liées a 1’obésité des
patients car aucune différence significative n’est observée entre les concentrations plasmatiques
de TMAO des patients obéses DT2 et des patients non obéses DT2 (respectivement ; 7,8 uM %
0,012 et 8,3 uM £ 0,017 ; p > 0,9999). L’obésité des patients n’intervient donc pas dans les
fluctuations observées des concentrations en TMAQ, mais nos résultats confirment que le TMAO

est un marqueur d’événements cardiovasculaires.
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De plus, les concentrations plasmatiques en TMAO sont également augmentées
significativement d’environ 50% chez les DT2 insuffisants rénaux de stades 2 a 5 (eGFR < 90
mL/min/1,73m?) ayant présenté des MACE (Figure 32B). Cette augmentation n’est pas observée
au sein du sous-groupe DT2 ne présentant pas de troubles rénaux (eGFR > 90 mL/min/1,73m?),
Ces résultats confirment que I’augmentation du TMAO plasmatique est liee a I’insuffisance

rénale mais que cette élévation de concentrations pourrait étre déterminante dans le risque de
développer une maladie cardiovasculaire.

A = D2 B = D2
TMAO Em DT2 + MACE TMAO &= DT2+ MACE
30+ 30-
-k = - xkk 4
358
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20+ 204
= =
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E T E I
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10+ 10+ -
0- 04
IMC < 30 kg/m? IMC > 30 kg/m? CKD >9I(] eGFR CKD <9IO eGFR
N =435/N = 203 N =628 /N = 202 mL/min/1,73m?
N=359/N =61 N=704/N =344

Figure 32 : Modulations du TMAO en fonction de I’obésité et de I’insuffisance rénale. En A, sont
représentées les concentrations du TMAOQO en fonction du statut « non obeses ». En B, sont représentées les
concentrations du TMAO en fonction de I’insuffisance rénale, Tests statistiques de Kruskal-Wallis apres vérification
de la normalité des données, résultats exprimés en moyenne + SEM. ** : p < 0,01 et *** : p < 0.001 DT2 vs
DT2+MACE. $3$: p < 0,001 DT2 (eGFR > 90 unités) vs DT2 (eGFR < 90 unités).

V.42 1L’ADMA

Les concentrations plasmatiques en ADMA sont augmentées d’environ 8% chez les
patients DT2 ayant présenté un MACE, qu’ils soient obéses ou non (Figure 33A). En revanche,
cette augmentation n’est pas liée a I’obésité car les groupes ne présentent pas de différences

significatives, comme observe pour le TMAO. Ainsi, ’obésité des patients DT2 ne semble pas
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intervenir dans les fluctuations observées des concentrations en ADMA, mais nous confirmons
que I’ADMA circulante est liée aux événements cardiovasculaires.

Dans le cas de I’insuffisance rénale (Figure 33B), les concentrations en ADMA sont
augmentées d’environ 10% avec le MACE quel que soit le statut de patients. Ces résultats
confirment que les concentrations plasmatiques en ADMA sont peu modulées par la fonction

rénale mais qu’elles sont liées aux évenements cardiovasculaires.

A B
ADMA
1.5- ADMA - 1.5 = D2
&= DT2+ MACE &= DT2+ MACE
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0.54 0.5+
0.0 0.0-
IMC < 30 kg/m? IMC > 30 kg/m? CKD >90 eGFR CKD <90 eGFR
N =435/ N = 203 N =628 /N =202 mL/min/1,73m*
N =359 /N =61 N =704 /N = 344

Figure 33 : Modulations de ’ADMA en fonction de 1’obésité et de ’insuffisance rénale. En A, sont
représentées les concentrations de I’ADMA en fonction de ’obésité, chez les patients DT2 non. En B, sont
représentées les concentrations en ADMA en fonction de la fonction rénale Tests statistiques de Kruskal-Wallis
apres vérification de la normalité des données, résultats exprimés en moyenne + SEM. * p < 0,05 ; *** p < 0,001.

Par ailleurs, I’indice de méthylation de 1’arginine est significativement associé aux MACE
chez les patients DT2 (Figure 34).
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Figure 34 : Estimation de I’indice de méthylation de I’arginine chez les patients DT2 ayant présenté ou
non des MACEs. Tests statistiques de Kruskal-Wallis aprées vérification de la normalité des données.

V.4.3 Corrélations multiparamétriques

Nous nous sommes intéresses a I’association des parametres lipidiques et hépatiques des
patients DT2 avec les marqueurs d’intérét connus et identifies dans ce projet: le TMAO,
I’ADMA en tant que potentiels métabolites précurseurs des MCV, mais aussi la SDMA car ce
métabolite est un bon marqueur de I’insuffisance rénale. Ces métabolites ont montré de fortes
corrélations négatives avec 1’eGFR, confirmant nos précédents résultats. Le TMAO et I’ADMA
sont également corrélés avec le CT, les TG, ’'HDL-C et le LDL-C et les enzymes hépatiques.
Cependant, ces corrélations doivent étre interprétées avec prudence car elles requierent une
analyse statistique fine, diligentée aupres de biostatisticiens, qui nécessite la prise en compte de
I’ensemble des variables cliniques et anthropométriques classiques prédictives du risque

vasculaire des patients DT2. (Tableau 13).
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Tableau 13 : Corrélations des métabolites marqueur des risques de MCV et de I’insuffisance rénale. Tests
statistiques de Spearman aprés vérification de la normalité des données.

Coefficient TMAO ADMA SDMA
corrélation ; r (LM) (LM) (UM)

/ (P value)

eGFR -0,42 (< 0,0001) -0,22 (< 0,0001) -0,65 (< 0,0001)
CT i -0,06 (0,0160) -0,11 (< 0,0001)
TG +0,09 (0,0008) ) i

HDL-C -0,10 (0,0001) -0,08 (0,0017) i

LDL-C i i -0,11 (< 0,0001)
ASAT -0,09 (0,0013) -0,06 (0,0236) -0,07 (0,0161)
ALAT -0,15 (< 0,0001) -0,14 (< 0,0001) -0,21 (< 0,0001)

eGFR : taux de filtration glomérulaire estimé ; CT : cholestérol total ; TG : triglycérides ; HDL-C : cholestérol des
lipoprotéines de haute densité ; LDL-C : cholestérol des lipoprotéines de basse densité ; ASAT : aspartate
aminotransférase ; ALAT : alanine aminotransférase.

V.4.4 Conclusion et perspectives sur le réle pronostique du TMAO et de PADMA
dans le risque cardiovasculaire des patients diabétiques

Nos resultats ont montré que des concentrations plasmatiques élevées en TMAO et en

ADMA pourraient étre associées aux évenements cardiovasculaires chez les patients DT2. Des

concentrations élevées en ADMA et TMAO ne semblent pas nécessairement associées a 1’état

dyslipemique des patients diabétiques. En revanche, la fonction rénale impacte les niveaux

circulants de TMAO alors que son action sur I’ADMA semble plus limitée.

La relation entre le TMAO et le risque cardiovasculaire des patients DT2 a été évaluée dans
des modeles statistiques multivariés (modéle de Cox). Les concentrations plasmatiques élevées en
TMAO (4°™ quartile) se sont avérées prédictives des MACEs en comparaison des 3 premiers
quartiles. Aprés ajustements avec les marqueurs traditionnels du risque cardiovasculaire et ceux
de la fonction rénale, le rapport de risque (hazard ratio : HR) était de 1,32 (IQR : 1,02-1,70 ; p =

0,0325). Ces résultats sont en cours de publication (soumis au journal Diabetes Care).

Les analyses multivariées sont actuellement en cours au CIC de Poitiers pour les données

relatives aux arginines méthylées et en particulier ’ADMA.
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V1. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Nous avons mis en place des méthodes LC-MS/MS permettant la quantification du TMAO
et de ’ADMA, molécules récemment identifiées comme potentiellement impliquées dans le
développement des MCVs. Le but de cette étude était de confirmer leur intérét dans les
pathologies CVs, en particulier chez des patients atteints d’un DT2, maladie chronique a haut

risque.

Le développement du dosage du TMAO et de ses métabolites associés'®'? a permis au
laboratoire d’acquérir une meilleure maitrise de la technologie de séparation des molécules par
interactions hydrophiles, alors que le développement de la méthode d’analyse de I’ADMA et de
ses métabolites associés’™ a permis au laboratoire d’élargir son spectre d’analyse des acides
aminés athérogenes en appréhendant les différentes formes moléculaires issues de la méthylation
de I’arginine (NMMA, ADMA et SDMA). Les méthodes d’analyses et de quantification ont été
validées en termes de reproductibilité, de répétabilité et I’effet matrice sur les diverses molécules
a été déterminée. Nous avons également noté I’importance de la matrice & analyser (plasma et
sérum). En effet, les effets matrices associés au sérum entrainent une surestimation de certains
métabolites (ex : la choline) par rapport au plasma. Il est donc essentiel de comparer les dosages
réalisés sur des échantillons de méme nature pour le traitement des données et la comparaison de

différents groupes d’étude au sein d’une méme cohorte ou de plusieurs cohortes entre elles.

Les dosages ont ensuite été appliques a trois cohortes de patients atteints 1) d’insuffisance
rénale, ou 2) d’obésité morbide avant/apres contr6le métabolique (chirurgie bariatrique) ou 3)
d’un diabete de type 2 avec suivi prospectif sur 7 ans et enregistrement des événements CVs
majeurs. Au travers de ces trois cohortes, nous avons cherché a confirmer ou a infirmer les
résultats déja rapportés dans la littérature pour le TMAO et I’ADMA®%™~"7  Nous avons
également cherché a évaluer la modulation de ces marqueurs dans des cas physiopathologiques
extrémes afin de mieux comprendre les interconnections métaboliques entre les molécules cibles
et leurs métabolites associés, et déterminer d’éventuels facteurs confondants pour les analyses

prospectives visant a établir leur réle pronostique sur la survenue des événements CVs.

Au travers de ces analyses, nous avons montré que le TMAO était un marqueur puissant de
I’insuffisance rénale par ses multiples associations avec les paramétres de la fonction rénale
(mGFR, créatinémie et urémie), tandis que ses précurseurs endogénes étaient certainement pris en

charge par d’autres voies métaboliques, exemple de la bétaine peut-étre donneuse de méthyle
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dans la voie de la bétaine homocystéine méthyltransférase. Les fluctuations observées pour la
choline (taux élevés chez les patients atteints de néphropathie) sont cohérentes avec la littérature
ou il est rapporté que les taux de choline sont plus élevés avant dialyse chez les insuffisants
rénaux'®12, La choline est un nutriment essentiel, oxydée par le foie et le rein en bétaine. Au
niveau neuronal, la choline entre dans la composition des neurotransmetteurs et est associée
négativement a la maladie d’Alzheimer!?! et positivement au cancer colorectal*??, En revanche,
les résultats obtenus sur la carnitine sont plus contrastés au regard de la littérature. La carnitine
provient de sources alimentaires ou est produite par biosynthése endogéne a partir de la lysine et
de la méthionine hépatique et rénale. La carnitine transporte les acides gras cytosoliques a
chaines longues sous forme d’acylcarnitine a travers la membrane mitochondriale interne afin que
la B-oxydation génére de I’adénosine-triphosphate (ATP)'23-125, Aprés altération de la fonction
rénale, les taux de carnitine devraient donc étre diminués sauf si les patients prennent des
compléments alimentaires enrichis en carnitine ou dans le cas ou les transporteurs de cations

organiques ne sont pas altérés, car indépendant de la fonction de filtration rénale.

Le TMAO circulant augmente avec la sévérité des CKDs!2%126, Cependant, I'ingestion de
précurseurs (carnitine, TMA, choline), les différences génétiques dans l'activité des enzymes
impliquées dans la production du TMAO (FMOs), et la composition spécifique du microbiote
pourraient expliquer les différences intra- et interindividuelles observées dans les taux
plasmatiques de celui-ci chez les patients insuffisants rénaux®"'2125  Bien que le TMAO
circulant ait été identifié comme un facteur de risque de MCV, les mécanismes moléculaires
pouvant expliquer la grande variation interindividuelle observée ne sont pas complétement
définis. De récentes études ont mis en évidence différents types de transporteurs du TMAO, tels
que le transporteur de cations organiques 2, situé au niveau de la membrane basolatérale des
cellules du tubule rénal et pouvant moduler les taux de TMAO sanguin!!®. Des études
complémentaires seraient nécessaires pour mieux comprendre les efflux du TMAO et déterminer
si ces transporteurs pourraient étre de nouvelles cibles thérapeutiques visant a réduire les niveaux
de TMAO chez ’'Homme. Le TMAO est également connu pour inhiber le transport inverse du
cholestérol (RCT) et réguler positivement les récepteurs des macrophages conduisant a la
formation de cellules spumeuses®’t. Le TMAO serait également impliqué dans la synthése et le
transport des acides biliaires ainsi que dans le métabolisme des stérols, ce qui suggére que son
impact sur la pathogenése des MCVs pourrait étre multifactoriel’*'2’, Qutre son association avec

le risque de MCV, les taux de TMAO circulant ont été identifiés comme marqueurs pronostiques
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de la mortalité chez les patients CKD en lien avec a la fibrose et le dysfonctionnement
rénal® 116128 Nos résultats sont en accord avec la littérature, et font I’objet d’un article qui a été

soumis dans le journal Toxins, le 27 Septembre 20109.

Chez les patients atteints d’obésité morbide, nous avons montré que les taux circulants en
TMAO augmentaient aprés chirurgie bariatrique tandis que celle-ci résorbait différents
paramétres clés du syndrome métabolique, en accord avec la littérature!?®. Les fluctuations des
métabolites associés au TMAO, tels que la choline et la carnitine, ont montré une diminution
significative aprés chirurgie bariatrique comme décrit dans la littérature!?®, La choline et la
carnitine interviennent dans plusieurs voies métaboliques de différents tissus dont le foie. La
chirurgie bariatrique diminue significativement la choline sérique dés 6 mois apres intervention
chirurgicale, ce qui favoriserait sa disponibilité pour les autres voies métaboliques et suggérerait
que les voies métaboliques associées a la choline, autres que celle du TMAO, seraient altérées par
I’obésité et résorbées aprés chirurgie bariatrique. La diminution de la carnitine pourrait
s’expliquer de la méme maniére. Cependant, ’amélioration de cette voie est plus lente car
significative seulement apres 12 mois de chirurgie. La carnitine ne corrélant pas avec I’'IMC et
intervenant dans le transport des acides gras du cytosol vers les mitochondries, nos résultats
confirment que ce métabolite est probablement pris en charge par d’autres voies métaboliques tel
que la p-oxydation et n’est pas spécifiquement li¢ a 1’obésité. Son association positive avec les
parameétres hépatiques est plus surprenante. En effet, nos résultats suggerent que des taux éleveés
en carnitine seraient associés a une dégradation de la fonction hépatique alors que la carnitine est
connue pour étre essentielle a 1’oxydation des acides gras mitochondriaux, et impliquée dans le
développement du ceeur et du muscle squelettique par le catabolisme des lipides et en tant que
facteur de croissance®®. L’association positive entre la carnitine et les enzymes hépatiques reste

donc surprenante et mériterait des analyses complémentaires pour une meilleure compréhension.

L augmentation des taux circulants en TMAO apres chirurgie bariatrique suscite quelques
questionnements quant aux effets bénéfiques de ce traitement chirurgical au regard de
I’importance du TMAO dans les MCVs. Il est connu que le régime alimentaire des patients et la
composition du microbiote intestinal sont directement liés a la production de TMAOX. La
chirurgie bariatrique entraine un changement du régime alimentaire des patients et peut générer
des changements de la composition du microbiote intestinal a cause de la restriction alimentaire
ou de la malabsorption des nutriments. Cependant, les mécanismes sous-jacents restent encore

mal connus a ce jour. Il a été décrit que les FMOs (FMO1 et FMO3), permettant la formation du
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TMAO a partir de la TMA produite par le microbiote intestinal, joueraient un réle dans le stress
du réticulum endoplasmique (RE) par I’intermédiaire méme du TMAO, connu comme osmolyte
cellulaire ayant des propriétés de chaperon chimique®:!3, Les chaperons chimiques sont des
petites molécules qui protegent les protéines de la dénaturation et influencent le repliement des
protéines cellulaires'®. Bien que le role des FMOs dans la modulation du stress du RE reste a
déterminer, des études récentes chez I’animal suggerent que 1’augmentation de I'expression de la
FMOS3 serait liée aux effets bénéfiques de la restriction calorique chez les rongeurs!. Le TMAO
serait utilisé en tant que chaperon chimique pour améliorer le repliement des protéines et réduire
le stress du RE™®®, associé a une résistance a l'insuline!®. Il a ainsi été montré que le TMAQO
diminue la résistance a l'insuline dans des hépatocytes traités aux lipides'®’. Ces données sont
cohérentes avec un effet protecteur de la FMO3 contre le stress du RE, éventuellement via la
génération de TMAO™!, et pourraient expliquer en partie I’augmentation de TMAO que nous
observons chez les patients obéses apres chirurgie bariatrique. Par ailleurs, la chirurgie
bariatrique rétablit la sensibilité a la leptine (hormone contrélant la prise alimentaire et le poids)
des cellules du cerveau, phénomeéne régulé par le soulagement du stress du RE et donc par une
action du TMAO®, Cependant, des travaux complémentaires seront nécessaires pour vérifier si

ces résultats obtenus chez 1’animal peuvent étre traduits chez I'homme.

Chez les patients DT2, la relation entre le TMAO et les évenements CV majeurs, ou
MACEs, présente un grand intérét. En effet, elle met en lumiére le réle de la dysbiose
métabolique sous-jacente au DT2 sur le risque CV. Notre étude a révélé que les concentrations
plasmatiques de TMAOQ, et dans une moindre mesure celles de la bétaine et de la choline, étaient
significativement augmentées chez les patients ayant présenté des MACEs. Par ailleurs, les
concentrations plasmatiques de choline et de carnitine étaient corrélées positivement aux
concentrations de TMAO dans notre étude, conformément aux voies métaboliques menant au
TMAO. L’impact du diabéte n’a pas été spécifiquement examiné, car tous les participants étaient
touchés par le DT2, ce qui nous a amené a analyser la relation entre le TMAO et les MACESs chez
ces patients a haut risque CV. Cependant, il est intéressant de noter que les concentrations
plasmatiques moyennes de TMAO étaient plus élevées dans notre étude que dans les rapports
précédemment établis sur des populations générales non diabétiques’*®. L’augmentation des
concentrations en TMAO était aussi marquée chez les sous-populations non-obéses et obeses de
notre cohorte, mais sans aucun impact de 1’obésité sur les concentrations moyennes en TMAO.

En revanche, les concentrations plasmatiques en TMAO corrélaient fortement avec 1’eGFR des
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patients et étaient donc dépendantes de I’insuffisance rénale. En effet, nous avons montré que les
concentrations plasmatiques en TMAO étaient plus importantes dans la sous-population
d’insuffisants rénaux, mais que ces concentrations demeuraient plus élevées pour les cas de
MACE quel que soit le statut de la fonction rénale des patients. Nous confirmons ainsi les
données de la littérature ayant décrit a plusieurs reprises que le TMAO était associé aux CKD et
aux risques de MCVs*®%. Aprés ajustements multiparamétriques, les patients du quatriéme
quartile Q4 (concentrations plasmatiques comprises entre 15,1 et 284,4 uM) présentaient un
risque CV 30% plus éleve (HR : 1,32 [1,02-1,70], p = 0,0325) que celui des autres patients Q1-
Q3 (concentrations plasmatiques comprises entre 0,01 et 15,1 uM). Le TMAO est donc un acteur
supplémentaire dans les marqueurs biologiques des patients DT2 associés aux MCVs. Enfin, cette
étude souleve des questions intéressantes sur la gestion des concentrations plasmatiques en
TMAO, notamment via la nutrition, I'objectif ultime étant de réduire les paramétres CV. Cette

derniére question fera stirement 1’objet d’essais cliniques adéquats dans un avenir proche.

Nos études ont également montré que I’ADMA est associée aux CKD tout comme la
NMMA, la citrulline et la SDMA. Cependant, la méthylation de I’arginine (intra-cellulaire) ne se
trouve pas altérée par 1’insuffisance rénale, ce qui suggére que les fluctuations observees pour ces
métabolites seraient bien liées a leur éelimination rénale et non leur production au sein de la
cellule. La citrulline est un métabolite connu comme intervenant dans plusieurs voies
métaboliques comme le cycle de 1’urée, entre autres, ou comme source endogeéne de 1’arginine au
niveau du rein*%!4 Ceci expliquerait I’augmentation des concentrations plasmatiques en
citrulline avec I’insuffisance rénale car celle-ci ne serait plus transformée en arginine par le rein.
Pour la NMMA, s’agissant du précurseur de I’ADMA et de la SDMA, il est normal de retrouver
des résultats similaires. En revanche, I’arginine ne semble pas étre modulée par I’insuffisance
rénale, probablement parce qu’elle intervient dans d’autres voies métaboliques. Le rein joue un
role central dans le métabolisme de I'ADMA. Contrairement a la SDMA, seulement 20% de
I'ADMA est excrété par l'urine. La majeure partie de I'ADMA est en effet transformée en
citrulline par catabolisme enzymatique via la diméthylarginine diméthylaminohydrolase-1
(DDAH) et la DDAH-2, toutes deux exprimées dans le tissu rénal'*?, ou en acide
diméthylguanidine via I’alanine-glyoxylate aminotransférase 2 (AGXT2). Ainsi, des taux élevés
d’ADMA dans la circulation serait le résultat combiné d'une altération de la fonction rénale et de
I'activité catabolique de I’ADMA par les DDAHSs. Aujourd'hui, I'ADMA est considérée comme

une toxine urémique contribuant au développement des MCVs chez les patients atteints de
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néphropathie*®. Les patients atteints d'insuffisance rénale polykystique, mais dont la fonction
rénale est normale, présentent un dysfonctionnement endothélial et une activité diminuee de la
NO synthase, I’ADMA étant connue comme étant un inhibiteur compétitif endogéne de la voie de
la NO synthase endothéliale (eNOS). De maniére concomitante, la concentration plasmatique en
ADMA augmente avec le stress oxydatif}*4, En raison de ses effets et de son augmentation
précoce au cours de la néphropathie, 'ADMA serait probablement un facteur de progression de la
maladie. Ainsi nous confirmons la littérature avec nos résultats qui montrent une augmentation de
I’ADMA en fonction de I’insuffisance rénale en association avec les concentrations de NMMA,
de SDMA et de citrulline conformément aux voies métaboliques menant & la formation
d’ADMA.

L’ADMA s’est également révélée étre un bon marqueur de d’obésité associé aux
parameétres lipidiques, hépatiques mais aussi a la résistance a I’insuline. Par ailleurs, I’arginine et
la NMMA, qui se trouvaient également corrélées avec ces mémes parametres, seraient
probablement de bons marqueurs de risques CV. En effet, nos reésultats ont montré que les
concentrations en ADMA, mais également en arginine et en NMMA, corrélaient positivement
avec I’IMC des patients. Ainsi, plus les patients étaient obeses et plus les concentrations sériques
en ADMA augmentaient et celles-ci étaient fortement diminuées apres chirurgie bariatrique. Le
traitement chirurgical améliore le syndrome metabolique et a un impact direct sur les
concentrations sériqgues en ADMA. Il diminue les risques de MCV en tant que principal
traitement efficace de 1’obésité morbide capable de résorber le syndrome métabolique et le risque
de développer un DT2%31451%6 De plus, I’absence de fluctuations observées pour la SDMA et la
citrulline apres traitement chirurgical confirmerait que la SDMA est principalement éliminée par
le rein et que la citrulline interviendrait principalement dans d’autres voies métaboliques. Comme
précise précédemment, la citrulline est connue comme source endogéne d’arginine au niveau
rénal, et intervient dans la voie d’élimination de l’azote excédentaire et de 1’ammoniac
neurotoxique (I’urogénése) par formation d’urée'*’1%®. C’est probablement pourquoi ces deux

métabolites ne sont pas directement impactes par 1’obésité et le traitement chirurgical.

Nous avons également confirmé la littérature avec les résultats de la cohorte
SURDIAGENE. En effet, nous avons constaté que les concentrations en ADMA augmentaient
avec les MACEs indépendamment de I’obésité et de I’insuffisance rénale. Cependant lorsque les
patients sont randomisés en fonction de leur obésité (type I a obésité morbide) ou de leurs stades

d’insuffisance rénale (de 1 a 5), nous avons constaté qu’au sein de chaque groupe il y avait une
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augmentation des concentrations en ADMA chez les patients ayant présenté des évenements CV
majeurs. La mesure de la méthylation de I’arginine a appuyé nos résultats et a confirme la
littérature, car celle-ci augmentait en fonction des MACESs. L’arginine est un acide aminé semi-
essentiel qui joue un réle métabolique et nutritionnel fondamental dans le cadre du maintien de
I’homéostasie azotée. En particulier, I’arginine est le précurseur du NO qui est impliqué dans la
fonction endothéliale’®. Dans le cas du DT2, mais aussi de I’hypercholestérolémie ou de
I’hypertension, la disponibilité du NO est diminuée, soulignant que le niveau d’activité de la
eNOS joue un role dans 1’athérosclérose®®. Ici nous montrons une augmentation de la méthylation
de I’arginine et donc de la synthése de ’ADMA chez les patients DT2. L’ADMA est un
inhibiteur compétitif endogene de eNOS, qui diminue donc la vasodilatation des vaisseaux
sanguins et des artéres 14°1%° Notre étude montre ainsi le role important de ’ADMA dans les
évenements CV et son rdle en tant que marqueur du risque de MCV chez les patients a risque

élevés. Les analyses statistiques multivariées sont actuellement en cours au CHU de Poitiers.

L’ensemble de ces résultats ont montré que le TMAO et ’ADMA étaient des marqueurs
associés aux évenements CV majeurs. Ces marqueurs pourraient également jouer un réle
important dans le diagnostic précoce de I’insuffisance rénale (TMAO, SDMA) et de MCV
(TMAO et ADMA) chez les patients DT2. Cependant, certaines informations seraient utiles pour
compléter les résultats des dosages de ces marqueurs, notamment au sein des insuffisants renaux
dont nous n’avons pu réaliser le dosage urinaire pour 1’ensemble des patients. Chez les patients
obéses, 1’étude de la flore intestinale par méta-génomique'® (dans les féces) pourrait apporter
plus d’informations sur la composition florale avant/aprés chirurgie bariatrique, et ainsi apporter
des compléments d’information afin d’expliquer 1’augmentation du TMAO qui peut étre soit
induite par une augmentation de I’activité enzymatiques hépatique, ou par une augmentation de la
production de TMA par le microbiote intestinal®®. Des études chez I’animal pourraient étre
menées afin d’étudier plus précisément le microbiote intestinal. Dans 1’étude longitudinale des
patients DT2 ayant présenté ou non des événements CV majeurs et/ou une insuffisance rénale
(SURDIAGENE), I’analyse des marqueurs dans les urines pourrait apporter des informations
complémentaires importantes afin de mieux visualiser leurs modulations via la mesure de leur
clairance, et d’avoir une vision plus large de leurs métabolismes dans le cas des MACEs. L’ajout
de contréles sains non diabetiques pourrait étre également intégré a 1’étude afin de comparer les

niveaux de base des marqueurs avant le syndrome métabolique sous-jacent au DT2.
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Il est également important de noter que ces marqueurs sont a évaluer indépendamment les
uns des autres en fonction des maladies ou syndromes métaboliques rencontrés. Dans le cas du
TMAO, nous avons montré qu’il pouvait intervenir dans plusieurs voies métaboliques mais
pouvait aussi étre régulé par différents intermédiaires comme le régime alimentaire, le microbiote
intestinal ou encore les enzymes hépatiques. Nos résultats ont ouvert de nouvelles hypothéses qui
devront étre investiguées par d’autres études, nécessaires a la compréhension des mécanismes
sous-jacents au TMAO et son importance dans les MCVs (association avec le stress du RE, réle
dans le transport inverse du cholestérol). Par ailleurs, I’ADMA s’est avérée étre un bon marqueur

des MCVs dans le cas du DT2, associée aux dyslipidémies, mais également associée aux CKD.

En perspective, nous souhaitons étudier le TMAO dans une cohorte asiatique de patients
DT2 (n = 2064). Ces patients ont un régime alimentaire différent des occidentaux et riche en
poisson (TMA). Nous pourrions ainsi déterminer les effets du régime alimentaire sur la
production du TMAO. Une étude plus approfondie de la composition du microbiote intestinal
pourrait-étre envisagée afin de mieux comprendre la synthése du TMA et la régulation de la
formation de TMAO par I’inhibition de la synthése de TMA. Des études complémentaires
pourront-étre également réalisées sur les enzymes hépatiques et leur impact sur le stress du RE en
relation avec une augmentation du TMAO dans le cas des chirurgies bariatriques. Cela pourrait-
étre envisagé a partir de cellules hépatiques afin de mieux comprendre les modulations du
TMAO, et évaluer si ces modulations seraient déléteres pour le patient (risque CV) ou plus en
faveur de I’inhibition du stress du RE. Il a également été montré dans la littérature qu’il existe des
souches de bactéries (Archaea) capables d’épuiser la TMA produite par d’autres souches en la
réduisant pour la méthanogénése®3. Ainsi, ’étude de traitement par « Archaebiotics » pourrait
étre envisagée chez des patients a risque CV élevé. En ce qui concerne I’ADMA, les études
présentées dans ce projet de recherche ont montré son importance dans les MCVs et dans leur
prédiction. Il pourrait étre intéressant d’étudier les modulations de ’ADMA dans le cas de
patients sains vs obéses non diabétiques puis de comparer les résultats a ceux obtenus avec la
cohorte SURDIAGENE. Ceci permettrait de mieux stratifier les modulations de I’ADMA et de la
méthylation de I’arginine. Des études de ces marqueurs et de leurs métabolites chez d’autres
patients atteints d’autres maladies a haut risque de MCVs, telles que I’hypertension artérielle, ou
sous environnements déléteres (tabac, inactivité physique) pourraient apporter des informations
complémentaires sur le pouvoir prédicteur du TMAO et de ’ADMA dans le risque CV et

renforcer les données que nous connaissons de ces molécules.
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Arginines méthylées et triméthylamines plasmatiques : de nouveaux
marqueurs d’incidences cardiovasculaires chez les patients a risque élevé.

AGUESSE Audrey
Soutenance le 17/12/2019

RESUME

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont I’une des principales causes de mortalité a travers le
monde. Les pathologies chroniques sous-jacentes aux déreglements métaboliques, telles que le
diabéte, la stéatose hépatique non alcoolique, 1’obésité et I’insuffisance rénale, favorisent les
complications cardiovasculaires. En revanche, les interactions entre ces pathologies et les
évenements cardiovasculaires restent mal comprises, et I’utilisation de nouveaux marqueurs
pronostiques permettrait d’identifier les patients a haut risque pour une meilleure prise en charge.
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a deux composés identifiés comme biomarqueurs
des MCVs: la diméthylarginine asymétrique (ADMA) et le N-oxyde de triméthylamine
(TMAO). Nous avons développé des méthodes d’analyses ciblées par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) pour le dosage de I’ADMA, du
TMAO et de leurs métabolites associés dans le plasma/sérum humain. Ces méthodes d’analyse
ont ensuite été appliquées pour I’analyse de 3 cohortes de patients a haut risque cardiovasculaire :
1) des patients en insuffisance rénale (n =99), 2) des patients obéses avant/apres chirurgie
bariatriqgue (n =31), et 3) des patients diabétiques de type 2 (DT2, n = 1468, cohorte
SURDIAGENE) suivis prospectivement durant 7 ans sur la survenue des évenements
cardiovasculaires majeurs (MACE). Les resultats ont montré que les méthodes d’analyses étaient
répéetables et reproductibles dans les conditions utilisées au laboratoire. Les 2 premieres cohortes
ont permis de confirmer que la TMAO était fortement associé a I’insuffisance rénale, ses
concentrations plasmatiques étant inversement corrélées aux taux de filtration glomérulaire (r = -
0,52 ; p <0,0001). En revanche, les concentrations circulantes en ADMA étaient majoritairement
associées au syndrome métabolique, caractérise par des anomalies du métabolisme lipidique, et
fortement diminuees apres chirurgie bariatrique (-37% ; p < 0,0001). Ces 2 premieres cohortes
ont ainsi permis de révéler différents facteurs confondants a prendre en compte pour les analyses
statistiques visant a déterminer le potentiel prédictif du TMAO et de I’ADMA dans la survenue
des MACEs chez les patients DT2. Durant le suivi des patients SURDIAGENE, 403 MACEs ont
été enregistrés. Quel que soit le statut rénal ou lipidique, les concentrations circulantes en TMAO
et en ADMA étaient supérieures chez les patients atteints de MACEs (p < 0,0001). Aprées
analyses statistiques et ajustements multiparamétriques, le risque de développer un MACE était
augmenté de 32% (HR : 1,32 [1,02-1,70] ; p = 0,0325) pour les patients DT2 présentant les plus
fortes concentrations plasmatiques en TMAO (quartile 4 : 15,1-284,4 uM vs quartiles 1-3 : 0,01-
15,1 pM). Ces analyses sont actuellement en cours pour ’ADMA. Nos résultats ont donc
confirmé¢ I’intérét du dosage du TMAO et de ’ADMA comme marqueur du risque
cardiovasculaire chez les patients DT2. De nouvelles hypotheses ont également été proposées en
ce qui concerne le TMAO. Elles devront étre investiguées par d’autres études pour une meilleure
compréhension de son importance dans les MCVs.

Mots-Clés : Maladies cardiovasculaires, diméthylarginine asymétrigue (ADMA), N-oxyde de
triméthylamine (TMAO), biomarqueurs, chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem.



