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RESUME

Objectif : Déterminer une signature métabolomique dans les larmes des patients atteints

d’orbitopathie active de Basedow.

Méthodes : Comparaison de la composition métabolomique des larmes de patients présentant
une orbitopathie active de Basedow (n=21) par rapport a ceux présentant une orbitopathie
inactive de Basedow (n=24). Analyse par spectrométrie de masse avec le kit Biocrates

Absolute IDQ p180 mesurant 188 métabolites.

Résultats : Parmi les 44 métabolites mesurés, huit présentaient des concentrations
significativement modifiées entre les deux groupes comparés. Deux acylcarnitines a chaine
courte (propionylcarnitine, butyrylcarnitine) et la spermine ont montré des concentrations
accrues dans le groupe des orbitopathies actives de Basedow, tandis que l'ornithine, la glycine,
la sérine, la citrulline et [I'histidine étaient diminuées dans ce groupe. Le rapport
putrescine/ornithine représentant de [lactivité de [I‘ornithine décarboxylase était
significativement augmenté dans le groupe des orbitopathies actives de Basedow en
comparaison avec le groupe des orbitopathies inactives de Basedow (p=0,0011, augmentation
d’activité de 3,75 fois), la spécificité de ce biomarqueur étant maintenue par rapport a un

groupe témoin indépendant présentant une sécheresse oculaire non classifiée.

Conclusion : Cette signature  métabolique suggére fortement un  mécanisme
physiopathologique impliquant la stimulation de l‘ornithine décarboxylase par les auto-
anticorps du récepteur de la TSH dans les fibroblastes orbitaires, conduisant a une
augmentation de la synthése de spermine. Les propriétés prolifératives de la spermine
pourraient contribuer a I'augmentation de la myogenése et de I'adipogenéese périorbitaire. Nos
résultats suggérent un circuit métabolique qui pourrait a la fois fournir une nouvelle cible

thérapeutique et un biomarqueur pour l'orbitopathie de Basedow active.

Mots-clés : Orbitopathie de Basedow ; Métabolomique ; Ornithine décarboxylase ; Spermine ;

Orbitopathie dysthyroidienne.



INTRODUCTION

La maladie de Basedow est une pathologie inflammatoire et auto-immune qui implique
dans de nombreux cas I'ophtalmologue, puisque l'atteinte oculaire est fréquente dans

cette pathologie.

Dans la maladie de Basedow, l'inflammation oculaire trouverait son origine par
I'activation des fibroblastes au niveau de la graisse périorbitaire et des muscles
orbitaires. Il s’en suit une cascade immunologique via l'activation des lymphocytes

orbitaires.

Des études ont trouvé un panel de métabolites dans le sérum pouvant étre des
biomarqueurs de la maladie de Basedow (1). D’autres études ont retrouvé des
spécificités protéiques de la maladie de Basedow au niveau sérique (2), lacrymal (3)
et des spécificités lipidiques au niveau plasmatique et urinaire (4). Quelques
biomarqueurs sont potentiellement discriminant entre les formes de maladie de

Basedow avec ou sans orbitopathie (5).

Jusqu’a ce jour aucune signature métabolomique n’a été établie dans les larmes des
patients atteints d’orbitopathie de Basedow, malgré leur accessibilité et leur
informativité potentielle. L'approche métabolomique d’analyse des larmes parait donc
légitime et pourrait permettre d‘établir une signature biologique spécifique de
I'orbitopathie de Basedow. L'analyse métabolomique des larmes a par ailleurs été déja
discriminante dans d’autres maladies ophtalmologiques impliguant une sécheresse

oculaire, tel que la maladie de Gougerot-Sjoégren (6).

La découverte d'un profil métabolomique spécifique au niveau des larmes des patients
atteints d’orbitopathie de Basedow pourrait ainsi permettre de mieux comprendre la
physiopathologie de cette atteinte. Dans un second temps ce profil pourrait permettre

d'identifier des cas douteux grace a un prélevement simple en consultation



d’ophtalmologie, voire de suivre I’évolution de I'activité inflammatoire de la maladie ou

de prévoir une rechute (7).

Nous proposons ainsi d’étudier le profil métabolomique des larmes des patients avec
une orbitopathie de Basedow active, en comparaison avec le profil des orbitopathies
de Basedow inactives et des patients avec sécheresse oculaire considérés comme

témoins.



ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

A. Epidémiologie
La maladie de Basedow a une prévalence de 1 a 2% (8) et I'orbitopathie de Basedow
a une prévalence estimée en Europe de 1/1000 personnes (9). Méme si l'orbitopathie
de Basedow est de nos jours en diminution grace a une meilleure prise en charge des
facteurs de risque tel que le tabagisme, la maladie de Basedow reste la dysthyroidie
causant le plus d’orbitopathie. Cette atteinte oculaire est plus fréquente entre 40 et 50
ans mais peut se produire a n’importe quel moment d’évolution de la maladie de
Basedow. L'orbitopahie de Basedow présente une prépondérance féminine (5 femmes
pour un homme), s’expliquant par I'’épidémiologie méme de la maladie de Basedow

essentiellement féminine.

B. Physiopathologie
La maladie de Basedow est une atteinte auto-immune ayant comme point de départ la
stimulation du récepteur de la TSH au niveau de la thyroide par les auto-anticorps
anti-récepteurs de la TSH (TRAK). Cette stimulation entraine a son tour une
surexpression d’hormones thyroidiennes par les thyréocytes réalisant un tableau

clinigue d’hyperthyroidie.

L'orbitopathie de Basedow a pour point de départ elle aussi ces auto-anticorps TRAK
agissant au niveau des fibroblastes orbitaires qui présentent un récepteur de la TSH.
Ces fibroblastes sont la principale cible de la réaction immunitaire. Une fois activés,
les fibroblastes se différencient ensuite selon I’'expression de Thy-1 en myofibroblastes

(Thy-1 positif) et en adipocytes (Thy-1 négatif) (10).

Les myofibroblastes sécretent des glycosamynoglycanes au niveau musculaire,
entrainant une augmentation du volume des muscles oculomoteurs. Les adipocytes

quant a eux entrainent une expansion du volume graisseux de |'orbite.



Les fibroblastes recrutent aussi, via la sécrétion d'IL16 au niveau orbitaire, des
lymphocytes T. Ces lymphocytes T activés vont sécréter des interleukines qui vont
stimuler a leur tour les lymphocytes B (11). Ces mémes lymphocytes B vont alors
produire des auto-anticorps et vont agir sur les fibroblastes et les lymphocytes T

conduisant a une boucle d’activation.

Les fibroblastes dans la maladie de Basedow présentent un récepteur a I'IGF1 avec un

niveau d’expression plus important participant aussi a l'inflammation orbitaire (12).

Au total, cette boucle d’activation entraine une infiltration inflammatoire de I'orbite et
des muscles oculomoteurs, avec augmentation du compartiment graisseux et du
volume musculaire. Cette inflammation est limitée dans le temps, pour une durée

spontanée de 12 a 18 mois et expose a des complications oculaires.

C. Clinique
Approximativement la moitié des patients présentant une maladie de Basedow
développent une orbitopathie a différents degrés de sévérité (13). L'orbitopathie se
développe le plus souvent dans les mois précédant ou suivant l'apparition de la

dysthyroidie (14).

Le suivi biologique de I'activité thyroidienne est important dans la maladie de Basedow
grace au dosage de la TSH et des hormones libres T3 et T4. Le dosage des anticorps
TRAK est utilisé pour le diagnostic spécifique de la maladie de Basedow. C’est aussi un
facteur pronostic important dans l'orbitopathie de Basedow (15) (16). Si le taux reste

élevé a I'arrét du traitement, la rechute est plus fréquente (17).

L’activité de I'orbitopathie de Basedow est définie selon le Clinical Activity Score (18)
qui comprend des critéres cliniques et symptomatologiques d’inflammation. A partir
d’un score de 3 sur 7 l'orbitopathie est définie comme active, a contrario de la forme

inactive qui ne nécessite pas d’adaptation thérapeutique.



Clinical Activity Score (18)

Douleur rétrobulbaire spontanée : 1 point.

Douleur lors des mouvements oculaires vers le haut ou le bas : 1 point.

Rougeur des paupiéres : 1 point.

Hyperhémie conjonctivale : 1 point.

(Edéme palpébral : 1 point.

Inflammation de la caroncule et/ou du pli semi-lunaire : 1 point.

Chémosis : 1 point.

Un CAS supérieur ou égal a 3 sur 7 indique une activité de I'orbitopathie de Basedow

Cing atteintes oculaires différentes sont possibles dans l'orbitopathie de Basedow,

classées ici par ordre de sévérité croissant.

Troubles de la surface oculaire

Il s’agit de signes inflammatoires de la surface cornéenne (sécheresse oculaire,
kératite) ou de la conjonctive (chémosis, hyperhémie conjonctivale, inflammation

caronculaire). L'atteinte est souvent bilatérale, possiblement asymétrique.

Troubles palpébraux

Aprés les troubles de surface oculaire, c'est Iatteinte la plus fréquente de
I'orbitopathie de Basedow (19). Il s’agit de rétraction palpébrale supérieure ou

inférieure. Il existe trois stades de sévérité de la rétraction palpébrale :




e Rétraction mineure : la paupiére supérieure ou inférieure est éloignée du limbe de

moins de 2 millimétres.

e Rétraction moyenne : la paupiére supérieure est éloignée de 2 a 6 millimétres du

limbe ou la paupiére inférieure est éloignée du limbe de plus de 3 millimétres.

e Rétraction sévere : la paupiere supérieure est éloignée de plus 6 millimétres du
limbe ou la paupiere inférieure est éloignée du limbe de plus de 4 millimetres.

La rétraction peut étre primaire par infiltration musculaire ou secondaire par fibrose.

La différence entre les deux s’établit par une augmentation de la rétraction dans le

regard vers le bas pour la cause primaire et |'inverse pour la cause secondaire.

L'asynergie oculo-palpébrale de Von Graefe est un signe pathognomique qui consiste
en un retard d’action de la paupiére supérieure lors du regard inférieur di a la

rétraction palpébrale supérieure.

Troubles oculomoteurs

L'atteinte oculomotrice est initialement inflammatoire puis séquellaire par fibrose. Par
ordre de fréquence le muscle droit inférieur est le plus souvent atteint, suivi du droit
médial, du droit supérieur et enfin rarement du droit latéral. Ainsi la limitation
oculomotrice la plus fréquente est l'atteinte de I'élévation, causant une diplopie

binoculaire verticale.

Exophtalmie

L'exophtalmie est le plus souvent bilatérale, symétrique ou non, axile, non pulsatile et
non réductible. Elle consiste en une protrusion du globe oculaire par une inadéquation

du volume du contenu de l'orbite par rapport au cadre orbitaire qui est inextensible.



Associée aux troubles de surface et aux rétractions palpébrales, elle peut entrainer

une kératopathie d’exposition voire une surinfection.

Neuropathie compressive

Il s’agit d'une menace majeure par compression du nerf optique ou de ses vaisseaux
suite a l'élargissement des muscles oculomoteurs a l'apex. Elle n‘est pas liée a la
sévérité de l'exophtalmie et peut méme avoir lieu en absence d’exophtalmie par

hypertrophie des muscles oculomoteurs (20).

Plusieurs arguments sont évocateurs d’une neuropathie optique compressive : la
baisse d’acuité visuelle, I',edeme papillaire au fond d’ceil et I'altération des examens
paracliniques (atteinte des RNFL en OCT, atteinte du champ visuel avec un scotome
paracentral ou une réduction concentrique, altération de la vision des couleurs dans

I'axe rouge-vert).

C’est une urgence thérapeutique nécessitant une imagerie et un traitement immédiat
par bolus de glucocorticoides plus ou moins associé a une technique chirurgicale de

décompression en fonction de la sévérité et de la réponse au traitement.

D. Traitements
Dans la maladie de Basedow comme dans l|‘orbitopathie l'arrét du tabac est
nécessaire. En effet il existe une relation dose-dépendant entre le nombre de
cigarettes fumées par jour et la probabilité de développer une orbitopathie de

Basedow (21). De méme l'effet thérapeutique est moindre sans arrét du tabac (22).

Toutes les orbitopathies de Basedow doivent bénéficier d'un traitement médical,
classiguement un antithyroidien, pour un équilibre de la fonction thyroidienne. Les
patients non équilibrés sont plus a risque de développer une orbitopathie de Basedow
(23). Aucune supériorité de traitement antithyroidien par rapport a un autre n’a été

prouvée dans |'évolution de l'orbitopathie (12). Une fois arrivé au stade d’euthyroidie



deux protocoles d’entretien sont possibles (17) : I'utilisation d’un antithyroidien seul a
dose minimale ou [utilisation d‘un traitement combiné par antithyroidien et
levothyroxine. Dans les deux cas le dosage des traitements doit étre adapté aux
résultats biologiques. Ce protocole combiné permettrait d’obtenir une stabilité
thyroidienne, mais une étude retrospective a montré une absence de différence
significative entre les deux protocoles (24). Comme il n'y a pas eu d’évidence de
supériorité d’action d'un protocole par rapport a l'autre, le choix est donc libre au
clinicien (17). En cas d’échec du traitement ou de récidive a I'arrét (classiquement le
traitement est arrété apres 18 mois), le clinicien peut proposer une thyroidectomie ou
un traitement par iodothérapie. Un traitement hormonal substitutif associé sera alors
nécessaire aulong cours. Si un traitement par iodothérapie est initi¢, il est
recommandé que les patients bénéficient d'une cure courte de corticoides

concomitante pour éviter une dégradation de I'orbitopathie (17).

La prise en charge thérapeutique est ensuite guidée selon le score d’activité CAS qui
distingue les orbitopathies actives nécessitant un traitement des orbitopathies
inactives. Le choix de thérapeutique dépend de la classification EUGOGO qui évalue la

sévérité de I'orbitopathie de Basedow (25).
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Classification EUGOGO

Orbitopathie menacant le pronostic visuel (urgence thérapeutique)

- Neuropathie optique

- Atteinte cornéenne séveéere

Orbitopathie modérée a sévere

- Impact sur la vie quotidienne suffisamment important pour justifier d’'une
immunosuppression (si active) ou d’une chirurgie (si inactive)

- Rétraction palpébrale > 2 mm

- Atteinte modérée a sévere des tissus mous orbitaires

- Exophtalmie = 3 mm par rapport a la normale

- Diplopie inconstante ou constante

Orbitopathie légére

- Impact mineur sur la qualité de vie ne justifiant pas un traitement
immunosuppresseur ou une intervention chirurgicale

- Rétraction palpébrale mineure < 2 mm

- Atteinte légére des tissus mous orbitaires

- Exophtalmie < 3 mm par rapport a la normale

- Absence de diplopie ou diplopie intermittente

- Atteinte cornéenne mineure, répondant au traitement topique par

lubrifiants

Pour les orbitopathies Iégéres, un traitement oculaire local avec des larmes artificielles
et des soins de paupiéres quotidiens est suffisant. Un traitement par sélénium peut
diminuer la progression de la maladie et la symptomatologie du patient par son effet
antioxydant. La posologie retenue est de 100 microgrammes deux fois par jour

pendant 6 mois (26).
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Pour les orbitopathies modérées a séveres, plusieurs traitements médicaux sont
disponibles. Des bolus de glucocorticoides peuvent étre administrés avec une
posologie de 500 mg par semaine pendant six semaines consécutives, puis diminuée a
250 mg par semaine lors des six semaines suivantes (12). Les mesures adjuvantes a
la corticothérapie sont associées avec réduction de l'apport salé, surveillance de la
tension artérielle et de la glycémie et prévention du risque ostéoporotique et gastrique
si nécessaire. Les patients ayant une mauvaise réponse aux bolus de glucocorticoides
apres 6 semaines peuvent étre dirigés vers un traitement de seconde ligne car la
réponse précoce est un élément prédicteur de l'efficacité du traitement (27). Des
immunosuppresseurs peuvent étre utilisés en seconde ligne en cas d’inefficacité des
glucocorticoides ou de contre-indication. La radiothérapie externe peut aussi étre
pratiquée en complément des bolus de glucocorticoides. La dose cumulée est
généralement de 20 Gray par orbite, fractionnée en dix séances sur une période de
deux semaines. Cependant la radiothérapie peut provoquer une cataracte souvent

plus précoce (28) et peut exposer au risque de kératite post radique.

Le traitement chirurgical par décompression orbitaire est proposé en cas de menace
visuelle par neuropathie optique compressive ou d’exophtalmie compliquée si la
réponse aux bolus de corticoides est insuffisante. Il est aussi généralement indiqué
« a froid » lors d’une exophtalmie résiduelle séquellaire apres obtention d'un équilibre
thyroidien sur plusieurs mois (au moins 6 mois). La décompression orbitaire consiste
en un effondrement d’une ou de plusieurs parois de l'orbite, plus ou moins associé a

une lipectomie.

Le plan de traitement chirurgical doit toujours suivre un ordre particulier car chaque
intervention peut interférer sur la suivante. En premier doit avoir lieu la
décompression orbitaire si elle s‘avere nécessaire, puis la correction de troubles

oculomoteurs, suivi de la correction de la statique palpébrale.
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E. Le métabolome
L'approche métabolomique étudie I’ensemble des métabolites trouvé dans un
échantillon biologique. Les métabolites sont des petites molécules de masse
usuellement inférieure a 1500 Da comme les sucres, les acides aminés, les lipides, les

nucléotides, les vitamines, etc.

Le métabolome est la réponse finale d’'un organisme a une pathologie ou a toute

perturbation de I'expression du génome.

Plusieurs études sont possibles, soit une forme non ciblée qui analyse le profil entier

des métabolites ou une forme ciblée sur un ensemble de métabolites.

Les deux principales techniques utilisées sont la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire et surtout la spectrométrie de masse, qui a l'avantage d’une
trés grande sensibilité et d'une capacité a détecter un grand nombre de métabolites
de facon simultanée. Les données sont analysées par la suite via des statistiques uni-

ou multi-variées.

La recherche d‘une signature métabolomique a été utilisée dans de multiples
pathologies ophtalmologiques allant du glaucome (29) aux neuropathies optiques

(30).

F. Le film lacrymal
Le film lacrymal est une fine couche couvrant la surface de I'ceil et qui est l'interface
entre I'ceil et son environnement. Il a un ro6le nutritif, protecteur et réfractif. Le
volume du film lacrymal est d’environ 7 a 9 uL avec une sécrétion de 1 a 2 yL/min

(31).

Le film lacrymal est constitué de trois couches intriquées dont chacune a son propre

role.
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La couche la plus externe, la plus fine, est la couche lipidique. Elle est constituée d'un
mélange de triglycérides, d’acides gras libres, de di-esters de cholestérol, de cires et
de cholestérols libres secrétés majoritairement par les glandes de Meibomius. Elle a
pour fonction principale de stabiliser le film lacrymal en diminuant |’évaporation, de

limiter les contaminations extérieures et de fournir une surface réfractive lisse.

La couche intermédiaire, la plus épaisse, est la couche aqueuse. Elle constitue a peu
pres 90% du film lacrymal. Elle est constituée d’électrolytes, de facteurs de
croissance, d’hormones, d‘immunoglobulines, de cytokines et de cellules
inflammatoires. Elle est produite par la glande lacrymale principale (larmoiement
réflexe) et par les glandes lacrymales accessoires (larmoiement spontané). Elle a pour
fonction de lubrifier la surface oculaire, d’apporter les nutriments a la cornée et d’étre

antimicrobienne grace a sa concentration en anticorps, lysozyme, lactoferrine, etc.

La couche la plus interne est la couche mucinique. Elle est produite par les cellules
caliciformes de I'épithélium conjonctival. Elle a pour fonction de réduire les frictions

sur les cellules épithéliales au clignement.

G. Lien entre métabolome et larmes.
Les premiers articles relatant I’étude du métabolome des larmes apparaissent au
début des années 2010 avec la découverte d’une soixantaine de métabolites différents
(32). La difficulté primaire consistait en un volume d’analyse des larmes tres limité et
donc compliqué a analyser en chromatographie. L'analyse métabolomique a d’abord
surtout porté sur la sécheresse oculaire avec de nombreuses études prouvant des
spécificités métabolomiques (33). Une étude thérapeutique a méme été menée, basée
sur la modification du profil métabolomique des larmes de patients atteints de
sécheresse oculaire avant et aprés traitement par antioxydants (34). La recherche
métabolomique s’est ensuite étendue aux pathologies systémiques inflammatoires.

Dans une étude concernant la sclérose en plaques, une modulation des
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phospholipides et des sphingomyélines au niveau des larmes a été prouvée et le
potentiel diagnostic de certains acides aminés et d’acylcarnitines a commencé a étre
évoqué (35). Le profilage métabolomique s’est aussi intéressé aux pathologies
ophtalmologiques tel que le glaucome ou il a été mis en évidence une diminution de
plusieurs acides aminés, d’acétylcarnitines et de lysophospholipides (36). Des liens
physiopathologiques ont ainsi été établis : I'acétylcarnitine ayant par exemple un effet
neuroprotecteur et anti-apoptotique, sa diminution dans la neuropathie
glaucomateuse semble bien corrélée. Récemment des biomarqueurs métabolomiques
ont également été découverts dans les larmes de patients atteints de la maladie de

Gougerot-Sjogren permettant la différentiation avec les autres syndromes secs (6).

Ces études du profil métabolique des larmes ont au final plusieurs utilités : elles
permettent de mettre en évidence de potentiels biomarqueurs de certaines maladies
de diagnostic difficile (tel que la maladie de Gougerot-Sjogren) et de découvrir de

potentielles nouvelles cibles thérapeutiques.
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ABSTRACT

PURPOSE. About half of patients with Graves’ disease develop an orbitopathy related to an
inflammatory expansion of periorbital adipose tissue and muscles.

METHODS. We used a targeted metabolomics approach to compare the metabolic composition of
tears in patients with active (n = 21) versus inactive (n = 24) thyroid-associated orbitopathy, using
the Biocrates Absolute IDQ p180 kit to measure 188 metabolites by mass spectrometry.

RESULTS. Among the 44 metabolites accurately measured, eight showed significant altered
concentrations between the two compared groups. Two short-chain acylcarnitines
(propionylcarnitine and butyrylcarnitine) and spermine showed relative increased concentrations in
patients with active orbitopathy, whereas ornithine, glycine, serine, citrulline and histidine were
relatively decreased in this group. In addition, the ratio putrescine/ornithine representing the activity
of ornithine decarboxylase was significantly increased in patients with active orbitopathy when
compared with patients with inactive orbitopathy (p = 0.0011, fold change 3.75); and the specificity
of this biomarker was maintained when compared to a control group with unclassified dry eye.
CoONCLUSIONS. This metabolic signature strongly suggests a pathophysiological mechanism
involving the stimulation of ornithine decarboxylase by TSH receptor autoantibodies in orbital
fibroblasts, leading to increased spermine synthesis. The proliferative properties of spermine may
contribute to the periorbital increased myogenesis and adipogenesis that characterize thyroid-
associated orbitopathy. Our results suggest a metabolic circuit that could both provide a new

therapeutic target and a candidate biomarker for Graves’ ophthalmopathy.
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INTRODUCTION

Thyroid-associated orbitopathy (TAO), or Graves’ ophthalmopathy, has an estimated prevalence of
1/1000 in Europe! and more frequently affects women (5 women for every man) between 40 and 50
years, as explained by the epidemiology of Graves’ disease itself. Hyperthyroidism in Graves’
disease results from an over-stimulation of the thyroid cells by TSH receptor autoantibodies,
resulting in the increased secretion of thyroid hormones.> TAO is also directly caused by these
autoantibodies, which stimulate the orbital fibroblasts that express the TSH receptor. Activated
fibroblasts differentiate into myofibroblasts and adipocytes.> The myofibroblasts secrete
glycosamynoglycans in oculomotor muscles, leading to their increased volume. In parallel,
neoadipogenesis causes an expansion of the fat volume in the orbit. Other cells, such as activated
lymphocytes T and B, which secrete pro-inflammatory cytokines, are also effectors of this orbital

inflammation.

Approximately half of patients with Graves’ disease develop an orbitopathy, which most often
occurs in the months before or after the onset of dysthyroidism.* This ocular damage can be
manifested by a dry and gritty ocular sensation, photophobia, sensation of excessive tearing,
diplopia and a sensation of pressure behind the eyes.? On clinical examination, proptosis, restricted
ocular motility, eyelid retraction, palpebral edema and erythema of the periorbital tissues may be
present. TAO can be complicated by severe pain, corneal ulceration, or compressive optic
neuropathy, leading to a risk of vision loss. Smoking is a significant risk factor for TAO in patients

with Graves’ disease.’

The management of TAO depends on its severity. The EUGOGO guidelines distinguish mild from
moderate/severe orbitopathy.® The Clinical Activity Score proposed by Mourits et al. is based on
clinical signs of inflammation and helps to differentiate active TAO needing treatment from
inactive TAO.” The management of TAO is primarily based on the treatment of dysthyroidism, the
elimination of tobacco use, as well as local symptomatic treatments. Treatment of dysthyroidism is
based on synthetic antithyroid drugs and may be reinforced by surgery or radiotherapy. Severe
forms of TAO require systemic corticosteroid therapy, sometimes followed by radiotherapy and

even immunosuppressive drugs.

Few metabolomic studies have focused on the specificity of the ophthalmologic involvement in
Graves’ disease. A study of the blood metabolomic profile in Graves’ disease identified ten
discriminating metabolites, most of which showed a positive correlation with thyrotropin receptor

antibodies.? In this study, only two blood metabolites, proline and 1,5-anhydroglucitol, were found
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to be discriminating in the presence of orbitopathy. In addition, in comparison with healthy
controls, patients with orbitopathy showed a specific profile in the orbital adipose/connective
tissues in which fumarate, proline, phenylalanine and glycerol were coordinately altered with the

blood metabolites.

The search for tear biomarkers in ocular diseases has gained considerable attention with the advent
and increased sensitivity of omics approaches.” Tears have a protective, nourishing and lubricating
role on the ocular surface. They are composed of three layers, an outer lipid layer produced by the
meibomian glands in contact with the air, an intermediate layer produced by the lacrimal glands
with an aqueous composition and an inner layer produced by the goblet cells composed of mucus in
contact with the epithelial surface.'® Tears contain hundreds of compounds including ions,
carbohydrates, lipids, proteins, as well as various metabolite families. Proteomic studies of tears
have revealed strong alterations of cytokines and pro-inflammatory factors in TAO.” To our
knowledge, no metabolomic studies have been reported so far in tears of patients with TAO, in
contrast to other causes of dry eye disease that have been much more studied, showing sharp

metabolic alterations.!?

Here, we present a targeted quantitative metabolomics approach, comparing the metabolic

composition of tears in patients with active versus inactive TAO.
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MATERIALS AND METHODS

Study participants

Participants were included in the study after having given their informed written consent for the
research. The study was conducted according to the ethical standards of the Helsinki Declaration
and its later amendments, and with the approval of the ethical committee (Comité de Protection des

Personnes, CPP-OUEST 2), agreement number: CB 2013-04.

Individuals were prospectively recruited during routine consultation in the Department of
Ophthalmology of the Angers University Hospital, France from June 2019 to October 2020. All
included patients were diagnosed with Graves’ ophthalmopathy by an ophthalmologist together
with an endocrinologist. Patients were divided into two groups according to their Clinical Activity
Score (CAS).” Patients with a CAS greater than or equal to 3 were included in the “active TAO”
group (n = 21) and those with a CAS less than 3 in the “inactive TAO” group (n = 24). They had
their past ophthalmic history recorded and their clinical assessment included. Clinical parameters
collected were CAS criteria (spontaneous retrobulbar pain, pain with upward or downward eye
movements, redness of the eyelids, conjunctival hyperemia, palpebral edema, inflammation of the
caruncle and/or semilunar fold, and chemosis), visual acuity, presence or absence of optic disc
edema, tear film break-up time measurement, smoking activity, medical and ophthalmologic history
and systemic and ophthalmologic medications were also recorded. Previous treatments for severe
Graves’ disease have also been recorded, including corticosteroids, radiotherapy and
thyroidectomy. The paraclinical parameters collected were the Schirmer strip imbibition
measurement in millimeters, TSH/T3/T4 and TSH receptor autoantibodies (TRAb) plasma levels.

Exclusion criteria were concomitant other ophthalmic and thyroid diseases.

An independent control collection of tears from individuals (n = 20) with an objective eye dryness
of unknown origin was further used to address the specificity of the putrescine/ornithine ratio.
Objective eye dryness was defined with an Oxford score higher than 1 and/or a Schirmer I test < 5

mm / 5 min and/or a break-up time (BUT) test < 10 seconds on at least one eye.

Tear sampling and metabolite extraction

The Schirmer test was performed in fasting patients in the morning using Schirmer-Plus strips
(GECIS®, France) in sterile conditions, placed at the 2-3/1-3 outer junction of the lower eyelid and
left in place for 5 minutes, without prior local anesthetic. The tear-soaked strips were then placed in
Eppendorf® tubes, which were immediately transferred in liquid nitrogen, before being sent to the

Biological Resource Center for conservation at -80°C.
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A tear volume of 15 pL was collected as described!! by cutting the soaked strips at 21 mm from
their edge. Strips were then transferred in precooled 2.0 ml homogenization Precellys tubes (Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) prefilled with 1.4 mm diameter ceramic beads and
20 pl of cold methanol. Strips were homogenized by two grinding cycles, each at 6,500 rpm for 30
seconds, spaced 20 seconds apart, using a Precellys® homogenizer kept at +4°C. The supernatant
containing the metabolites was recovered after centrifuging at 20 000 g for 10 minutes of the

homogenate and kept at -80°C until analysis.

Metabolite analysis

We applied a targeted, quantitative metabolomic approach to the tear extracts using the Biocrates®
AbsoluteIDQ p180 kit (Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria) and an AB Sciex QTRAP
5500 (Life Sciences Holdings, Villebon-sur-Yvette, France) mass spectrometer as previously
described.!! This kit, in combination with an AB Sciex QTRAP 5500 (SCIEX, Villebon sur Yvette,
France) mass spectrometer, enables quantification of up to 188 different endogenous molecules,
including 40 acylcarnitines, 21 amino acids, 21 biogenic amines, 90 glycerophospholipids, 15

sphingolipids and the sum of hexoses.

Statistical analysis

After validation of the three levels of quality control used with the kit, the metabolite concentrations
were used for statistical analysis only if they were in the quantitation range determined by the
calibration curves. Indeed, metabolites with more than 20% of their values outside of the
quantitation range (i.e., concentration above the upper limit of quantitation or below the lower limit
of quantitation) were not considered. Before excluding a given metabolite with more than 20% but
less than 40% outside of the quantitation range from statistical analysis, a > test was performed
with the independence between in/out of range and active/inactive TAO properties as the null

hypothesis.

A Student t test was used to compare metabolite concentrations between active and inactive TAO
groups. A non-parametric Mann-Whitney-Wilcoxon test was applied for comparing metabolite
ratios between groups whilst a Student t test was used for comparisons involving metabolite sums.

P-values less than a = 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Clinical description

The demographic and clinical data of the two groups of patients included in this study are presented
in Table 1. There were no differences in age, sex, morbidity and thyroid status between the two
groups, except for a higher proportion of active smokers in the inactive CAT group. As expected,

the Oxford score and the clinical activity score were significantly different between the two groups.
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Table I. Demographic and clinical status of individuals with active and inactive thyroid-associated

orbitopathy.

Demographic data
Women (%)

Mean age (y)

Past smoker (%)

Active smoker (%)
Diabetes (%)
Hypertension (%)
Hyperlipidemia (%)
Graves’ disease features
TRAD positivity (%)
Mean TSH (mUI/L)

Mean fT4 (pmol)
Radiotherapy (%)
Corticosteroid (%)
Thyroidectomy (%)
Duration of dysthyroidism (months)
Antithyroid drugs (%)
Thyroid hormones (%)
Ophthalmological features
Clinical Activity Score
Oxford score

Mean visual acuity (log mar)

Mean Schirmer imbibition (mm)

Active (n=21) Inactive (n=24) p-value

76% (16/21)
55

42% (5/12)
0% (0/12)
10% (2/21)
19% (4/21)

5% (1/21)

95% (19/20)
3.43

12.35

14% (3/21)
38% (8/21)
19% (4/21)
41

75% (15/20)

55% (11/20)

3.67
0.43
0.079

35

75% (18/24)
51

48% (10/21)
33% (7/21)
4% (1/24)
13% (3/24)

4% (1/24)

76% (13/17)
2.84

15.44

17% (4/24)
37% (9/24)
25% (6/24)
50

54% (13/24)

71% (17/24)

0.82
0.08
0.065

32

0.93

0.42

0.74

0.02

0.47

0.55

0.92

0.10

0.75

0.28

0.83

0.97

0.63

0.64

0.15

0.28

7.82¢-13

0.01

0.68

0.19
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Altered metabolite concentrations

From the 188 metabolites measured, 44 were found to be correctly measured. Supplementary Table
1 shows these 1980 concentrations of metabolites measured in tears of the 45 individuals. Of these
44 metabolites, eight were found to be significantly altered in the active compared to the inactive
orbitopathy (Table 2). The polyamine spermine showed increase levels in active TAO (p = 0.0074,
fold change 1.34), as well as two short-chain acylcarnitines, propionylcarnitine (C3, p = 0.0232,
fold change 1.77) and butyrylcarnitine (C4, p = 0.0176, fold change 1.54). Five amino acids showed
decreased concentrations, ornithine (p = 0.0189, fold change 0.43), glycine (p = 0.0235, fold change
0.45), serine (p = 0.0278, fold change 0.38), citrulline (p = 0.0281, fold change 0.23) and histidine
(»p = 0.0336, fold change 0.45). Finally, among the sums and ratios of metabolites with functional
importance proposed by Biocrates, one was significantly modified: the ratio of putrescine to
ornithine, which represents the activity of ornithine decarboxylase (ODC), showed an increased

value in active TAO (p = 0.0011, fold change 3.75).

Table II. List of metabolites with significant modification of concentrations in tears of patients with

active compared to inactive orbitopathy.

Metabolites p-values Fold changes
Spermine 0.0074 1.34
Butyrylcarnitine (C4) 0.0176 1.54
Ornithine 0.0189 0.43
Propionylcarnitine (C3) 0.0232 1.77
Glycine 0.0235 0.45
Serine 0.0278 0.38
Citrulline 0.0281 0.23
Histidine 0.0336 0.45
Ratio

Putrescine/Ornithine 0.0011 3.75

(ornithine decarboxylase activity)

To address the specificity of the putrescine/ornithine ratio in the active form of TAO, an
independent control group of tears from individuals (n = 20) with dry eye of undetermined origin
was used. The demographic and clinical data of these control patients are presented in
Supplementary Table 2. The majority of these patients have been included in this group on the basis
of an altered Break Up Time test. The specificity of this increased ratio in active TAO was
confirmed since it remained significantly increased in active TAO compared to this control group (p
= 0.02, fold change, without significant difference (p = 0.12) when comparing inactive TAO with

this control group.
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Table III. Demographic and clinical status of individuals with dry eye of undetermined origin.

NA: not available.

Controls (n = 20)

Women (%) 80%
Mean age (y) 55
Mean Schirmer imbibition (mm) 34.6
Past smoker (%) 36%
Active smoker (%) 27%
Diabetes (%) 25%
Hypertension (%) 25%
Hyperlipidemia (%) 0%
TRAD positivity (%) NA
Mean TSH (mUI/L) NA
Mean fT4 (pmol) NA
Radiotherapy (%) NA
Corticosteroid (%) NA
Thyroidectomy (%) NA
Duration of dysthyroidism (months) NA
Oxford score 0.15
Mean visual acuity (log mar) 0.1475

Clinical Activity Score NA



DISCUSSION

Our study reveals an alteration to eight metabolite concentrations and one enzymatic activity in the

tears of patients with active compared to inactive TAO.

The increase in concentrations of two short-chain acylcarnitines is interesting because the return
to a euthyroid stage after three months of treatment of Graves’ disease has previously been
associated with a decrease in blood concentrations of short-chain acylcarnitines.!? Our study reveals
that in tears, active and inactive forms of thyroid orbitopathy are also distinguished by altered
concentrations of short-chain acylcarnitines. These metabolites are related to the catabolism of
glucose and amino acids rather than the oxidation of fatty acids, as is the case with medium- and
long-chain acylcarnitines. Therefore, the increase in periorbital short-chain acylcarnitines may
reflect an increased oxidative catabolism of glucose and amino acids to meet the higher energy

requirements of activated fibroblasts in active TAO.

Ornithine decarboxylase (ODC) catalyzes the decarboxylation of ornithine leading to the
formation of putrescine. The putrescine/ornithine ratio, increased by 3.75 times in the tears of
patients with active TAO, shows the increased activity of this enzyme in the ocular environment.
Consistently, ornithine, the substrate of this enzyme, was found to be decreased in our study. ODC
catalyze the first regulatory step of the synthesis of polyamines, i.e., putrescine, spermidine and
spermine. The polyamines are important for the stabilization, repair and expression of DNA, and
have a proliferative role.”* Our results consistently show an increase in the concentration of
spermine in active TAO tears, spermidine not being measurable in our study and putrescine
showing only a trend toward increased concentration (p = 0.061). It is known that, in rats, thyroid
ornithine decarboxylase is strongly stimulated by TSH,'*!S leading to increased levels of
polyamines with a proliferative role in goiter and tumor formation.!®!7 As orbital fibroblasts
themselves possess TSH receptors, playing a pathophysiological role in TAO, it is tempting to
propose that the increased synthesis of spermine could also be directly related to the overstimulation
by Graves’ autoantibodies and could play a proliferative role at the origin of the increased
myogenesis and adipogenesis observed in orbitopathy. Indeed, fibroblasts also possess ornithine
decarboxylase and polyamines are known to stimulate both myogenesis and adipogenesis.'®!® In
this context, the putrescine/ornithine ratio in tears, the most significant parameter in our study,

could be an excellent candidate biomarker of TAO severity.
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In our study, citrulline was found to be lower in the tears of active forms of TAO. Citrulline is also
derived from ornithine through another reaction catalyzed by ornithine carbamoyltransferase
(OCT). 1t is therefore tempting to propose that ornithine could be preferentially oriented to
polyamine production through ODC over-stimulation at the expense of citrulline production

through the OCT, explaining its lower concentration in tears.

We did not identify a clear relationship in the literature with the other three amino acids whose
concentrations were found to be lowered in the tears of active TAO, namely glycine, histidine and

serine.

In conclusion, the metabolic signature observed in the tears of active forms of TAO, compared to
inactive ones, suggests an attractive pathophysiological mechanism involving increased spermine
synthesis that deserves further investigation (Figure 1). This metabolic circuit could therefore
constitute a local therapeutic target of choice for moderate or severe forms of TAO, and ODC
inhibitors could be studied for their antiproliferative properties. Lastly, the ratio of putrescine to

ornithine in tears could be an excellent candidate biomarker of TAO activity and severity.

Periorbital Fibroblasts
el Anti-TSH Receptor

/ %ﬁ Autoantibodies
/ Ornithine

Ornithine Decarboxylase 1 1
Carbamoyltransferase

NV
N2
Putrescine
Citrulline \Z
Spermidine

v o
Spermine 1 Periorbital
H Adipogenesis 1
\ HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHz Myogenesis
H

Figure 1. Pathophysiological model suggested by the tear metabolic signature obtained in active

versus inactive TAO.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette étude a mis en évidence une modification significative de huit métabolites entre
les orbitopathies actives de Basedow et les inactives. Deux acylcarnitines ont une
concentration augmentée dans les larmes des orbitopathies actives de Basedow, ce

qui avait déja été démontré au niveau plasmatique (37).

La concentration de spermine est augmentée dans les larmes des orbitopathies
actives de Basedow. La spermine est issue de l'ornithine via l'activité de I'ornithine
décarboxylase (ODC) qui est une enzyme stimulée par la TSH. Il est donc probable
que la stimulation des fibroblastes orbitaires via les anticorps anti-récepteurs de la
TSH augmente ainsi l'activité de I'ODC et donc la concentration en spermine. Par
conséquent la concentration d’‘ornithine, le substrat principal, est parallelement
diminuée.

La concentration de citrulline est diminuée dans les larmes des orbitopathies actives
de Basedow. La citrulline est aussi issue de l'ornithine via l'activité de I'ornithine
carbamoyltransférase. Cette activité enzymatique est probablement relativement
diminuée par I'hyperactivité de I'ODC entrainant une production préférentielle de

spermine et une diminution de la citrulline.

Les concentrations de glycine, d’histidine et de sérine étaient augmentées dans les
larmes des orbitopathies actives de Basedow sans que nous nhe retrouvions

d’explication dans la littérature ni de cause physiologique.

L'activité de I'ODC est représentée par le rapport putrescine/ornithine car l'ornithine
est le substrat initial se transformant en putrescine puis en spermine via l'activité de
I'ODC. Ce rapport était retrouvé significativement augmenté de 3,75 fois dans les
larmes des orbitopathies actives de Basedow en comparaison aux orbitopathies

inactives. La significativité et la spécificité de ce biomarqueur ont pu étre confirmées
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en comparant ce rapport a celui d’'un groupe contréle composé de patients atteints de

sécheresse oculaire de toutes étiologies confondues.

La découverte de cette augmentation du rapport putrescine/ornithine et donc de
I'activité de I'ODC pourrait étre utile au diagnostic d’orbitopathie active de Basedow.
L'activité inflammatoire de l'orbitopathie de Basedow est a ce jour jugée selon le
Clinical Activity Score qui reste en partie subjectif, la cotation de I’hyperhémie
conjonctivale ou de la rougeur palpébrale peut étre différente par exemple selon les
examinateurs. Ainsi ce rapport métabolomique objectif et facilement dosable pourrait
s’avérer tres utile dans des formes d’orbitopathie ou il y a un doute sur leur activité

clinigue avec des scores limites entre 2 et 3.

Une étude secondaire comparant les profils métabolomiques des larmes de patients
atteints d’orbitopathie de Basedow avec des larmes de patients atteints d’autres
dysthyroidies pourrait aussi apporter de la spécificité a ce biomarqueur. De méme une
comparaison serait possible avec les autres orbitopathies inflammatoires non
dysthyroidiennes, cela pourrait étre d’une aide diagnostique devant une présentation

clinique aigle d’orbitopathie inflammatoire d’étiologie indéterminée.

Du fait du caractére non invasif du prélevement de larmes via les bandelettes de
Schirmer, nous pourrions envisager de réaliser des prélevements itératifs lors du suivi

de l'orbitopathie de Basedow et ainsi prédire des récidives inflammatoires.

La limite principale de cette étude est le faible nombre de participants avec un
recrutement monocentrique. Cependant les modifications métabolomiques retrouvées
ont majoritairement une explication physiopathologique et correspondent aux données

de la littérature.

L'activité de I'ODC semble étre une clé de la modification métabolomique des larmes
des orbitopathies actives de Basedow, elle entraine une augmentation de la

concentration de la spermine qui a des propriétés prolifératives et interfere
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probablement sur la myogenese et I'adipogenése se produisant au niveau orbitaire. La
recherche d’inhibiteurs spécifiques de I'ODC pourrait donc faire I'objet d'une étude

ultérieure comme nouvelle cible thérapeutique de I'orbitopathie de Basedow.
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BILLIET Benjamin

Un profil métabolomique dans les larmes montrant I'implication de la
spermine dans l'orbitopathie de Basedow.

Objectif : Déterminer une signature métabolomique dans les larmes des patients atteints
d’orbitopathie active de Basedow.

Méthodes : Comparaison de la composition métabolomique des larmes de patients présentant
une orbitopathie active de Basedow (n=21) par rapport a ceux présentant une orbitopathie
inactive (n=24). Analyse par spectrométrie de masse avec le kit Biocrates Absolute IDQ p180
mesurant 188 métabolites.

Résultats : Parmi les 44 métabolites mesurés, huit présentaient des concentrations
significativement modifiées entre les deux groupes comparés. Deux acylcarnitines a chaine
courte (propionylcarnitine, butyrylcarnitine) et la spermine ont montré des concentrations
accrues dans le groupe des orbitopathies actives de Basedow, tandis que l'ornithine, la glycine,
la sérine, la citrulline et [I'histidine étaient diminuées dans ce groupe. Le rapport
putrescine/ornithine  représentant de I'activité de I'ornithine décarboxylase était
significativement augmenté dans le groupe des orbitopathies actives de Basedow en
comparaison avec le groupe des orbitopathies inactives de Basedow (p=0,0011, augmentation
d'activité de 3,75 fois), la spécificité de ce biomarqueur étant maintenue par rapport a un
groupe témoin indépendant présentant une sécheresse oculaire non classifiée.

Conclusion : Cette signature métabolique suggére fortement un  mécanisme
physiopathologique impliquant la stimulation de I'ornithine décarboxylase par les auto-anticorps
du récepteur de la TSH dans les fibroblastes orbitaires, conduisant a une augmentation de la
synthése de spermine. Les propriétés prolifératives de la spermine pourraient contribuer a
I'augmentation de la myogenése et de I'adipogenése périorbitaire. Nos résultats suggérent un
circuit métabolique qui pourrait a la fois fournir une nouvelle cible thérapeutique et un
biomarqueur pour I'orbitopathie de Basedow active.

Mots-clés : Orbitopathie de Basedow ; Métabolomique ; Ornithine décarboxylase ; Spermine ; Orbitopathie
dysthyroidienne.

A tear metabolomic profile showing an involvement of spermine in
thyroid-associated orbitopathy.

Purpose : About half of patients with Graves' disease develop an orbitopathy related to an
inflammatory expansion of periorbital adipose tissue and muscles.

Methods : We used a targeted metabolomics approach to compare the metabolic composition
of tears in patients with active (n = 21) versus inactive (n = 24) thyroid-associated orbitopathy,
using the Biocrates Absolute IDQ p180 kit to measure 188 metabolites by mass spectrometry.
Results : Among the 44 metabolites accurately measured, eight showed significant altered
concentrations between the two compared groups. Two short-chain acylcarnitines
(propionylcarnitine and butyrylcarnitine) and spermine showed relative increased concentrations
in patients with active orbitopathy, whereas ornithine, glycine, serine, citrulline and histidine
were relatively decreased in this group. In addition, the ratio putrescine/ornithine representing
the activity of ornithine decarboxylase was significantly increased in patients with active
orbitopathy when compared with patients with inactive orbitopathy (p = 0.0011, fold change
3.75); and the specificity of this biomarker was maintained when compared to a control group
with unclassified dry eye.

Conclusions : This metabolic signature strongly suggests a pathophysiological mechanism
involving the stimulation of ornithine decarboxylase by TSH receptor autoantibodies in orbital
fibroblasts, leading to increase spermine synthesis. The proliferative properties of spermine may
contribute to the periorbital increased myogenesis and adipogenesis that characterize thyroid-
associated orbitopathy. Our results suggest a metabolic circuit that could both provide a new
therapeutic target and a candidate biomarker for Graves’ ophthalmopathy.

Keywords : Graves’ ophthalmopathy ; Metabolomics ; Ornithine decarboxylase ; Spermine ; Thyroid

associated orbitopathy. 0 .
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