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RESUME

Introduction : Le glaucome est I'une des premieres causes de cécité dans le monde. Il s'agit
d’un enjeu majeur de société par la gravité de la maladie et le co(it qu’elle entraine. La forme
majoritaire est le glaucome a angle ouvert. Plusieurs mécanismes seraient intriqués,
notamment le stress oxydatif, la baisse de la production énergétique via les mitochondries, le
déficit en neurotrophines et la modification des tissus de soutien. Des études réalisées
antérieurement dans le service ont montré des profils métaboliques spécifiques et un déficit
en nicotinamide (vitamine B3) chez les sujets atteints de glaucome en comparaison aux
témoins.

Sujets et Méthodes : Il s'agit d'une étude rétrospective portant sur les échantillons sanguins
de patients inclus au sein d'une collection biologique par le service d'Ophtalmologie du CHU
d'Angers. Les plasmas de 68 patients atteints de glaucome selon différents stades de sévérité
ainsi que 23 patients témoins ont été inclus afin de déterminer s'il existe des différences de
concentration en nicotinamide sanguin et de profil métabolique entre les différents stades du
glaucome, en comparaison avec une population témoin.

Résultats : Une tendance a un taux plus bas de nicotinamide chez les glaucomes les plus
séveres et |'existence de profils métaboliques distinguant les stades de sévérité ont été
identifiés mais sans atteindre les seuils de significativité.

Conclusion : La taille de I'effectif exploré et I'nétérogénéité métabolique des patients ne nous
ont pas permis d'obtenir des résultats significatifs mais la tendance observée nous encourage

a poursuivre I'étude par I'augmentation de la taille de I'effectif étudié.



INTRODUCTION

Le glaucome est la troisiéme cause de cécité, toutes causes confondues, dans le monde aprés
les troubles réfractifs non corrigés et la cataracte (1). Il s'agit de la premiére cause de cécité
non réversible avant la dégénérescence maculaire liée a I'age (2). Cela représente environ 79
millions d'individus atteints dans le monde et prés de 11 millions de cas de cécité bilatérale
dans le monde (2). Sa prévalence varie de 0.7 a 7% selon les études et selon les populations
étudiées, par exemple en Inde, il est estimé a 2.2% de la population, en Afrique du Sud a
5.3%, aux Etats-Unis a 1.86% (3). Ces différences sont expliquées par des études et des
définitions non uniformes mais aussi par la prévalence qui différe en fonction des populations.
En France, on estime jusqu’a plus d'un million le nombre de personnes atteintes. Le glaucome
est la seconde cause de cécité aprés le diabete dans les pays industrialisés et représente 15%
des cas de cécité.

Le glaucome est le nom donné a un ensemble de maladies neurodégénératives avec altérations
structurelles (pertes des cellules ganglionnaires, altération de l'aspect du nerf optique),
possibles altérations fonctionnelles (acuité visuelle, sensibilité de perception visuelle) et

pression intraoculaire normale ou élevée.



1. Rappels anatomiques
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Figure 1. Schéma de I'ceil. D'aprés Dr Leninger.
L'ceil est I'organe qui assure la vision, c'est un systéme optique puissant mettant en ceuvre
des lentilles convergentes (cornée, cristallin) et des milieux transparents (humeur aqueuse,
vitré) visant a focaliser les rayons lumineux sur la rétine. L'information est convertie au sein
de la rétine en signal électrique, transmis au systéme nerveux central via le nerf optique par

intégration cérébrale.

On sépare souvent I'ceil en deux portions, d'une part, le segment antérieur comprenant la
cornée, |'iris et le cristallin, les corps ciliaires, la chambre antérieure avec I'humeur aqueuse et
d'autre part, le segment postérieur avec le vitré, la rétine et la choroide. On peut aussi séparer

I'ceil en trois couches différentes : la sclére, I'uvée et la rétine.

La cornée est une lentille puissante transparente et avasculaire qui s’enchasse a la partie
antérieure de la sclére au niveau du limbe cornéen avec une forme de hublot. La cornée joue

un role indispensable pour la vision.

L'uvée est constituée de la choroide, de I'iris et des corps ciliaires.



La choroide est un tissu vasculaire nourricier pour la partie externe de la rétine notamment
I'épithélium pigmentaire. L'iris est un véritable diaphragme circulaire ouvert en son centre, la
pupille, qui controle la quantité de lumiere pénétrant dans I'ceil. Le corps ciliaire est composé
des procés et du muscle ciliaire. Les proces ciliaires sont le lieu de production de I'humeur
aqueuse et correspondent également au site d'insertion de la zonule, ligament suspenseur du
cristallin. Le muscle ciliaire permet I'accommodation par les changements de forme du cristallin

transmis par la zonule.

Le vitré est un tissu avasculaire constitué essentiellement de fibrilles de collagéne et d'acide
hyaluronique. Ce gel joue un rdle biomécanique, en conservant le tonus et la forme du globe
et en jouant un réle nutritif. Le vitré n'a pas de renouvellement et ne participe pas a

I'hnoméostasie de la pression intraoculaire.

La rétine comprend la rétine neurosensorielle et I'épithélium pigmentaire. Elle tapisse la sclére
sur sa face interne en avant de la choroide. C'est un tissu nécessitant une forte consommation

en oxygene en raison de son activité métabolique élevée.

L'épithélium pigmentaire joue un role trophique, de recyclage et d’échange dans métabolisme

cellulaire des photorécepteurs.

La rétine neurosensorielle est composée de plusieurs couches bien distinctes composées de

différentes cellules jouant un role dans la transmission de I'information :

- la couche des photorécepteurs (segments externes et internes des photorécepteurs, soit les

cones et les batonnets)
- la couche nucléaire externe (corps cellulaires des photorécepteurs)
- la couche plexiforme externe (jonction entre les photorécepteurs et les cellules bipolaires)

- la couche nucléaire interne (corps cellulaires des cellules bipolaires, horizontales, amacrines,

associée a aux corps cellulaires des cellules de Miiller)



- la couche plexiforme interne (synapses des cellules bipolaires et des cellules ganglionnaires)
- la couche des cellules ganglionnaires (corps des cellules ganglionnaires)
- la couche des fibres nerveuses (axones des cellules ganglionnaires).

De plus, il faut noter la présence de cellules gliales, il s'agit des cellules de Miiller, des cellules
de la microglie et des astrocytes qui ont des roles neuroprotecteurs, neurotrophiques,

participant a 'homéostasie locale et a la barriere hémato-rétinienne.

La rétine compte environ 1 million de fibres nerveuses. La plupart sont concentrées dans la

macula, zone qui assure |'essentiel de la vision.

Ces fibres nerveuses convergent vers la papille ou la téte du nerf optique. L'aspect de la papille
varie en fonction des individus, par la taille, l'orientation, I'excavation, et l'anneau
neurorétinien. L'excavation correspond a la partie centrale sans fibres nerveuses. Chez la
plupart des individus, le diamétre horizontal est plus important que le diametre vertical.
L'anneau neurorétinien correspond a la portion de la papille comprenant les fibres nerveuses.
On parle souvent de rapport cup/disc (taille de I'excavation verticale sur taille du diameétre
total vertical) pour avoir une idée de I'aspect de la papille. Un rapport cup/disc supérieur a 0,7

Ou une asymeétrie serait un facteur de risque de développer un glaucome.

Optic Cup Optic Disc

ZE

Figure 2. Représentation de la téte du nerf optique. D’apres Dr Al Bander.



La sclére constitue I'enveloppe protectrice de I'ceil et permet de maintenir sa forme et son
tonus. La sclere est perforée par la lame criblée qui permet aux fibres nerveuses et aux troncs
vasculaires un cheminement postérieur. La lame criblée est composée de plusieurs lamelles de
tissu conjonctif poreux composé de collagéne et d’élastine ou passent les fibres optiques. Il
s’agit d’'une zone jouant un rdle trophique avec la présence de cellules de la glie (astrocytes)
et de microvaisseaux. C'est aussi une zone de vulnérabilité anatomique majeure pour le nerf

optique ou des contraintes mécaniques peuvent s'exercer sur les fibres nerveuses.
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Figure 3. Représentation schématique du nerf optique. D'aprés le rapport sur le Glaucome de la

Société Francaise d'Ophtalmologie.
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Figure 4. Représentation de la lame criblée. D'apres le rapport sur le Glaucome de la Société

Frangaise d'Ophtalmologie.



Dans sa portion rétrolaminaire, le nerf optique voit apparaitre une myélinisation des axones
via les oligodendrocytes. Il est enveloppé par les gaines du systeme nerveux central, de
I'extérieur vers l'intérieur, la dure-mere, l'arachnoide et la pie-mere, avec le liquide
céphalorachidien entourant la pie-mére. Via le canal optique de I'os sphénoide, le nerf optique
pénetre la boite cranienne. Les axones vont plus ou moins décusser au niveau du chiasma
optique et vont se projeter sur les voies ipsilatérales ou controlatérales pour réaliser leur

synapse dans le corps géniculé latéral.

On sait d'ailleurs que des facteurs de croissance neuronaux essentiels sont transportés de
maniére rétrograde depuis les synapses intracérébrales vers corps cellulaires situés dans la

rétine interne, en plus du flux antérograde.

L'information est alors transmise a d'autres parties cérébrales notamment les cortex visuels

primaires et secondaires.

2. Définitions : un glaucome ou des glaucomes ?

Le glaucome est une neurodégénérescence caractérisée par I'apoptose des cellules
ganglionnaires. Il se traduit par une perte irréversible de fibres nerveuses sur le plan
anatomique. Il s‘agit d'un ensemble de maladies avec des mécanismes différents.

L'augmentation de la pression intraoculaire est souvent associée.

On différencie les glaucomes primaires ou secondaires, a angle ouvert ou fermé, a pression

intraoculaire normale ou élevée.

Dans les glaucomes a angle ouvert, on peut distinguer :



Le glaucome a angle ouvert primaire qui débute classiquement apres 50 ans. Il existe une
résistance a I'écoulement de I'humeur aqueuse. Il représente environ 70% de tous les

glaucomes. La forme dite juvénile, rare, débute entre 5 ans et 18 ans majoritairement.

Le glaucome a angle ouvert secondaire a une pathologie. On peut citer le glaucome
pseudoexfoliatif, le glaucome pigmentaire, le glaucome uvéitique, le glaucome cortisonique, le
glaucome post traumatique, le glaucome phacolytique, glaucome néovasculaire, le glaucome

lié a une pathologie tumorale etc ...

Le glaucome a pression normale : la pression intraoculaire est dans la norme. On suppose qu'il
est lié a une hypoperfusion des vaisseaux rétiniens et des tissus de soutien. Une hypotension

artérielle nocturne est souvent associée. Il est fréquent en Asie notamment au Japon.
Dans les glaucomes a angle fermé, on peut distinguer :

Le glaucome a angle fermé primaire qui se caractérise par un angle iridocornéen étroit, en lien
avec une anomalie anatomique idiopathique pouvant toucher l'iris, les corps ciliaires, le

cristallin.

Le glaucome a angle fermé secondaire qui peut étre en lien avec une sécclusion pupillaire, un
syndrome iridocornéen, une tumeur, une antéversion du cristallin pathologique, un syndrome

uvéal..

Enfin, il existe le glaucome congénital, débutant en général avant I'age de 3 ans. On observe
le plus souvent une malformation de I'angle iridocornéen. La plupart des cas sont sporadiques
mais il existe environ 30% de cas héréditaires par une transmission autosomique récessive. I
peut étre secondaire a des pathologies systématiques qui donnent des anomalies

iridocornéennes.



Il faut différencier une hypertonie oculaire simple d'un glaucome. En effet, le diagnostic de
glaucome nécessite par définition une hypertonie et une atteinte des cellules nerveuses
rétiniennes pouvant s'associer ou non a une atteinte fonctionnelle. On sait que 2 a 9% des

sujets hypertones seront menés a développer un glaucome par la suite (4).

Il faut également différencier les glaucomes des autres neuropathies optiques. En effet,
I'atrophie des nerfs optiques et |'atteinte du champ visuel peuvent étre retrouvés dans d'autres
pathologies. L'interrogatoire, le contexte, l'examen clinique documentant l|aspect de
I'excavation, la présence d'une paleur de la papille, une acuité visuelle abaissée, le champ
visuel et I'imagerie cérébrale permettent souvent d'évoquer les diagnostics différentiels. On
peut citer les neuropathies optiques inflammatoires, compressives, infiltratives, post radiques,

carcinomateuses, infectieuses et héréditaires.

Nous emploierons a présent le terme de glaucome pour parler du glaucome a angle ouvert

pour fluidifier nos propos.

3. Glaucome a angle ouvert

Le glaucome a angle ouvert est donc une neuropathie dégénérative caractérisée par une perte
des cellules ganglionnaires secondaire a une hypertonie oculaire et sans anomalie de I'angle
iridocornéen. On observe ainsi des modifications anatomiques de la téte du nerf optique avec
une majoration de I'excavation menant a terme a une disparition de I'anneau neurorétinien.
Sur le plan fonctionnel on observe une atteinte du champ visuel touchant d'abord la périphérie

avec une évolution centripéte. A long terme, on peut observer un champ visuel tubulaire qui
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peut par la suite étre lui-méme touché. L'acuité visuelle est longtemps conservée mais dans
les stades tardifs elle finit par s’effondrer, parfois brutalement. Du fait de l'absence de
symptomes aux stades précoces, c'est une maladie souvent diagnostiquée tardivement en

I"absence de suivi ophtalmologique.

3.1. Physiopathologie

3.1.1 Homéostasie de la pression intraoculaire

L'humeur aqueuse est produite en permanence par |'épithélium ciliaire situé au niveau de la
portion antérieure des corps ciliaires, médiée par le systéme sympathique via les nerfs ciliaires.
Sa composition differe de celle du plasma sanguin du fait de la présence d'une barriére hémato-

aqueuse et de transports cellulaires actifs ou passifs par diffusion.

L'humeur aqueuse est hypertonique et plus acide que le plasma, elle présente un exces en
acide ascorbique. Il existe un taux plus élevé en acide lactique et en ion chlore, tandis qu’on
observe un taux plus faible en sodium, bicarbonate, dioxyde de carbone et glucose par rapport
au plasma. L'humeur aqueuse joue un role majeur dans I'apport de protéines essentielles ou
I'élimination des produits du métabolisme, pour I'ensemble des structures intraoculaires du
segment antérieur, notamment pour les structures avasculaires comme la cornée ou encore le
cristallin. L'humeur aqueuse véhicule également un ensemble de chimiokines pouvant agir sur

les différents tissus.

La pression intraoculaire normale est en moyenne a 15 + 6 mmHg. L'homéostasie pressionnelle

est assurée par la régulation de I'humeur aqueuse, via sa sécrétion et son excrétion.

D'une part, il existe une sécrétion continue de I'humeur aqueuse suivant un rythme
nycthéméral, médiée par le systéme sympathique essentiellement. De nombreux facteurs

peuvent influencer son débit, notamment I'age, une inflammation locale des corps ciliaires, des
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agents pharmacologiques (bétabloquants, alpha-adrénergiques, inhibiteurs de I'anhydrase

carbonique, mannitol...) etc.

D’autre part, le drainage physiologique de I'humeur aqueuse s’effectue par deux voies, la voie

trabéculaire et la voie uvéosclérale, par gradient de pression.

La voie trabéculaire est la voie majoritaire, elle représente 70 a 90% du drainage. Elle
s'effectue via le trabéculum, tissu conjonctif lamellaire et lacunaire composé de collagene et
d’élastine et entouré de cellules endothéliales trabéculaires, situé a I'angle entre I'iris et la
cornée (I'angle iridocornéen). L'humeur aqueuse est ensuite évacuée dans le canal de
Schlemm, drain circulaire a I'arriere de la cornée, et rejoint la circulation générale via les veines
aqueuses. On sait que les pores du trabéculum peuvent se resserrer ou s’ouvrir en fonction de
certains stimuli pharmacologiques, en particulier adrénergiques. Ainsi on peut constater une
ouverture des pores par les agonistes des récepteurs béta-adrénergiques et des modifications
de la matrice extracellulaire par les prostaglandines. En effet, il existe une richesse en
microfilaments d'actine sur les membranes des cellules endothéliales trabéculaires, cette
protéine permet aux cellules de plus ou moins se rapprocher ou s'amarrer a la matrice
extracellulaire. Ainsi, le trabéculum est un tissu contractile et dynamique qui permet un
écoulement de I'humeur aqueuse par gradient de pression. Il existe également une action du

muscle ciliaire : sa contraction étire le trabéculum (5).

La voie uvéosclérale est la voie mineure, qui représente 10 a 30% du drainage. Elle est médiée
au travers des tissus du stroma irien et de la base du corps ciliaire jusqu'a l'espace
suprachoroidien. L'humeur aqueuse traverse ensuite directement la sclére via les espaces
périvasculaires puis est drainée par les vaisseaux lymphatiques de la conjonctive. Cette voie

diminue avec l'age.
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Figure 5. Voies d'élimination de I'hnumeur aqueuse. D'aprés « The cataractcourse.com ».

Des études ont montré que la sécrétion n’est pas augmentée dans les cas d’hypertonie oculaire

ou de glaucome, il s'agit majoritairement d’un ralentissement de I'excrétion (6).

3.1.2 Pathogénése

Plusieurs mécanismes seraient intriqués dans la physiopathogénie du glaucome a angle ouvert.

La neuropathie est précédée en général d'une élévation de la pression intraoculaire.

D’une part, il semblerait exister une mort cellulaire trabéculaire précoce chez les patients
atteints de glaucome. Ainsi les cellules endothéliales trabéculaires sont moins nombreuses par
rapport aux sujets sains, probablement du fait de modifications structurelles d'adhérence a la
matrice extra cellulaire et des jonctions serrées (7). On observe également dans le trabéculum
une majoration de fibroblastes activés, de macrocytes, de neutrophiles associés a des
cytokines pro inflammatoires IL-6, IL-1B, TNF-a, TGFB-1, responsables d'une dérégulation
endothéliale, d'une fibrose par épaississement de certaines fibres élastiques de collagéne et

un remodelement de la matrice extracellulaire occasionnant une obstruction progressive du
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trabéculum (5,8). Ces modifications anatomiques seraient responsables de I'augmentation de

résistance a I'écoulement de I'humeur aqueuse et donc de I'hypertonie.

La théorie biomécanique évoque un lien entre I'hypertonie, responsable d'une agression
mécanique sur les axones au sein de la lame criblée par compression, cisaillement ou torsion
ainsi qu’une hypoxie locale secondaire a une ischémie des capillaires de la téte du nerf optique,
de la lame criblée et de la rétine péripapillaire par hypoperfusion chronique ou spasme
vasculaire, menant a un stress cellulaire (9). En effet, il existerait des modifications
anatomiques tels qu’un collapsus des feuillets de la lame criblée avec un déplacement
postérieur, un remodelage histologique en lien avec l'altération des fibres d'élastine, des

modifications métaboliques et vasculaires survenant a un stade précoce du glaucome (10).

De plus, les éléments de soutien du tissu neuronal rétinien sont également atteints avec une
modification de la matrice extracellulaire, une activation astrocytaire, des cellules microgliales
et des cellules de Miller diminuant les facteurs neurotrophiques gliaux, menant a une
augmentation de facteurs neurotoxiques tels que, le Monoxyde d’azote (NO) ou encore le
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-o.), et majorant des contraintes mécaniques sur les cellules

ganglionnaires.

D'autre part, il a été démontré qu’on observe des anomalies structurales au sein des cellules
ganglionnaires notamment une perte de dendrites et donc une altération des synapses (11),
avec une modification des flux rétrogrades axonaux des principaux facteurs trophiques
neuronaux notamment le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) et le Nerve Growth
Factor (NGF). En effet, la plupart des facteurs neurotrophiques sont d’origine centrale et
viennent des synapses du corps géniculé latéral. Ces modifications structurales rendent les
cellules ganglionnaires plus sensibles au stress oxydant. Il a méme été démontré une perte de
cellules nerveuses dans le corps géniculé et le cortex cérébral, montrant que le glaucome est

une maladie neurodégénérative (12).
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De plus, I'hypoxie chronique serait responsable d'une dysfonction mitochondriale au sein des
cellules ganglionnaires, menant a une baisse de production énergétique et une majoration des

especes réactives a I'oxygéne (13,14).

La mitochondrie est une organelle essentielle a la survie cellulaire. Il en existe plusieurs
centaines par cellules, ce chiffre étant augmenté dans les cellules nécessitant une
consommation énergétique importante. La mitochondrie permet la production d’ATP, élément
clé du métabolisme énergétique cellulaire, lié a la dégradation oxydative du glucose et des
acides gras. La mitochondrie participe également aux voies de signalisation cellulaire assurant
le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire ou encore l'apoptose. Le métabolisme de la
mitochondrie serait donc altéré par I'hypoxie ou le stress mécanique, rendant la cellule
ganglionnaire plus fragile avec une diminution de I'apport énergétique cellulaire et d'autre part
des signaux pro-apoptotiques. La forte demande énergétique physiologique des cellules
ganglionnaires conduit également a la formation de déchets toxiques résultants du

métabolisme mitochondrial, les espéces réactives a I'oxygene.
L’ensemble de ces éléments concourent a une apoptose cellulaire des cellules ganglionnaires.

L'apoptose est un phénomene actif médié par deux voies principales : la voie mitochondriale
et la voie extrinseque. La voie intrinséque ou mitochondriale met en ceuvre une perméabilité
anormale de la membrane mitochondriale qui entraine une libération de facteurs pro
apoptotiques comme le Cytochrome c et I’AIF (Apoptosis-Inducing Factor) conduisant a la voie
des caspases. La voie extrinséque est médiée notamment par le TNF-a ou encore le FAS-Ligand

qui se fixent sur les récepteurs membranaires de la cellule.

En plus de ces éléments, d'autres facteurs pourraient exercer un role comme la suractivation

du systeme glutamatergique neurotoxique, I'augmentation des especes réactives a I'oxygene
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génératrices d'un stress oxydatif toxique pour les cellules, le différentiel de gradient au sein

de la lame criblée.

Ainsi, on peut affirmer que I'apoptose des cellules ganglionnaires serait liée au stress oxydatif,
a des altérations de la production énergétique via les mitochondries, un déficit en
neurotrophines et une modification des tissus de soutien soumis a de l'inflammation locale.
Cependant, nous n‘avons pas encore entierement élucidé I'ensemble de la cascade

physiopathologique (15).
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Figure 6. Modélisation des grands mécanismes pathogéniques. D'apres le rapport sur le Glaucome de

Ischémie

la Société Francaise d’Ophtalmologie.
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3.2. Facteurs de risque

Il s'agit d'une maladie multifactorielle dont tous les déterminismes ne sont pas encore connus.

Le principal facteur de risque est la pression intraoculaire (PIO). La PIO normale se situe entre
10 et 21 mmHg. Cependant certains facteurs peuvent minorer ou majorer la pression
intraoculaire. Par exemple, la PIO peut étre sous-évaluée par une cornée fine, un syndrome

sec ou étre surévaluée par une cornée épaisse, un exces de larme, un blépharospasme.

Un autre facteur de risque majeur est I'age. En effet, 90% des patients atteints de glaucome
ont plus de 55 ans. Dans les pays dits développés, le vieillissement démographique explique

pourquoi le nombre de patients est en forte augmentation.

L'origine ethnique constitue un facteur de risque important, en effet, les Afro-caribéens sont
les plus touchés. Les Hispaniques présentent également une prévalence plus importante que

les Européens et les Asiatiques.

L'hérédité constitue un autre facteur de risque. Cela suggere un déterminisme génétique
important. Plusieurs genes ont ainsi été associés au glaucome. Les formes autosomiques
dominantes sont toutefois tres rares et représentent moins de 5% des formes de glaucome,

seuls quatre genes ont été identifiés (GLC1A, GLC1E, GLC1G et GLC10).

La myopie, notamment forte, est souvent associée au glaucome. 11% des patients myopes
forts vont ainsi développer un glaucome. Cela pourrait s’expliquer par une augmentation des
contraintes mécaniques au niveau de la lame criblée et d’'une hypoxie locale du fait de

I"allongement du globe.

Il existe d'autres facteurs de risque tels que les facteurs de risque cardiovasculaire (diabete,
I'nypertension artérielle, I'apnée du sommeil), la prise de -corticoides, les facteurs

environnementaux comme les pesticides et I'alimentation (16).

17



3.3. Traitement

Le traitement vise a tenter d'atteindre et rester a une pression intraoculaire cible, calculée
pour chaque patient en fonction du stade initial de glaucome, de la progression, de la pression
intraoculaire initiale et de son espérance de vie. Il est impératif de préserver la qualité de vie
et la santé du patient avec le moins d’effets indésirables possible. L'arsenal thérapeutique
comprend d’une part, les traitements médicaux avec les collyres anti-glaucomateux. Il existe
quatre classes principales : les bétabloquants, les inhibiteurs de I'anhydrase carbonique, les
agonistes alpha-2-adrénergiques (réduisant la sécrétion d’humeur aqueuse) et les

prostaglandines (augmentant I'excrétion d’humeur aqueuse).

On peut ensuite citer les traitements par trabéculoplastie de I'angle iridocornéen par laser
Argon (ALT), par laser sélectif (SLT) ou laser micropulsé (MLT). IIs visent a remodeler le

trabéculum et faciliter I'évacuation de I'humeur aqueuse.

Et enfin nous pouvons citer les techniques chirurgicales. On peut les classifier par les
techniques peu invasives avec les MIGS (Minimally Invasive Glaucoma Surgery) dont la place
reste encore a définir et les techniques plus invasives dites filtrantes : la sclérectomie profonde

non perforante et la trabéculectomie.

Dans les cas de glaucome réfractaires, le cycloaffaiblissement par laser diode vise a diminuer
la production d’'humeur aqueuse en détruisant une partie des corps ciliaires. Il existe également

plusieurs systémes de valves et de drains.

3.4. Diagnostic et suivi

Le diagnostic de glaucome sera donné en consultation d’ophtalmologie aprés interrogatoire,

examen clinique et examens complémentaires.
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On s'aidera en premiere intention de la mesure de la pression intraoculaire. L'analyse
anatomique s’appuie sur la gonioscopie qui s'attache a vérifier I'ouverture et I'aspect de I'angle
iridocornéen et I'examen du segment antérieur pour rechercher des signes de glaucome
secondaire. Dans un second temps, l'aspect de la téte du nerf optique et les examens
complémentaires tels que les rétinophotos ou l'imagerie par Tomographie en Cohérence
Optique (OCT) peuvent étayer le diagnostic. Sur le plan fonctionnel, I'examen du champ visuel
automatisé des 24 degrés (zone ou se situe la majorité des cellules ganglionnaires rétiniennes)
est I'examen de référence. Il n'existe pas de relation linéaire entre I'atteinte structurelle et
fonctionnelle. Il faut savoir qu’on retrouve une atteinte fonctionnelle a partir de 30 a 50% de

perte de fibres optiques.

On peut classer les glaucomes en trois groupes de sévérité en fonction de I'atteinte du champ
visuel des 24 degrés centraux selon la classification de Hoddap-Parrish-Anderson : les
glaucomes peu séveres avec un MD supérieur a -6dB, les modérés avec un MD entre -6 et -
12dB et enfin les glaucomes sévéres avec un MD inférieur a -12dB. La déviation individuelle
(MD) est un indice calculé lors de la réalisation du champ visuel. Il s'agit de la différence entre

la sensibilité rétinienne du patient avec des témoins du méme age.

Cependant, prés de 50% des patients atteints de glaucome en France ne se savent pas atteints.
Cette méconnaissance du public s’explique par un début et une évolution insidieuse
asymptomatique. Un dépistage systématique doit avoir lieu pour diagnostiquer et traiter tot
les formes débutantes. Chez les patients traités, l'inobservance du traitement médical est
estimée a 50% du fait d’'oubli, de la non-compréhension de la maladie ou des effets secondaires
(sécheresse oculaire, sensation d'irritation, réaction allergique, rougeur conjonctivale, pousse

des cils, ...). 1l s'agit d'une maladie assez méconnue des patients eux-mémes (17).

Le suivi sera nécessairement régulier et sera réalisé au mieux deux fois par an une fois la

maladie stabilisée. L'ophtalmologue évaluera également la tolérance du traitement. Une fois le
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glaucome diagnostiqué, nombreux sont les patients qui vont se dégrader malgré une PIO cible

atteinte au bout de plusieurs années.

Il s'agit d'un véritable enjeu de société, en France on estime le nombre de patients atteints a
plus de 1 million (il évoluera a 1,5millions en 2025). On estime qu'il touche 2% de la population
apreés 40 ans et 10% de la population aprés 70 ans (18). Le cout direct annuel moyen par
patient est de plusieurs centaines d’euros par an (médicaments, hospitalisation, chirurgies,
consultations et examens complémentaires, transport, aides a domicile) et s'accroit en fonction
du stade de sévérité. Cependant, par le handicap et la dépendance, ce cout augmente et
s'éleve a plus de 10 000 euros par patients par an (16 000 euros par patients en moyenne en
Europe) (19). Cela équivaut a un co(it non négligeable pour la société. Enfin, cette maladie
aux stades séveres réduit significativement la qualité de vie des patients (dépendance, risque

de chutes, dépression, difficultés pour trouver un emploi, ...).

La recherche vise donc a développer plusieurs axes, notamment la compréhension de la
physiopathogénie, le développement de nouveaux traitements ou encore le développement de

traitements neuroprotecteurs.

4. Introduction métabolomique

4.1, Définitions

La métabolomique correspond a I'étude et la caractérisation de I'empreinte chimique retrouvée
a un instant donné et miroir de processus biologiques du métabolisme. Lindon et Nicholson la

définissent comme “le profilage systématique des métabolites et des voies métaboliques dans
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les organismes entiers par I'étude des biofilms et des tissus” permettant ainsi de définir I'état
physiologique ou pathologique d'une personne (20).

Les métabolites sont des petites molécules intermédiaires ou issues du métabolisme cellulaire
par catabolisme et/ou anabolisme comprenant les vitamines, les acides aminés, les alcools, les
glucides, les acides gras, les phospholipides, les antioxydants, .... Le métabolome est ainsi
I'ensemble des molécules de poids moléculaire inférieur a 1000 Daltons. Ainsi I'analyse
quantitative ou qualitative des métabolites, équivaut a une « signature métabolomique »
pouvant varier a I'échelle cellulaire, d'un organe ou a I'échelle intraindividuelle (en fonction de

I'état clinique, du moment de la journée) et a I'échelle interindividuelle.

Une autre notion, la métabonomique, étudie les modifications du métabolisme général des
organismes résultant de perturbation d'origine pathologique, génétique, nutritionnelle ou

toxique.

Les processus biologiques s'integrent dans une relation complexe entre génes, ARN, protéines
et métabolites. Les facteurs environnementaux modifient en permanence ces interactions.
Tandis que la génétique peut s'interpréter comme le programme initial de ce systeme, la
métabolomique s‘avere étre un instantané des interactions et processus cellulaires. On peut
aussi dire que les génes définissent ce qui pourrait arriver et les métabolites définissent ce qui
est arrivé. On peut ainsi définir et différencier un certain phénotype a plusieurs échelles

(cellulaire, tissulaire ou humaine).

La métabolique compléte donc les autres “omiques”, aprés I'étude des genes (génomique),
ARN messagers (transcriptomique) et des protéines (protéomique). La métabolomique serait
un meilleur reflet des phénotypes cellulaires, découlant des génes aprés une régulation post

transcriptionnelle médiée par I'environnement cellulaire.
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Cette approche scientifique n'est pas récente. Déja 4000 ans avant notre ére, les savants de
Chine se basaient sur I'étude de I'urine par le gout et I'odeur afin de porter le diagnostic de

diabéte.

Chance et Williams sont parmi les premiers a publier en 1955 une étude sur la métabolomique,

ils parleront de médecine individuelle dés les années 1956 (21).

La métabolomique se développe rapidement et devient populaire dans de plus en plus de
domaines de la santé, notamment I'oncologie, la pharmacologie, la toxicologie, la nutrition...
Ce n'est qu'avec I'avenement des banques de données que l'on observe une croissance
exponentielle des recherches. Des bases de données spécialisées telles que Human
Metabolome Database (HMDB), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), METLIN
database etc... permettent de répertorier et de partager une grande partie du génome, du
transcriptome, protéinome et du métabolome. Beaucoup de métabolites restent encore a
découvrir. Wishart estime que le nombre de métabolites dans le corps avoisine un million (22).

La base de données HMDB en répertorie 132 000 caractérisés actuellement.

Devant de nombreux enjeux de société tels que le cancer, le diabéte, la démence, les maladies
cardiovasculaires, la pollution etc., cette branche de la science vise a comprendre la
physiopathologie et les interactions entre la génétique et I'environnement. Cette approche
permet également de mieux comprendre certaines interactions intracellulaires et la régulation

des voies métaboliques.

Les progrés dans ce domaine pourraient a long terme aider a développer des molécules ciblant
précisément certains processus cellulaires, améliorer le dépistage, le suivi, la classification ou

encore le traitement de maladies chroniques ou tumorales.

22



4.2. Méthodologie en métabolomique

Dans |'approche métabolomique, deux types d'études sont possibles, les études ciblées et les

études non ciblées (23).

Les études non ciblées sont réalisées pour générer une hypothése comme comprendre des
différences de signature métabolique entre deux cohortes de patients. Le but est de détecter
le maximum de métabolites dans I'échantillon. Les études ciblées, elles, se concentrent sur un
faible nombre de métabolites, cette méthode permet de vérifier des hypothéses, comme la
compréhension d'une voie métabolique ou d'interactions intracellulaires ou intercellulaires, elle

est ainsi plus précise.

Dans les études cliniques, le métabolome est trés variable et dépend de plusieurs facteurs :
comorbidités, médicaments, age, régime alimentaire, tissu étudié, etc. Plusieurs échantillons
sont disponibles pour les analyses métabolomiques : sang, plasma, liquide cérébrospinal,
urines, selles, larmes ou encore humeur aqueuse notamment en ophtalmologie. La préparation
des échantillons vise a préparer le tissu pour une extraction des métabolites et a arréter toute
activité métabolique. Les méthodes les plus fréquentes sont la spectrométrie de masse (MS)
et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire haute résolution (Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy High Resolution, NMR HR) couplées a la chromatographie en phase

gazeuse (Gaz Chromatography) ou liquide (Liquid Chromatography).

La chromatographie en phase liquide est une technique de séparation et d'analyse des
composants d'un mélange en utilisant une phase mobile liquide (solvant ou éluant) qui traverse
une phase stationnaire. Cette méthode repose sur les différentes interactions entre les
différents composants de I’échantillon avec la phase mobile en fonction de la polarité, du poids

moléculaire et de leurs propriétés chimiques. Dans un premier temps, la préparation consiste
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a dissoudre I'échantillon. Une colonne avec la phase stationnaire est ensuite montée.
L'échantillon est mélangé avec la phase mobile. La phase mobile (solvant) traverse ensuite la
phase stationnaire et transporte les composants de I'échantillon. Les différents composants
sont ensuite détectés puis analysés. C'est donc une technique qui permet de séparer, identifier

et quantifier les différents composants de |'échantillon.

M
P Détecteur

Pompe Phase stationnaire
(colonne)

4 (=]
i vl

Phase mobile N

Séparation

Vue d'ensemble de la HPLC

Figure 7. Schéma du principe de chromatographie. D'aprés « microbiologieclinique.fr »

Le principe de base de la spectrométrie de masse consiste a convertir une molécule en ions
chargés dans un premier temps (ionisation). Cela nécessite souvent une destruction du tissu
étudié. La molécule subit ensuite une accélération dans un champ électrique. Les ions sont
séparés en fonction de leur rapport masse sur charge (m/Z). Ces ions sont ensuite repérés par
un détecteur qui mesure le signal en fonction du rapport masse/charge (m/Z). Les données
recueillies génerent un spectre de masse. Le spectre de masse est ensuite analysé pour
identifier les molécules et déterminer leur quantité grace aux bases de données existantes et
aux algorithmes d’identification. La spectrométrie de masse est ultra-sensible et permet de
détecter un grand nombre de métabolites notamment dans les études ciblées. Cette technique

est souvent associée a la chromatographie.
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Structure de principe d'un spectrométre de masse dans un spectre de rapports m/z
(spectre de masse)

Figure 8. Schéma du principe de la spectrométrie de masse. D'aprés Mr JF Perrin.

Le principe de base de la spectroscopie repose sur l'interaction entre la matiére et le
rayonnement électromagnétique (généralement de la lumiere visible, infrarouge, ultraviolet,
micro-ondes, ou des rayons X). Lorsque la lumiére traverse ou interagit avec un échantillon,
certaines longueurs d'onde spécifiques sont absorbées, émises ou diffusées par les molécules
présentes dans I'échantillon. La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est
une technique particuliére qui utilise le champ magnétique pour étudier l'interaction entre les
noyaux atomiques et les ondes. Elle permet une analyse quantitative, est plus reproductible
et ne détruit pas les tissus. Cette technique est plus rapide mais est moins sensible que la
spectrométrie de masse et requiert de grands volumes d'échantillons. La spectroscopie est
plus rapide et permet de détecter une centaine de métabolites par jour versus la spectrométrie

de masse qui peut détecter plusieurs centaines métabolites mais est plus lente.

Cependant, la complexité de préparation, le prix et le large volume de données résultant de
ces analyses nécessitant un temps incompressible pour traduire ces données en informations

analysables et identifier les métabolites, constituent un frein a une pratique courante.

La validation de ces études est aussi limitée a la taille des échantillons, le manque d'évaluation

a long terme ou de standardisation des procédés.
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A l'avenir, certains métabolites détectés pourraient étre utilisés comme biomarqueurs pour
définir un état pathologique, pour le dépistage, le suivi, la prédiction de la réponse au

traitement et prédire certains effets indésirables de certains médicaments.

En ophtalmologie, plusieurs études ont été menées dans différents domaines (23).

On peut citer les exemples de Santiago et al. qui ont étudié les modifications métaboliques
intrarétiniennes dans un modele de diabéte chez le Rat (24), Li et al. qui ont étudié le vitré
chez des patients présentant des proliférations vitréorétiniennes ou des décollements de rétine
(25), des études chez des patients présentant des uvéites (26) ou encore une DMLA (27). Risa
et al. ont étudié I'effet des brulures chimiques basiques sur les yeux de rats. Cette étude

confirmait I'intérét d'un traitement par vitamine C dans les brulures chez I'homme (28).

La métabolomique dans le cadre du glaucome est en plein essor. La découverte de marqueurs
biologiques pourrait permettre de mieux détecter a des stades précoces la maladie, de détecter

les patients non répondeurs rapidement voire de cibler de nouvelles thérapies.

4.3. Contexte dans le service

Des études précédentes dans le service ont été menées avec nos collections biologiques de
tissus (sang et humeur aqueuse essentiellement) de patients suivis en ophtalmologie au CHU

d’Angers.

Goncalves et al. ont montré que la diminution de la vitamine 250HD sérique est associée a la
présence de glaucome a angle ouvert mais que la baisse n'est pas corrélée a la sévérité du

glaucome (29).
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Mace et al. ont recherché un lien entre vitamine D dans I'humeur aqueuse et glaucome, les
données de la littérature étant contradictoires. Il n'a pas été retrouvé de corrélation entre la
baisse de vitamine D et le glaucome. L'étude était cependant limitée par la taille des

échantillons (30).

Buisset et al. ont comparé les profils métaboliques de I'humeur aqueuse de 26 patients
présentant une glaucome a angle ouvert versus 26 patients témoins. 23 métabolites ont été
identifiés dont 13 étaient significativement différents. Les résultats suggérent une altération
des métabolites impliqués dans I'osmoprotection (taurine et créatinine), la neuroprotection
(spermine, taurine, carnitine), le métabolisme des acides aminés (7 acides aminés et trois
acylcarnitines) et le remodelage des membranes cellulaires drainés par I'humeur aqueuse

(hydroxyproline et phospholipides) (31).

Leruez et al. ont recherché la signature métabolique des syndromes pseudoexfoliatifs qui sont
la seconde cause de glaucome secondaire a angle ouvert, en comparant 18 patients malades
versus 18 témoins présentant une cataracte. Sur un total de 151 métabolites détectés, 16
étaient significativement modifiés. On notait une augmentation en dérivés de la carnitine
(octanoyl-carnitine décanoyl-carnitine), les acides aminés a branche (isoleucine, leucine,
valine), et la tyrosine, tandis que |'on observait une diminution des concentrations de
spermidine, spermine et de leur précurseur I'acétylornithine. A noter que le profil métabolique
rejoignait en partie celui de I'insulinorésistance bien qu' aucun lien entre la pseudoexfoliation
et I'insulinorésistance n'ait été établi (32).

Dans un autre article publié par Leruez et al., la comparaison du plasma de 36 patients
souffrant de glaucome a angle ouvert versus 27 témoins souffrant de cataracte a montré une
signature métabolomique liée a une accumulation de substrats énergétiques mitochondriaux
(hexoses, acylcarnitines de chaines courtes et moyennes) avec des marqueurs de sénescence

(augmentation des phosphatidylcholines et diminution spermine, spermidine, acyl-carnitines
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de chaines longues). La présence de ces biomarqueurs renforcait les hypothéses d'un

dysfonctionnement mitochondrial participant a la physiopathologie du glaucome (33).

Kouassi et al. ont étudié le profil métabolomique chez 30 patients glaucomateux et 30 témoins.
Il a été identifié 9 métabolites significativement différents entre les groupes. On observait une
diminution des concentrations de nicotinamide, hypoxanthine, xanthine, 1-méthyl-6,7-
dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline et une augmentation N-acétyl-L-Leucine, arginine,
RAC-glycérol 1-myristate, 1-oléoyl-RAC-glycérol, cystathionine. Les modifications touchant le

nicotinamide, la N-acétyl-L-Leucine, et I'arginine étaient les plus discriminantes (34).

Une autre étude menée par Kouassi et al. a montré une diminution du taux de nicotinamide

sérique chez les patients souffrant d’un glaucome a angle ouvert (35).

4.4. Revue de la littérature des études concernant le glaucome a angle
ouvert.

De nombreuses études sur le sujet sont disponibles dans la littérature.

Une revue de la littérature a été réalisée sur des études animales (avec glaucome
génétiquement programmé ou induction d’'un modéle de glaucome) et des études cliniques.
On y retrouve différents échantillons constitués de sérum, plasma, humeur aqueuse, larmes,
vitré, tissu neuronal et nerf optique (36), avec différentes techniques mélant la spectroscopie
avec chromatographie et la spectroscopie NMR. A été étudié en majorité le glaucome chronique
a angle ouvert mais d'autres glaucomes a angle ouverts sont aussi étudiés. On s'intéresse
parfois uniqguement a un métabolite ou au contraire a découvrir un profil métabolique

spécifique.
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4.4.1. Lipides

On retrouve une altération des phospholipides dans le sang (37,38), le trabéculum (39) ou
I'hnumeur aqueuse (40-42) des patients glaucomateux. On observe une altération également
des sphingophospholipides, plus particulierement des sphingomyélines, dans le sérum ou

I'humeur aqueuse (37,38,43-45).

On observe une altération des lipides en général phospholipides, triglycérides et cholestéryl
esters (40,46,47). Les études sont controversées avec une association inverse parfois (48).
Une revue montre qu’une hyperlipidémie est fortement associée a glaucome (49) ainsi que les
facteurs de risque cardiovasculaires (50). Les triglycérides semblent particulierement touchés

(37) (51).

4.4.2. Stress oxydatif

De nombreuses études ont montré un lien entre le stress oxydant intracellulaire et le glaucome,
on peut observer une hausse des métabolites issus de I'oxydation des acides gras (52) et une

réduction des capacités antioxydante cellulaire et parfois un ADN plus altéré (43,53-58).

Dans certaines études les auteurs montrent que certains métabolites peuvent directement

influencer I'écoulement de I'humeur aqueuse (59).

Tanito et al. ont montré un lien entre la réduction de capacité de réponse au stress oxydatif et
dégradation champ visuel et élévation de la PIO chez 200 patients atteints de glaucome (60).
Deux autres études montrent une diminution des capacités de réduction antioxydante qui influe
sur la PIO chez patients atteints de glaucome a angle ouvert et de glaucome pseudoexfoliatif

(61,62).
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4.4.3. Vitamines

Une méta analyse entre vitamines et glaucome montre que les vitamines A et C semblent
protéger du glaucome (63). Apres étude du régime alimentaire, la prise de fer et de sélénium
pourrait étre associée au glaucome tandis que le glutathione et les nitrites contenus dans les

végétaux verts pourraient étre protecteurs (64).

Le lien avec la vitamine D est ambigu. Les études sont parfois contradictoires et ne retrouvent
pas toujours d'association (64). Cependant I'ensemble des données montre que le vitamine D
dans I'humeur aqueuse ou le sang est inversement associé a une majoration du risque de

développer un glaucome (47) (43) (65-69).

Une étude montre que le métabolisme de la vitamine C fait partie de la régulation de la pression
oculaire et est inversement proportionnel a la PIO. La vitamine C est présente a forte dose
dans I'humeur aqueuse et ferait partie des premiers métabolites régulateurs du stress oxydatifs

(70,71).

4.4.4 Dysfonction mitochondriale

Il existe une dysfonction mitochondriale en lien avec la sévérité du glaucome menant a une
baisse des acides aminés nécessaires aux voies métaboliques de base et donc une baisse de
la fourniture énergétique. On peut citer par la exemple la voie de I'acylcarnitine (37). Ces

changements se produisent secondairement au stress oxydatif (13,72,73).

4.4. 5. Nicotinamide

Le Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) est un élément clé du métabolisme mitochondrial.
Ce métabolite est essentiel pour le fonctionnement cellulaire du fait de sa participation a la

fabrication d’ATP, la protection contre les radicaux libres, la réparation de I'ADN. C'est
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également un inducteur enzymatique. Chez les mammiferes, la production de NAD est possible
via trois voies : de novo a partir du Tryptophane, du métabolisme de la niacine (ou vitamine

B3) et par le nicotinamide et sa voie accessoire avec la Nicotinamide Ribosine.

On sait que les niveaux de NAD déclinent avec I'age, cette perte serait donc un facteur de
vulnérabilité des cellules ganglionnaires (74). En effet les cellules ganglionnaires font face a
un stress métabolique avec une déplétion en métabolites clés, qui les contraint a utiliser la
voie du métabolisme des acides gras. L'oxydation des acides gras peut augmenter la formation
de radicaux libres et avoir un effet néfaste a long terme. Plusieurs études montrent que le
nicotinamide est neuroprotecteur et augmente I'activité des cellules ganglionnaires en

améliorant le métabolisme mitochondrial et est sir en termes d’effets secondaires (14,75-80).

Chez I'homme, un essai randomisé en double aveugle montre que I'adjonction en nicotinamide
et en pyruvate améliore les performances lors de la réalisation du champ visuel a court de
terme de patients suivis pour un glaucome modéré (81). Une autre étude dans un essai en
double aveugle randomisé, montre que la supplémentation en nicotinamide pendant six
semaines améliore les fonctions visuelles de la rétine interne chez des patients atteints, en
s'appuyant sur I'électrophysiologie et le champ visuel (82). Une étude randomisée est en cours
pour vérifier si I'administration de Nicotinamide diminue la perte en fibres nerveuses chez des

patients atteints de glaucome (83).

4.4.6. Acides aminés

En réalisant des méta analyses, les principales voies métaboliques altérées seraient les voies
de I'arginine et la glycine. On note fréquemment une diminution des acylcarnitines (marqueurs

de dysfonctionnement mitochondrial), une diminution de la spermidine, spermine, créatine
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(role dans la neuroprotection) et une augmentation du glutamate qui est neurotoxique

(37,38,43,47,84,85).

Le glaucome a angle ouvert est une neuropathie dont nous ne maitrisons pas encore
totalement la physiopathologie. Cette étude est dans la continuité de celles déja réalisées dans
le service en partant des postulats relevés par Kouassi et al., Leruez et al. et Buisset et al.. Il
avait été retrouvé une signature métabolomique chez les patients glaucomateux. De plus, on
retrouvait un taux sanguin de nicotinamide plus bas chez les patients atteints. Ce travail vise

a vérifier ces hypothéses et apporter de nouveaux éléments.

Suite a ces travaux réalisés sur des cohortes de patients glaucomateux sans distinction de leur
gravité, le présent travail vise a déterminer s'il existe des différences de concentration en
nicotinamide sanguin et de profil métabolique entre les différents stades du glaucome, en

comparaison avec une population témoin.
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METHODES

1. Population étudiée

Il s'agit d'une étude rétrospective sur collection biologique réalisée au CHU d’Angers au sein
du service d'Ophtalmologie avec autorisation de CPP (N° DC-2016-27000 et AC-2016-2799)
respectant les principes éthiques de la convention d’Helsinki. Un consentement écrit et oral a
été recueilli systématiquement pour chaque patient avant inclusion. Une lettre d’information a
été donnée pour expliquer les objectifs de la biocollection. Les prélevements ont eu lieu le
matin a jeun entre octobre 2020 et mai 2023. Nous avons recruté 68 patients atteints de
glaucome chronique a angle ouvert et 23 patients témoins atteints de cataracte au sein du
service d’Ophtalmologie au CHU d’Angers. Un interrogatoire, recueillant les traitements
généraux et locaux ainsi que les antécédents, a tout d'abord été réalisé chez tous les
participants. Dans un second temps, a été conduit un examen ophtalmologique comprenant
I"évaluation de I'acuité visuelle avec échelle décimale de Monoyer (convertie en logMAR pour
I'analyse), I'examen a la lampe a fente, une tonométrie de Goldmann et I'examen du fond
d'eeil. Les sujets atteints de glaucome ont également bénéficié d’'une tomographie par
cohérence optique (OCT, Cirrus device, Carl Zeiss Meditech, Dublin, CA) et un champ visuel
automatisé 24.2 (Humphrey field analyser, Carl Zeiss, Dublin, CA). Le diagnostic de glaucome
a été basé sur les critéres suivants : une PIO > 21mmHg, un déficit focal ou diffus a I'OCT
papillaire, une excavation papillaire avec un rapport cup/disc supérieur ou égal a 0,7, une
chambre antérieure profonde, une absence d'argument pour un glaucome secondaire et autres
pathologies ophtalmologiques. Le diagnostic de cataracte était quant a lui posé a l'aide de

I'examen a la lampe a fente.
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Les cas de glaucomes ont été séparés en glaucome mineurs et modérés et en glaucome séveres
en prenant en compte les valeurs de la déviation moyenne (MD). Pour les glaucomes mineurs,
la valeur absolue était inférieure a 6dB, pour les glaucomes modérés, la valeur absolue était
comprise entre 6 et 12 dB, et pour les glaucomes séveres, la valeur absolue était supérieure
a 12 dB; selon le critere de Hoddap-Parrish-Anderson. Les indices de fiabilité retenus étaient
un taux de faux positif et faux négatif inférieur a 15% et une perte de fixation inférieure a

20%.

Les témoins ont été sélectionnés avec les critéres d'inclusion suivants : présence d'une
cataracte lors de I'examen pré-opératoire, pression intraoculaire normale, et I'absence de signe
de glaucome chronique a angle ouvert et aucune autre pathologie rétinienne. Les critéres de
non-inclusion étaient I'antécédent de glaucome ou toute autre pathologie ophtalmologique ou
neuropathie optique. Une patiente du groupe témoin a été exclue car elle prenait un traitement

hypotonisant.

Les tableaux 1 et tableau 2 reprennent les principales caractéristiques des différentes
populations étudiées. Le résultat était considéré comme significatif avec une p value inférieure
a 0.05. On n’observait pas de différence significative en comparant I'age, le sexe ratio, les
comorbidités (hypertension, dyslipidémie, diabete, dysthyroidie, etc..).

Le tableau 3 reprend les différences entre les groupes de sévérité de glaucome. On observe
de maniere non surprenante que chez les glaucomes séveres, I'acuité visuelle, le RNFL et le
MD étaient plus bas. La proportion de patients opérés était également significativement plus
haute chez les glaucomes sévéres par rapport aux autres glaucomes. On observait plus de
patients sous monothérapie chez les glaucomes mineurs a modérés et notamment plus de

bétabloguants.
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Le tableau 4 compare les glaucomes séveres et les témoins. L'acuité visuelle n'était pas
différente chez les glaucomes séveres par rapport aux témoins probablement du fait qu'ils
présentent plus ou moins une cataracte. La PIO n’était pas non plus différente statistiquement

entre les groupes.

Glaucomes Témoins p value
(n=68) (n=23)
Age moyen 74 71 0,25
Femmes % 43 (29) 52 (12) 0,42
Acuité visuelle +0,07 +0,1 0,10
(LogMAR)
PIO moyenne 14 15 0,46
(mmHg)
Pachymétrie 527 -
moyenne (pum)
RNFL moyen (pm) 68 -
MD moyen (en dB) -6,34 -
Groupe
Glaucome mineur a 59 (40) -
modéré %
Glaucome sévére % 34 (23) -
Traitements % 91 (62)
Béta bloquant 66 (45) -
Analogues des 80 (55) -
Prostaglandines
Alpha-2 7 (5) -
adrénergique
Inhibiteur de 20 (14) -
I'anhydrase
carbonique
Laser 45 (31) -
Chirurgie 41 (28) -
Monothérapie 28 (19) -
Bithérapie 4 (28) -
Trithérapie 17 (12) -
Quadrithérapie 3(2) -

Indice de Masse Corporelle (IMC), Acuité visuelle moyenne (AV), Retinal Nerve Fiber Layer (RNFL), Pression
intraoculaire (PIO), Mean Deviation (MD). Collyres hypotonisants : Béta bloquants (BB), Analogues de
Prostaglandines, Inhibiteurs de I'anhydrase carbonique (IAC), Analogues alpha 2 adrénergiques. Laser : Selective
Laser trabeculoplasty (SLT) et/ou laser cyclodiode. Chirurgie : trabéculectomie ou MIGS. Occlusion veineuse :
occlusion de branche veineuse ou occlusion de veine centrale de rétine.

Tableau 1. Caractéristiques de I'examen ophtalmologique des patients glaucomateux versus les

témoins
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Glaucomes Témoins p value
(n=68) (n=23)

Age moyen 74 71 0,25
Femmes % 43 (29) 52 (12) 0,42
IMC moyen 24 25 0,55
(kg/m?)
Diabéte % 6 (4) 0 0,23
Hypertension % 48 (33) 43 (10) 0,67
Dyslipidémie % 34 (23) 35 (8) 0,93
Dysthyroidie % 1(1) 8(2) 0,42
Traitement 48 (33) 43 (10) 0,67
antihypertenseur
%
Statines/Fibrates % 34 (23) 33 (8) 0,93
Antiagrégants 29 (20) 22 (5) 0,48
plaquettaires %
Antidiabétiques 6 (4) 0 0,23
oraux %
Insuline % 0 0 -
Corticoides % 0 0 -

Tableau 2. Caractéristiques démographiques et comorbidités des patients glaucomateux versus les

témoins
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Glaucomes Mineurs Glaucomes p value
a Modérés Séveres
(n = 40) (n=23)

Age moyen 74 76 0,40
Femmes % 45 (18) 3(7) 0,26
IMC moyen 25,8 23,6 0,58
(kg/m?)
PIO moyenne 15 13,5 0,05
(mmHg)
MD moyen (dB) -2 -13,5 <0.001*
RNFL moyen (pm) 73 59 <0.001*
Acuité visuelle +0,045 +0,1 0,04*
(LogMAR)
Comorbidités %
Diabete 5(2) 9(2) 0,56
Hypertension 48 (21) 49 (11) 0,72
artérielle
Dyslipidémie 33 (13) 35(9) 0,60
Dysthyroidie 0 4(1) 0,18
Traitements
ophtalmologiques
Traitement local % 90 (36) 96 (22) 0,42
Monothérapie 65 (15) 13 (3) 0,04*
Bithérapie 61 (14) 47 (11) 0,32
Trithérapie 21 (5) 3(7) 0,08
Quadrithérapie 8(2) 0 0,28
Famille des
hypotonisants %
Béta bloquant 57 (23) 82 (19) 0,04*
Analogues de 80(32) 82 (19) 0,80
Prostaglandines
Inhibiteur de 20 (8) 26 (6) 0,58
I'anhydrase
carbonique
Alpha-2 7 (3) 8(2) 0,87
adrénergique
Laser % 40 (16) 61 (14) 0,11
Chirurgie % 23 (9) 74 (17) <0.001*
Occlusion veineuse 5(2) 4(1) 0,91

%

*significativité statistique
Indice de Masse Corporelle (IMC), Acuité visuelle moyenne (AV), Retinal Nerve Fiber Layer (RNFL), Pression
intraoculaire (PIO), Mean Deviation (MD). Collyres hypotonisants : Béta bloquants (BB), Analogues de
Prostaglandines, Inhibiteurs de I'anhydrase carbonique (IAC), Analogues alpha 2 adrénergiques. Laser :
Selective Laser trabeculoplasty (SLT) et/ou laser cyclodiode. Chirurgie : trabéculectomie ou MIGS.

Occlusion veineuse : occlusion de branche veineuse ou occlusion de veine centrale de rétine.

Tableau 3. Comparaison des données démographiques, des comorbidités et des antécédents

ophtalmologiques entre les groupes de glaucome mineurs a modérés versus les glaucomes séveéres.
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Glaucomes Séveres Témoins p value
(n=23) (n=23)

Age moyen 76 71 0,16
Femmes % 30 (7) 54 (13) 0,07
Acuité visuelle +0.11 +0.10 0,80
(LogMAR)
PIO (mmHg) 13.50 15 0,07
IMC moyen (kg/m?) 23,6 25 0,72
Diabéte % 9(2) 0 0,15
Hypertension % 49 (11) 43 (10) 0,77
Dyslipidémie % 35 (9) 35 (8) 0,76
Dysthyroidie % 4(1) 8(2) 0,55
Traitements 49 (11) 43 (10) 0,77
antihypertenseur %
Statines/fibrates % 35 (9) 35 (8) 0,76
Antiagrégants 35 (8) 22 (5) 0,33
plaquettaires %
Antidiabétiques 9(2) 0 0,15
oraux %
Insuline % 0 0 -
Corticoides % 0 0 -

Tableau 4 : Caractéristiques démographiques et des comorbidités entre les groupes de glaucomes

séveres et de patients témoins.

2. Méthode de dosage du nicotinamide et du 1-méthylnicotinamide

Dans le but de doserdans le plasma le nicotinamide et de son métabolite, le 1-
méthylnicotinamide, une méthode chromatographique en phase liquide couplée a un
spectrométre de masse en tandem (LC-MS/MS) a été développée et validée. Ceci a permis
d'associer le pouvoir de séparation d'une HPLC (high pression liquid chromatography) Agilent
1200 a la sensibilité et sélectivité du spectrométre de masse Qtrap 5500 de la société Sciex.

Les essais de faisabilité sur les échantillons biologiques ont permis d’optimiser la méthode
d’extraction et de déterminer une gamme de concentration de travail. Brievement, les
protéines présentes dans 30 pl de plasma fortifié avec 10 yL d’étalon interne a 10 pg/ml ont

été précipitées avec un mélange méthanol/eau (95/5, volume final = 1 mL). Apres une forte

38



agitation, les échantillons ont été centrifugés a 14000 RPM pendant 10 min a 4°C. Le
surnageant ainsi obtenu a été évaporé a température ambiante avant d’étre repris dans 300
UL de phase mobile (90% acétonitrile et 10% d’eau) pour étre analysé.

Pour cela, une colonne HILIC de la société Phenomenex (Kinetex 1.7 ym, 50 mm x 2.10 mm,
100 A), dont la particularité est de retenir les molécules polaires, a été choisie. Le nicotinamide,
le 1-méthylnicotinamide et les étalons internes ont ensuite été élués avec un gradient a 400
HL/min qui est passé progressivement de 90% d'acétonitrile et 10% d’eau ultrapure a 30 %
d'acétonitrile et 70% d’eau ultrapure. Pour favoriser I'ionisation des molécules et optimiser le
pH d’élution, la phase mobile a été complétée avec 100 mM de formiate d'ammonium et 0.2%
d’acide formique.

Les molécules ont ensuite été ionisées par un électrospray (EI) travaillant en mode positif et
détectées en utilisant le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Dans ce cas l'ion parent,
par exemple le nicotinamide sous sa forme protoné suite a I'ionisation (123.055 Daltons), est
dans un premier temps sélectionné, ensuite fragmentée (a 30 volts) et la quantification se fait
sur I'un de ces ions caractéristique (80.05 Daltons). Dans le tableau ci-dessus sont résumés
les transitions d'intéréts avec les énergies de collision (CE). Les résultats ont été dans un
premier temps analysé par le logiciel de chez Sciex, Analyst 1.7, et ensuite transposés dans

un tableur Excel.

ID Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) CE (volts)
Nicotinamide 123.055 80.05 30
1-CH3-nicotinamide 137.071 78.034 35
Nicotinamide d4 127.080 84.075 25
N-Methyl-C13D4-nicotinamide 141.090 110.060 25

Tableau 5. Masse et voltage par composant. CE = Collision Energy.
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Afin de doser de facon fiable le nicotinamide et le 1-méthylnicotinamide, une gamme de
calibration en 7 points (incluant le point 0) a été réalisée dans le méthanol, pour ensuite diluer
30 YL de chaque point avec 10 L d'étalon interne dans 300 pL de phase mobile (volume final).
Il a été choisi de travailler directement avec la phase mobile car a notre connaissance il n‘existe
pas de plasma déplété en nicotinamide ou en 1-méthylnicotinamide. Les points de calibration
permettent, en corrélant le signal obtenu par la molécule et son étalon interne a la quantité
connue, d'établir une droite et ainsi de quantifier précisément la concentration dans des
échantillons d'intérét.

Le dosage du nicotinamide a ainsi pu étre validé sur 7 jours pour une gamme de linéarité allant
de 2 ng/mL a 40 ng/ml. Plus précisément, chaque jour une nouvelle gamme de calibration a
été réalisée et validée via I'utilisation de controles qualité a trois concentrations différentes
(QC bas, moyen et haut a 6, 12 et 24 ng/ml respectivement) (Figure 9). Ceci a permis entre
autre de valider certains parametres dont la sélectivité (détection da la molécule dans les
blancs), la pureté de I'étalon interne (détection de la molécule dans le point 0 inférieure a 5%
de I'EI), la limite de détection (LOD), La limite de quantification (LOQ) et la limite basse de
quantification (LLOQ) avec sa répétabilité et son exactitude vérifiées, ainsi que le rendement
d’extraction, I'exactitude, la répétabilité et la fidélité intermédiaire pour les 3 niveaux de QC et
I'effet matrice (tableau 6). La stabilité du nicotinamide aux 3 concentrations QC a pu étre
vérifiée aprés 4 cycles de congélation/décongélation, aprés 1 mois de conservation a -20°C,

apres 30h dans le passeur d'échantillons a 4°C et 1h a température ambiante.
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Figure 9. Résumé des points de droite de calibration obtenus au cours des 7 jours de validation pour

le nicotinamide. La pente, I'ordonnée a l'origine et le r2 sont indiqués.

L . LLO C Bas C Moyen C Haut
Nicotinamide (2 ng/?nl) ((?ng/ml) (?2 ng/yml) (§1 ng/ml)
Répétabilité 13.6% (<25%) 3.3% (<20%) | 5.3% (<15%) 3.8% (<15%)

Exactitude 6.0% (<25%) @ 3.9% (<20%) @ 3.4% (<15%) % (<15%)

Fidélité intermédiaire 11.8% (<20%)  10.7% (<15%) 8.5% (15%)
Rendement d’extraction 84.7% 85.9% 82.2%
Effet matrice 11.7%
LOD 0.66 ng/ml
LOQ 2 ng/ml

Tableau 6 : Parameétres de validation pour le nicotinamide.

Les mémes paramétres sont en cours de validation pour la 1-méthylnicotinamide qui,
contrairement au nicotinamide, ne dispose pas d’EI équivalent deutéré a ce jour. Seule I'aire
du 1-méthylnicotinamide a été prise en compte car le N-Méthyl-C13D4-nicotinamide, avec des
propriétés physico chimiques différentes, s'est montré un bon indicateur pour les parameétres
intra-jours mais pas inter-jours. Le dosage a pu étre validé sur 7 jours pour une gamme de
linéarité allant de 5 ng/ml a 100 ng/ml. Plus précisément, chaque jour une nouvelle gamme
de calibration a été réalisée et validée via |'utilisation de controles qualité a trois concentrations
différentes (QC bas, moyen et haut a 15, 30 et 60 ng/ml respectivement) (Figure 10). Ceci a

permis entre autres de valider certains parametres dont la sélectivité (détection da la molécule

41



dans les blancs), la LOD, LOQ, la LLOQ avec sa répétabilité et son exactitude vérifiées,

I'exactitude, la répétabilité et la fidélité intermédiaire pour les 3 niveaux de QC (tableau 7).

Reste a déterminer I'effet matrice.

1-Methylnicotinamide
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Figure 10. Résumé des points de droite de calibration obtenus au cours des 7 jours de validation pour

le 1-méthylnicotinamide. La pente, I'ordonnée a I'origine et le r2 sont indiqués.

_ L . LLOQ QC Bas QC Moyen QC Haut
1-Mehtyinicotinamide (1 ng/ml) (3 ng/ml) (6 ng/ml) (10 ng/ml)
Répétabilité 19.6% 3.9% 7.8% 4.9%
P (<25%) (<20%) (<15%) (<15%)
Exactitude -0.49% 1.6% -1.3% -1.6%
(<25%) (<20%) (<15%) (<15%)
oy spie s s < i 14.2% 8.9%
Fidélité intermédiaire (<20%) (<15%) 8.1% (15%)
Rendement 83% 100% 114.6%
LOD 0.17 ng/ml
LOQ 0.33 ng/ml

Tableau 7 : Parameétres de validation pour le 1-méthylnicotinamide.
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3. Méthode de I'analyse métabolomique

Une analyse métabolomique quantitative ciblée a été réalisée a I'aide du kit MxP® Quant 500
(Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Autriche). Utilisé avec un spectrometre de masse
(QTRAP 5500 ; SCIEX, Villebon-sur-Yvette, France), ce kit permet de quantifier jusqu'a 630
métabolites endogénes issus de 26 classes biochimiques réparties comme suit : alcaloides (n
= 1), oxyde d'amines (n = 1), acides aminés (n = 20), acides aminés apparentés (n = 30),
acides biliaires (n = 14), amines biogenes (n = 9), hydrates de carbone (n = 1), acides
carboxyliques (n = 7), crésols (n = 1), acides gras (n = 12), hormones et apparentés (n = 4),
indoles et dérivés (n = 4), nucléobases et apparentés (n = 2), vitamines et cofacteurs (n =
1), acylcarnitines (n = 40), lysophosphatidylcholines (n = 14), phosphatidylcholines (n = 76),
sphingomyélines (n = 15), céramides (n = 28), dihydrocéramides (n = 8), hexosylcéramides
(n = 19), dihexosylcéramides (n = 9), trihexosylcéramides (n = 6), esters de cholestéryle (n
= 22), diglycérides (n = 44) et triglycérides (n = 242). L'analyse par injection de flux couplée
a la spectrométrie de masse a haute résolution (FIA-MS/MS) a été utilisée pour analyser les
lipides et les hexoses. La chromatographie liquide (LC-MS/MS) a été utilisée pour analyser les
autres métabolites polaires. Deux kits MxP® Quant 500 ont été utilisés pour quantifier le

métabolome des échantillons, un kit pouvant contenir jusqu'a 80 échantillons.

Tous les réactifs utilisés dans cette analyse étaient de qualité LC-MS et achetés a VWR
(Fontenay-sous-Bois, France) et Merck (Molsheim, France). La préparation et I'analyse des
échantillons ont été effectuées conformément au manuel d'utilisation du kit Biocrates. Chaque
échantillon de plasma a été soigneusement vortexé aprés décongélation et centrifugé a +4°C
pendant 5 minutes a 5000 g. Ensuite, 10 microlitres de chaque échantillon ont été ajoutés au

filtre du puits supérieur de la plaque a 96 puits. Les métabolites ont été extraits et dérivés
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pour la quantification des acides aminés et des amines biogénes. Enfin, les extraits ont été
dilués avec le solvant de fonctionnement de la MS avant d'étre analysés par FIA et LC-MS/MS.
Trois contrdles de qualité (CQ) constitués d'échantillons de plasma humain a trois niveaux de
concentration - faible (QC1), moyen (QC2) et élevé (QC3) - ont été utilisés pour évaluer les
performances de |'essai analytique. Une dilution en série en sept points des calibrateurs a été
ajoutée a la plaque du kit a 96 puits afin de générer des courbes d'étalonnage pour la
quantification des acides aminés et des amines biogenes. Comme contréle de qualité
supplémentaire, un pool composé d'un mélange de plusieurs échantillons a été testé 3 fois sur

chaque kit.

Les analyses univariées des métabolites ont été réalisées a I'aide de tests U de Mann-Whitney
avec correction de Benjamini-Hochberg. Les tests ont été considérés comme statistiquement
significatifs si la valeur p corrigée était inférieure a 0,05. Une analyse multivariée non
supervisée en composantes principales (ACP) a été utilisée pour identifier les valeurs
aberrantes ainsi que les groupes spontanés. Enfin, un pipeline de « machine learning » a été

utilisé pour analyser I'ensemble des données.
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RESULTATS

1. Dosage du Nicotinamide et du Méthylnicotinamide

Une fois ces méthodes d’analyse validées, nous avons dosé ces deux composés chez nos
patients et nos témoins. Bien qu'il existe une tendance a une diminution du taux de
nicotinamide, normalisé ou non selon I'age, chez les glaucomes séveres par rapport aux autres
groupes de glaucome et aux témoins, ce résultat n'est pas statistiquement significatif (Figure

11 ci-dessous)

Nicotinamide

Original Conc. Age Normalized Conc.

304

20+

104

Glc Mineur
Glc Modere
Glc Severe
Temoin T
Glc Mineur
Glc Modere
Glc Severe
Temoin

Figure 11. Comparaison de la concentration en Nicotinamide en analyse univariée et selon I'age.

Cette tendance de diminution du taux de nicotinamide chez les glaucomes sévéres n'est pas
retrouvée pour le méthylnicotinamide. Mais le ratio nicotinamide/méthylnicotinamide
reproduit cependant cette tendance non significative. (Figures 12 et 13 ci-dessous). Ces
résultats sont similaires qu'ils soient ou non normalisés selon I'age des patients et des

témoins.
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Figure 12. Comparaison de la concentration en 1-méthylnicotinamide en analyse univariée et selon
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Figure 13. Comparaison de la concentration Nicotinamide/1-méthyInicotinamide en analyse univariée

et selon I'age.
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2. Analyse métabolomique

2.1. Glaucomes versus témoins

Concernant I'analyse métabolomique, I'analyse en composante principale (PCA) ne montre pas
de séparation entre les groupes glaucomes et témoins. Ceci signifie que les profils
métabolomiques ne distinguent pas spontanément les deux groupes (Figure 14). En analyse
univariée, l'indoxyle sulfate (Ind-SO4) est significativement augmenté dans le groupe
glaucome par rapport au groupe témoin (p = 0.02), tandis que le triglycéride 18:2_36.0 est
significativement abaissé (p = 0.03). Il convient cependant d'appliquer une correction du
risque alpha (false discovery rate) compte tenu des dosages multiples qui ont été réalisés ce
qui augmente les chances de voir apparaitre des valeurs significatives. En appliquant cette
correction ces deux métabolites ne sont plus significatifs (Figure 14). Enfin, aucun modéle
significatif permettant de prédire I'appartenance au groupe glaucome ou témoin en fonction
des profils métabolomiques n'a pas étre obtenu (Figure 14). La « heat map » montre une trés
grande hétérogénéité inter-individuelle des concentrations en métabolites et qu’aucun
métabolite ne se trouve plus fréquemment augmenté ou abaissé dans un groupe par rapport

a 'autre.
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Figure 14 : Comparaison d’'un groupe comportant tous les glaucomes par rapport au groupe témoin.

a. Analyse en composante principale (PCA).

b. Analyses univariées sans et avec correction du risque alpha.

c. « Heat Map » schématisant les taux de métabolites en fonction de |'appartenance des
patients au groupe glaucome ou témoin.
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2.2. Glaucomes modérés/mineurs versus glaucomes sévéres

Une comparaison entre les glaucomes modérés/mineurs et les glaucomes sévéres a ensuite
été réalisée (Figure 15). L'analyse en composante principale ne montre pas de séparation entre
les deux groupes, ce qui signifie que les profils métabolomiques des glaucomes modérés et
séveres ne semble pas différents. L'analyse univariée révele six métabolites dont la
concentration est significativement modifiée lorsque I'on compare les deux groupes. La 3-
méthyl-histidine est abaissée dans les glaucomes séveres (p = 0.007), un céramide (Hex2Cer
d18:1/24:1) est augmenté dans les glaucomes sévéres (p = 0.02), la phosphatidylcholine (PC
0-28:1) est augmentée dans les glaucomes séveres (p = 0.02), la tryptophane-bétaine est
aussi augmentée dans les glaucome sévéeres (p = 0.04), I'acide glutamique est abaissé dans
les glaucomes séveres (p = 0.04), et le diglycéride 16:1_18:1 est augmenté dans les
glaucomes séveres (p = 0.04). Cependant ces métabolites ne sont plus significatifs lorsque
I'on applique la correction du risque alpha. La capacité de prédiction de I'appartenance a I'un
ou |'autre groupe sur la base des profils métabolomiques est modeste puisque seul un AUC a
0,60 a pu étre obtenu par régression logistique. Les métabolites participant a cette capacité
prédictive sont donnés dans le tableau et I'histogramme de la Figure 15 ci-dessous). On
retrouve, parmi ces métabolites ayant le plus de poids dans le modele prédictif, un cholestérol
ester, un triglycéride, une sphingomyéline, I'acide glutamique, la 3-méthyl-histidine, et deux
céramides. Enfin, la « Heat Map » montre a nouveau une forte hétérogénéité des
concentrations en métabolites et qu’aucun ne se distingue comme systématiquement
augmenté ou diminué dans le groupe des glaucome sévéres par rapport au groupe des

glaucomes modérés/mineurs.
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PCA sev vs min

-10

t[1]

R2X[1] = 0,307; R2X[2] = 0,156; Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Variable P-Value P-Value (corrected) Fold Change
3-Met-His 0.008575 0.871214 1.900594
Hex2Cer d18:1/24:1  0.018936 0871214 0.811369
PC 0-28:1 0.021226 0.871214 0.895289
TrpBetaine 0.037838 0.871214 0.513641
Glu 0.043524 0.871214 1.243149

DG 16:1_18:1 0.044204 0.871214 0.418803
1-Met-His 0.060657 0.871214 1.172201

TG 17:0_34:3 0.061600 0.871214 0.756953
TG 20:2_34:3 0.063924 0.871214 0.548988
TG 16:0_38:1 0.067095 0.871214 0.673659
p-Cresol-SO4 0.070026 0.871214 1.261841
Cer d18:2/23:0 0.072249 0.871214 0.890742
Cer d16:1/22:0 0.072252 0.871214 0.891328
TG 18:0_38:7 0.073864 0.871214 1.329306
TG 14:0_35:11 0.081309 0.871214 0.712152
CE20:1 0.081492 0.871214 0.566258

B min
.sev
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Mean ROC curve with variability
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Figure 15 : Comparaison d'un groupe comportant les glaucomes mineurs et modérés par rapport au

groupe de glaucomes sévéres.

a. Analyse en composante principale (PCA).

b. Analyses univariées sans et avec correction du risque alpha.
c. Analyse en régression logistique avec la courbe ROC et les coefficients en régression

logistique

d. « Heat Map » schématisant les taux de métabolites en fonction de I'appartenance des
patients au groupe de glaucomes mineurs et modérés ou au groupe de glaucomes séveres.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

L'ensemble des données de la littérature montre que le glaucome est une maladie
multifactorielle dont nous sommes en train de découvrir la physiopathologie. L'hypertonie
oculaire est a l'origine d'une agression mécanique et chimique des cellules ganglionnaires. En
réponse a cette agression, on constate des anomalies structurelles des cellules et du
métabolisme intracellulaire menant a un stress oxydatif et une dysfonction mitochondriale. Les
tissus de soutien finissent par participer a ces phénoménes nocifs en créant un environnement
inflammatoire, menant a I'apoptose des cellules. Le seul moyen thérapeutique dont nous
disposons est de diminuer la pression intraoculaire. Or, nombreux sont les patients dont le
glaucome progresse malgré une baisse de la pression intraoculaire. Il existe donc une demande
urgente pour mieux définir la maladie et avoir des thérapeutiques ciblées plus efficaces et avec
moins d’effets secondaires. Le nicotinamide, ciblant la neuroprotection des cellules
ganglionnaires de la rétine est un exemple d‘innovation thérapeutique qui pourrait émerger
dans les prochaines années.

On peut imaginer dans un avenir proche, une meilleure détection des patients a risque de
réponse insuffisante au traitement ou d'évolution rapide grace au développement de
biomarqueurs. De plus, une approche par supplémentation vitaminique pourrait voir le jour.
On peut citer les études AREDS-1 et AREDS-2 dans la dégénérescence liée a I'age (DMLA) qui
ont montré qu’avec un régime alimentaire riche en antioxydants (vitamine C, vitamine E,
caroténoides dont la lutéine et la zéaxanthine) et riche en zinc, on pouvait ralentir de 20% la
progression de la maladie. De nombreuses cibles sont en cours d’exploration notamment le
glutamate, les récepteurs sigma, les endothélines, le TNF-a. Enfin, un autre volet de la
recherche vise aussi a établir une neuroprotection efficace en étudiant les roles des

antioxydants, de la vitamine B3 (nicotinamide) et des flavinoides notamment.
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Nos résultats montrent une tendance a un plus faible taux de nicotinamide et a I'existence d'un
profil métabolique spécifique chez les glaucomes les plus séveres par rapport aux formes
modérées et mineures et au groupe contrdle. Ces résultats ne sont cependant pas significatifs.
Cela nous encourage a poursuivre les inclusions afin d’augmenter la puissance de |'effectif

etudié.

Il existe plusieurs limites a notre étude, outre cette faible taille de I'échantillon exploré, en
partie due aux difficultés de recrutement durant la pandémie de covid-19. Le groupe controle
est constitué de patients présentant une cataracte d'indication chirurgicale. On ne peut donc
pas considérer les patients inclus dans ce groupe comme totalement sains a proprement parler.
Une perturbation dans ce groupe du métabolisme de la vitamine B3 ou du métabolisme de
maniére plus générale pourrait fausser les résultats. Les patients glaucomateux ont des
traitements locaux ou généraux pouvant parfois influencer les résultats. Par exemple, nous
avons voulu limiter le nombre de patients sous statines mais ils représentaient pres de 30%
du total des patients. La séparation en groupes de glaucomes de sévérité différente repose sur
les derniers champs visuels et est parfois difficile a établir en I'absence d’un suivi réqgulier.
Enfin, beaucoup de patients prennent des compléments alimentaires en automédication et
I'interrogatoire est souvent insuffisant pour infirmer la prise de nicotinamide présent dans de
nombreux composés polyvitamiques, sans que les patients n’en connaissent la présence. Enfin,
il faut sans doute noter I'hétérogénéité des patients sur le plan métabolique, compte tenu de
leurs comorbidités respectives, et leurs différences de mode de vie et d'alimentation. Il est
probable que cette hétérogénéité puisse masquer certaines caractéristiques métaboliques dues

au glaucome, et donc abaisser la puissance statistique de notre étude,
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Concernant le nicotinamide, une étude réalisée dans un modele murin de glaucome et publiée
dans Science en 2017 a révélé son importance tant sur le plan physiopathologique que
thérapeutique. Deux premiers essais pilotes ont montré des résultats encourageants qui seront
testés a plus large échelle dans les nombreux essais qui se mettent en place dans le monde.
Notre équipe a Angers a été la premiere a mettre en évidence un déficit en nicotinamide dans
le sang des patients glaucomateux et une nouvelle étude vient de révéler que ce déficit était
aussi présent dans I'humeur aqueuse. Le dosage de cette vitamine aurait donc un intérét
comme facteur de risque prédisposant au glaucome. Cependant, comme le montre le présent
travail nous risquons de nous heurter a la grande hétérogénéité du taux de nicotinamide
sanguin chez les individus, d'autant plus qu'il est souvent présent dans les compléments
alimentaires sans que les patients le sache réellement. La question que nous avons posée dans
ce travail était de déterminer si les formes les plus sévéres étaient associées a une carence
plus importante en nicotinamide ce qui irait dans le sens de son importance
physiopathologique. La tendance a un taux plus bas chez les patients les plus sévéres que nous
observons et que nous devrons essayer de confirmer sur un plus large effectif, semble aller
dans le sens de cette hypothése. Outre I'augmentation des effectifs, il vaudrait mieux pouvoir
controler les traitements et compléments alimentaires pris par les patients pour limiter ce biais
potentiel.

Concernant la métabolomique, elle émerge comme une approche prometteuse pour
comprendre la physiopathologie du glaucome. En analysant les différents liquides et tissus
biologiques, la métabolomique offre une image globale des altérations métaboliques pouvant
précéder la maladie et pouvant contribuer a son développement. Les avancées scientifiques
dans la détection de métabolites, notamment en spectrométrie de masse mais aussi le
développement de bases de données ont permis de faire avancer la recherche. Cela permet

donc de discuter de nouvelles stratégies diagnostiques avec de nouveaux biomarqueurs ou de
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développer de nouvelles thérapeutiques ciblées. Par exemple, notre équipe a identifié pour la
premiere fois le déficit en nicotinamide du glaucome par une approche métabolomique sans a
priori au départ. Nous avons identifié plusieurs métabolites dont les concentrations varient en
fonction du stade de gravité du glaucome. Leurs valeurs sont significatives en analyse
univariée, sans toutefois passer le seuil tres stringent de la correction du risque alpha.
L'approche « machine learning » a permis d'identifier un modéle de prédiction du groupe de
sévérité avec un AUC de 0,6. Cet AUC est modeste mais il nous encourage a augmenter la
puissance de |'étude. La encore, cette étude des profils métabolomiques devra donc se

poursuivre sur un effectif plus large et des sous-groupes de sévérité plus homogénes.

En conclusion, le glaucome est un ensemble de maladies dont la physiopathogénie n’est pas
encore totalement élucidée. La forme majoritaire, le glaucome a angle ouvert est lié a plusieurs
dysfonctionnements qui s'opérent dans un premier temps a une échelle locorégionale avec des
modifications anatomiques et physiologiques des structures telles que le trabéculum, la
neurorétine, la lame criblée et a dans un second temps a une échelle cellulaire avec des
anomalies métaboliques au sein des cellules ganglionnaires. Le but de notre étude était
d’étudier les différents métabolites sanguins afin de déterminer s'il existait un profil spécifique
chez les patients glaucomateux en fonction de leur groupe de sévérité. Elle n'a pas mis en
évidence de différence statistiquement significative mais une tendance a un taux plus bas de
nicotinamide dans le glaucome sévere semble se dégager, ainsi qu’une tendance a l'existence
de profils métabolomiques spécifiques liés a la sévérité. Ces travaux doivent se poursuivre en
augmentant les effectifs et en essayant de constituer des groupes de patients les plus

homogénes possible.
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OUATTARA Sorayah

Profil métabolomique chez les patients atteints de glaucome primitif a angle ouvert

Introduction : Le glaucome est I'une des premiéres causes de cécité dans le monde. Il s'agit d'un enjeu majeur
de société par la gravité de la maladie et le colt qu'elle entraine. La forme majoritaire est le glaucome a angle
ouvert. Plusieurs mécanismes seraient intriqués, notamment le stress oxydatif, la baisse de la production
énergétique via les mitochondries, le déficit en neurotrophines et la modification des tissus de soutien. Des études
réalisées antérieurement dans le service ont montré des profils métaboliques spécifiques et un déficit en
nicotinamide (vitamine B3) chez les sujets atteints de glaucome en comparaison aux témoins.

Sujets et Méthodes : 1l s'agit d'une étude rétrospective portant sur les échantillons sanguins de patients inclus
au sein d'une collection biologique par le service d’'Ophtalmologie du CHU d’Angers. Les plasmas de 68 patients
atteints de glaucome selon différents stades de sévérité ainsi que 23 patients témoins ont été inclus afin de
déterminer s'il existe des différences de concentration en nicotinamide sanguin et de profil métabolique entre les
différents stades du glaucome, en comparaison avec une population témoin.

Résultats : Une tendance a un taux plus bas de nicotinamide chez les glaucomes les plus sévéres et I'existence
de profils métaboliques distinguant les stades de sévérité ont été identifiés mais sans atteindre les seuils de
significativité.

Conclusion : La taille de I'effectif exploré et I'hétérogénéité métabolique des patients ne nous ont pas permis
d'obtenir des résultats significatifs mais la tendance observée nous encourage a poursuivre |'étude par
I'augmentation de la taille de I'effectif étudié.

Mots-clés: glaucome, plasma, métabolomique, nicotinamide, spectrométrie de masse,
chromatographie liquide, Angers

Metabolomic Profile in Patients with Primary Open-Angle Glaucoma

Introduction : Glaucoma is one of the leading causes of blindness worldwide. It represents a major societal
concern due to the severity of the disease and the associated economic costs. The most common form is open-
angle glaucoma. Several mechanisms are thought to be involved, including oxidative stress, decreased energy
production via mitochondria, neurotrophin deficiency, and changes in supportive tissues. Previous studies
conducted in the department have shown specific metabolic profiles and a deficiency in nicotinamide (vitamin B3)
in individuals with glaucoma compared to controls.

Subjects and Methods : This is a retrospective study involving blood samples from patients included in a biological
collection by the Department of Ophthalmology at Angers University Hospital. Plasma samples from 68 glaucoma
patients at different stages of severity, as well as 23 control patients, were included to determine whether there
are differences in blood nicotinamide concentration and metabolic profiles among different stages of glaucoma,
compared to a control population.

Results : A trend towards lower nicotinamide levels in more severe cases of glaucoma and the presence of distinct
metabolic profiles distinguishing severity stages were identified but did not reach the threshold of significance.

Conclusion : The sample size and metabolic heterogeneity of the patients did not allow us to obtain significant
results, but the observed trend encourages us to continue the study by increasing the sample size.

Keywords : glaucoma, plasma, metabolomics, nicotinamide, mass spectrometry, liquid

chromatography, Angers
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