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Liste des abréviations

ANR
ATP
CE
CGR
CPP
CRB
Ccv
EGS
El
ERG
ET
GPAO
LCR
LLOQ
LOD
LOQ
MIGS
mmHg
MRM
NAD
OCT
OMS
PARP
PIO
PSD
QC
RNFL
VFI

Anneau neuro-rétinien

Adénosine tri-phosphate

Collision energy (énergie de collision)

Cellules ganglionnaires rétiniennes

Comité de Protection des Personnes

Centre de Ressources Biologiques

Champ visuel

European Glaucoma Society (Société Européenne du Glaucome)
Etalon interne

Electro-rétinogramme

Ecart type

Glaucome primitif a angle ouvert

Liquide céphalo-rachidien

Low limit of detection (limite basse de quantification)

Limit of detection (limite de détection)

Limit of quantification (limite de quantification)

Minimally invasive glaucoma surgery (chirurgie mini-invasive du glaucome)
Millimetre de mercure

Multiple reaction monitoring (surveillance des réactions multiples)
Nicotinamide adenine dinucleotide

Optical coherence tomography (tomographie par cohérence optique)
Organisation Mondiale de la Santé

Poly ADP ribose polymérase

Pression intra-oculaire

Pattern standard deviation (déviation individuelle)

Quality control (controle qualité)

Retinal nerve fiber layer (couche des fibres nerveuses rétiniennes péripapillaires)
Visual Field Index (indice de fonction visuelle)
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ANALYSE DU TAUX DE NICOTINAMIDE
(VITAMINE B3) DANS L'HUMEUR AQUEUSE
CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE GLAUCOME
PRIMITIF A ANGLE OUVERT



RESUME

Introduction : Le glaucome primitif a angle ouvert (GPAQ) est une neuropathie optique
chronique fréquente et potentiellement cécitante. Sa physiopathogénie est complexe et encore
mal comprise ; I'essentiel de I'arsenal thérapeutique disponible a ce jour vise a réduire la
pression intra-oculaire. La meilleure compréhension des voies métaboliques impliquées dans
la neurodégénérescence cellulaire fait porter de nouveaux espoirs dans le nicotinamide, un
composant de la vitamine B3, qui semblerait neuroprotecteur dans le glaucome. L'objectif de
ce travail était d'évaluer la concentration en nicotinamide et de son métabolite, le 1-

méthylnicotinamide, dans I'hnumeur aqueuse chez les patients atteints de GPAO.

Matériels et Méthodes : Nous avons réalisé un prélevement d’humeur aqueuse au bloc
opératoire chez des patients atteints de GPAO et un groupe témoin. Ces prélevements ont été
réalisés au CHU d’'Angers au cours d'une chirurgie de la cataracte. Nous avons mesuré la
concentration en nicotinamide et 1-méthylnicotinamide a I'aide d'une méthode
chromatographique en phase liquide couplée a un dosage par spectrométrie de masse en

tandem.

Résultats : Nous avons inclus 51 prélevements d’humeur aqueuse dans notre étude dont 25
cas de GPAO et 26 témoins. Nous avons retrouvé une diminution significative de la
concentration en nicotinamide dans le groupe glaucome par rapport au groupe témoin (5.40 +
3.62 ng/mL chez les cas versus 7.58 + 3.90 ng/mL chez les témoins, p-value < 0.02). Nous
n‘avons pas retrouvé de différence significative de concentration en 1-méthylnicotinamide
entre les deux groupes (7.72 + 4.01 ng/mL chez les cas versus 7.05 + 4.44 ng/mL chez les

témoins, p-value = 0.36). Le rapport des concentrations nicotinamide/1-méthylnicotinamide



était significativement diminué dans le groupe glaucome par rapport aux témoins (0.81 + 0.59

versus 1.26 + 0.53, p < 0.01).

Conclusion : Nous avons retrouvé une diminution significative de la concentration en
nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez les patients atteints de GPAO, ce qui conforte
I'nypothése d'un role central de cette vitamine dans la physiopathogénie du glaucome. Nous
avons par ailleurs pu déterminer une concentration moyenne du nicotinamide dans ce liquide

biologique chez des individus indemnes de neuropathie optique.



INTRODUCTION

1. Le glaucome primitif a angle ouvert

1.1. Définition

Etymologiquement, le terme « glaucome » est issu du grec ancien glatkéma, dérivé de
I'adjectif glaukds, signifiant « de couleur glauque ». Cette teinte fait référence a la couleur des
yeux « d'un bleu pale », une couleur mélée de bleu et de vert, qui caractériserait cette maladie.
Hippocrate, dans la traduction d’Emile Littré en 1861, aurait évoqué le glaucome par la mention
suivante : « Les pupilles qui, en perdant leur aspect normal, deviennent spontanément
bleuatres, le deviennent rapidement, et, lorsqu'elles le sont devenues, il n'y a pas de
guérison » (1). Le terme décrivait ainsi jusqu’au XVIII siecle de nombreuses maladies
oculaires, puisque cette couleur glauque pouvait concerner diverses structures du segment
antérieur et se retrouver dans des pathologies aussi variées que les uvéites, les infections, la
cataracte ou les affections cornéennes comme une décompensation cornéenne suite a une
crise de fermeture de I'angle.

Dans sa définition moderne, le glaucome est une neuropathie optique progressive qui se
manifeste par des anomalies de la papille optique et des altérations subséquentes du champ
visuel. Cette entité regroupe de nombreux tableaux cliniques selon la cause de cette
neuropathie : glaucome chronique par fermeture de l'angle, glaucome pseudo-exfoliatif,
glaucome pigmentaire, glaucome néo-vasculaire, glaucome post-traumatique, glaucome
uvéitique, glaucome par augmentation de la pression veineuse épisclérale... et le plus fréquent,

le glaucome primitif a angle ouvert (GPAO).



Le GPAO est défini de la fagon suivante par la European Glaucoma Society (EGS) : « Le GPAO
est une maladie oculaire chronique évolutive, potentiellement cécitante et irréversible, causant
une perte de I’ANR (anneau neuro-rétinien) et des RNFL (retinal nerve fiber layer) avec des
déficits du champ visuel associés. L'aspect de I'angle est normal, et les principaux facteurs de
risque comprennent le niveau de pression intra-oculaire (PIO) et I'age avancé. L'incapacité

visuelle est habituellement évitée par un diagnostic et un traitement précoce » (2).

1.2. Epidémiologie

Les glaucomes sont la deuxieme cause mondiale de cécité derriere la cataracte. Ils constituent
la premiére cause de cécité irréversible et représentent environ 15% de toutes les cécités (3).
En 2013, le nombre total de patients atteints de glaucome était estimé a 64,3 millions,
constituant une prévalence de 3,54% de la population mondiale agée de 40 a 80 ans (4). Ce
nombre monte a 79,6 millions en 2020 dont 5,9 millions de personnes en état de cécité a
cause de cette maladie (5). On estime que ce nombre augmentera a 111.8 millions en 2040
(4). Le GPAO occupe environ 74% de tous les glaucomes en 2020 (5). Sa prévalence varie
selon les origines ethniques : elle est plus fréquentes chez les sujets d’origine africaine ou afro-
caribéenne (4,2%), intermédiaire chez les Caucasiens et hispaniques (2,1%) et moins
fréquente chez les sujets d’origine asiatique (1,4%) (6,7). En Asie, le glaucome chronique par
fermeture de I'angle est le plus fréquent (8).

En France, selon I'INSERM, le glaucome semble toucher 1 a 2% de la population de plus de 40
ans et environ 10% aprées 70 ans. Environ 800 000 personnes sont traitées en France, mais
400 000 a 500 000 personnes présenteraient la maladie sans le savoir. Il s'agit donc d’un enjeu
majeur de santé publique, du fait de sa prévalence, de son risque d'évoluer vers la cécité et

du diagnostic souvent fait a un stade tardif (9).



En dehors de I'age élevé, I'autre principal facteur de risque connu pour le GPAO est I'hypertonie
oculaire, définie par I'augmentation de la PIO au-dela de deux écarts-types (2,5 mmHg par
écart-type) de la valeur statistiquement normale (15,5 mmHg), c'est-a-dire au-dessus de 21
mmHg. Les autres facteurs de risque identifiés sont les antécédents familiaux de glaucome,
I'origine africaine et la myopie, d'autant plus que celle-ci est élevée (2,10,11). Les données de
la littérature concernant le diabéte, I'hypertension artérielle, la migraine, les acrosyndromes
et I'apnée du sommeil n’ont pas établi un facteur de risque certain (2). Concernant l'influence
du sexe, les travaux montrent des résultats variables, mais la majorité des études n‘a pas
montré de différence significative entre les deux sexes (12-15). Enfin, il ne semble pas exister

de lien entre le niveau des études et la prévalence du GPAO (12,16,17).

1.3. Physiologie des voies visuelles

1.3.1. Transmission de lI'information visuelle

La voie visuelle principale, associée a la vision consciente, est organisée selon quatre types
cellulaires (12). Le signal lumineux est capté sur chaque rétine par environ 100 millions de
photorécepteurs (18). L'information est ensuite transmise aux cellules bipolaires rétiniennes,
entierement localisées dans les couches de la rétine, puis aux cellules ganglionnaires
rétiniennes (CGR) dont les axones se rejoignent au niveau de la papille optique et se terminent
dans le noyau géniculé latéral. Le signal se poursuit a travers les neurones relais
(géniculocorticaux) et chemine jusqu'au cortex visuel primaire dans le lobe occipital. Le

premier traitement de l'information visuelle est réalisé au niveau de la rétine par une



transformation du signal analogique des photorécepteurs en potentiel d‘action. L'information

est transmise au systeme nerveux central sur douze canaux paralleles (19).

1.3.2. La téte du nerf optique

Les axones des CGR forment au niveau de la rétine la couche des fibres nerveuses rétiniennes
(RNFL) et sont au nombre de 800 000 a 1,5 million selon les individus. Ils se rejoignent au
niveau de la papille pour constituer la téte du nerf optique. Il s'agit d'une zone anatomique
cruciale pour le nerf optique, en particulier dans la physiopathologie des glaucomes. Les fibres
nerveuses y traversent le canal scléral a travers la lame criblée, dont le role est de permettre
le passage de ces fibres et des vaisseaux centraux de la rétine tout en les préservant du
gradient de pression de part et d'autre de la sclére (20). Anatomiquement, la lame criblée peut
étre considérée comme un tamis a plusieurs étages composé de fibres de collagénes et
élastiques associé a de nombreux capillaires (21). Sa vascularisation est essentiellement
assurée par les arteres ciliaires courtes postérieures, branches de I'artere ophtalmique (22).

Physiologiquement, on considere une perte annuelle d’environ 6000 fibres par ceil. La
neuropathie optique glaucomateuse se caractérise par une apoptose accélérée de ces fibres,
et on considére communément que sa physiopathogénie est en lien direct avec une souffrance

biomécanique au niveau de cette lame criblée.

1.4. L’humeur aqueuse

La pression intra-oculaire est essentiellement dépendante de I'équilibre entre la sécrétion et

I"évacuation de I'humeur aqueuse, qui est le principal volume dans I'ceil pouvant varier



rapidement. L'numeur aqueuse est sécrétée en chambre postérieure par les procés ciliaires,
puis chemine entre I'iris et le cristallin et occupe la chambre antérieure, espace entre la cornée
et I'iris. Son élimination se fait majoritairement par voie trabéculaire, mais une proportion
encore mal définie est éliminée a travers les tissus du stroma irien et a la base du corps ciliaire
jusqua l'espace suprachoroidien, constituant la voie accessoire uvéo-sclérale. L'humeur
aqueuse est un liquide transparent, qui permet de maintenir un état de distension permanente
entre les différentes structures oculaires tout au long de la vie. Son indice de réfraction est
proche de 1,33 et participe a la convergence sur la rétine des rayons lumineux. L'endothélium
cornéen, le cristallin et le trabéculum étant avasculaires, son flux permanent apporte les
nutriments et I'oxygene dissous essentiels a leur fonctionnement et permet I'évacuation des
déchets issus du métabolisme. On estime que son volume est renouvelé de 1% a 1,5% a
chaque minute.

Sa composition chimique différe de celle du plasma du fait de deux caractéristiques principales
physiologiques du segment antérieur de I'ceil. D’'une part, il existe une barriere anatomique et
fonctionnelle entre le sang et I'humeur aqueuse, la barriére hémato-aqueuse s‘opposant au
passage des molécules de grande taille. D'autre part, certains systémes de transport actif
permettent le passage de petits composés organiques ou ioniques au niveau de I'épithélium
ciliaire. L'humeur aqueuse est ainsi tres riche en eau, dépourvue d'éléments figurés, pauvre
en protéines, riche en certains nutriments et vitamines comme |'acide ascorbique (12). Elle est
par ailleurs légerement hypertonique et acide. Sa richesse en acide ascorbique peut s'expliquer
par ses propriétés antioxydantes pouvant protéger le segment antérieur du rayonnement
ultraviolet (23). Il semble par ailleurs exister des échanges de glucose et d’acides aminés entre

I'hnumeur aqueuse et le corps vitré.



1.5. Physiopathologie du GPAO

Les mécanismes aboutissant a la neuropathie optique glaucomateuse sont multifactoriels et
encore mal compris. La mort par apoptose des cellules ganglionnaires rétiniennes semble jouer
un role central et est favorisée par quatre facteurs majeurs d’agression : la carence en
neurotrophines, I'excitotoxicité du glutamate, l'ischémie et le stress oxydatif, et I'activation
gliale (12,24-26). Au niveau de la téte du nerf optique, certaines études ont montré que
I"élévation de la PIO entrainait une compression et un amincissement de la lame criblée en la
repoussant vers |'extérieur (27), associée a des modification de sa matrice extra-cellulaire
(28), ce qui pourrait entrainer un cisaillement des fibres nerveuses et induire une mort axonale.
Par ailleurs, I'hypothéese d’une hypoperfusion chronique de la téte du nerf optique, aboutissant
a un stress oxydatif, est également évoquée. La pression de perfusion moyenne est
inversement corrélée a la PIO (29) : une PIO élevée ou une pression de perfusion abaissée
pourraient favoriser I'ischémie des fibres nerveuses.

Certaines études évoquent également le role de la pression du liquide céphalo-rachidien (LCR).
Selon certains auteurs comme Jonas (30), plutét que la PIO, I'élément central dans la
physiopathogénie du glaucome pourrait étre la différence de pression de part et d’autre de la
lame criblée. La pression intraoculaire, dans la portion prélaminaire, devrait donc étre analysée
en tenant compte de la pression rétro-laminaire, dépendant de la pression du LCR. Une baisse
de pression dans le LCR serait donc associée a un risque augmenté de glaucome. Une étude a
ainsi montré une pression dans le LCR plus basse chez des patients atteints de GPAO que chez
des témoins lors de la réalisation d'une ponction lombaire (31). La pression intra-cranienne
étant elle-méme dépendante de la pression artérielle, certaines pathologies cardio-vasculaires
induisant une baisse nocturne de la pression artérielle pourraient donc étre bien associées au

risque de développer un glaucome a pression normale.



En outre, un nombre croissant de données souligne un lien entre le GPAO et certaines
pathologies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson,
avec le partage possible de certains facteurs de risque comme |'exposition aux agents
neurotoxiques (32,33). Certains biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer ont aussi été
retrouvés dans I'humeur aqueuse de patients atteints de GPAO a une forte concentration (34).
Au total, de nombreuses études récentes apportent une compréhension de plus en plus fine
de la physiopathogénie du GPAO, mettant en évidence des facteurs biomécaniques,
vasculaires, génétiques, environnementaux, métaboliques. Si I'arsenal thérapeutique se limite
encore aujourd’hui a I'abaissement de la PIO, ces éléments autorisent I'espoir de nouvelles

approches thérapeutiques comme la neuroprotection.

1.6. Traitements du GPAO

L'approche thérapeutique du GPAO en 2023 est fondée sur une stratégie principale : abaisser
la PIO. Cet objectif peut étre atteint par I'utilisation de collyres hypotonisants divisés en quatre
familles principales : les analogues de prostaglandines qui augmentent |’évacuation de
I'hnumeur aqueuse en stimulant la voie uvéo-sclérale, ainsi que les béta-bloquants, les
inhibiteurs de I'anhydrase carbonique et les agonistes alpha-2-adrénergiques qui diminuent la
sécrétion de I'humeur aqueuse. Ces collyres sont généralement prescrits au long cours et
posent parfois des problemes d'observance et de tolérance au niveau de la surface oculaire.
L'utilisation de collyres parasympathomimétiques comme la pilocarpine est aujourd’hui
devenue rare devant sa tolérance locale médiocre et le nombre important d'instillations
quotidiennes qu'elle implique. Par voie générale, il est possible d’avoir recours a un inhibiteur
de I'anhydrase carbonique, le Diamox®, utilisé le plus souvent pour faire baisser rapidement

une PIO trés élevée ou dans |'attente d’un traitement chirurgical.
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La trabéculoplastie au laser consiste en la réalisation d’une photocoagulation de I'angle irido-
cornéen, entrainant un meilleur écoulement de I'hnumeur aqueuse au niveau du trabéculum.
Le traitement chirurgical repose essentiellement sur la trabéculectomie, qui consiste en une
fistulisation sous-conjonctivale de I'hnumeur aqueuse. Une variante consiste a respecter la paroi
sclérale sans ouverture du globe oculaire en réalisant un pelage du canal de Schlemm : la
sclérectomie profonde non perforante.

Pour les glaucomes réfractaires aux traitements médico-chirurgicaux conventionnels, on peut
faire appel aux procédures de cyclodestruction, qui vont permettre de réduire la sécrétion
d’humeur aqueuse par la destruction de I'épithélium ciliaire et I'induction d’une inflammation
des corps ciliaires. Une augmentation de la filtration est également induite par un
amincissement de la sclere et des modifications tissulaires des muscles ciliaires et de la pars
plana. Les risques, précoce de pics d’hypertonie et tardif de phtyse, en limitent fortement
I'utilisation.

De nouveaux dispositifs ont fait récemment leur apparition : les MIGS (Minimally Invasive
Glaucoma Surgeries). On pourra citer le stent trabéculaire iStent® qui est un drain ab interno
permettant un acces direct de I'humeur aqueuse dans le canal de Schlemm et qui s'implante
a l'occasion d’une chirurgie de la cataracte (35). Il existe également le XEN®, un autre drain
ab interno, souple et biocompatible, fabriqué a partir de gélatine d’origine animale, dont le
principe est de créer un canal artificiel entre la chambre antérieure et I'espace sous-
conjonctival (36). Le drain PreserFlo MicroShunt® fonctionne selon le méme principe mais est
implanté par voie ab externo (37). Leur place dans l'algorithme thérapeutique traditionnel du

glaucome est encore discutée.
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2. Le nicotinamide

La vitamine B3 est une vitamine hydrosoluble composée de deux molécules, la niacine (ou
acide nicotinique) et son amide, le nicotinamide (ou niacinamine). Elle est aussi dénommée
« vitamine PP » pour pellagra preventive car une carence en cette vitamine est responsable
de la pellagre, une pathologie mortelle qui se caractérise par des affections cutanées, une
diarrhée et une démence. Cette pathologie est devenue rare depuis de nombreuses années en
Europe et aux Etats-Unis, ou on identifie surtout des cas sporadiques chez des patients
éthyliques chroniques ou avec trouble de I'absorption digestive ; on la retrouve actuellement
essentiellement en Afrique subsaharienne dans les situations de précarité alimentaire (38).
La vitamine B3 est particulierement abondante dans certains aliments d’origine animale
comme les abats, les volailles, les viandes et poissons gras. Elle est aussi présente de facon
importante dans certains produits céréaliers ou encore dans la cacahuete (39).

Le nicotinamide est le précurseur du NAD*/NADH: (nicotinamide adenine dinucleotide sous sa
forme oxydée ou réduite), un cofacteur d'oxydoréduction essentiel dans de nombreuses
réactions métaboliques, notamment la chaine respiratoire mitochondriale permettant la
production d’ATP (adénosine triphosphate) grace a I'oxydation des substrats énergétiques
(40). On peut donc le considérer comme un métabolite essentiel pour la survie cellulaire. De
nombreuse études ont ainsi montré que des diminutions du taux de NAD sont associées a des
maladies chroniques liées a I'age et notamment des pathologies neurodégénératives (41).

La supplémentation en nicotinamide est a I'étude dans de nombreuses pathologies
neurodégénératives, par exemple dans la maladie de Parkinson, avec de premiers résultats
encourageants (42,43). Les effets secondaires d'une supplémentation a doses élevées (1,5 a

3 grammes par jour) sur des durées de plusieurs semaines semblent modérés et se
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caractérisent surtout par un inconfort digestif (10,5%), des nausées (5,3%) et des céphalées
(3,5%) (44).
La supplémentation en nicotinamide suscite un intérét récent pour le traitement des

neuropathies optiques glaucomateuses.
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

Le glaucome primitif a angle ouvert est une neuropathie optique chronique potentiellement
cécitante caractérisée par une apoptose accélérée des cellules ganglionnaires rétiniennes, se
traduisant cliniquement par un amincissement de I'anneau neuro-rétinien et fonctionnellement
par des altérations du champ visuel. Il s'agit d’'un probléme de santé publique majeur dont la
physiopathogénie est complexe et encore mal comprise. L'essentiel de I'arsenal thérapeutique
disponible a ce jour vise a réduire la PIO, a travers des moyens médicaux et chirurgicaux.
L'avancée des connaissances sur le GPAO et la meilleure compréhension des voies
métaboliques impliquées dans la neurodégénérescence et la mort cellulaire conduisent a
rechercher des stratégies thérapeutiques neuroprotectrices. On peut en effet considérer que
les patients atteints de glaucome présentent une vulnérabilité et une fragilité particuliere de
leurs nerfs optiques. Si certaines vitamines ont suscité une grande attention de la part de la
communauté scientifique, elles n‘ont toutefois pas abouti a une application clinique quotidienne
(45). Le nicotinamide suscite un intérét croissant depuis plusieurs années. En 2017, Williams
et al. (46) ont publié un article dans la revue Science, dans lequel ils ont démontré que le
dysfonctionnement mitochondrial et des concentrations réduites en NAD dans la rétine de
modeles murins de glaucome apparaissaient précocement. Leur étude a montré qu’une
supplémentation orale en nicotinamide ou qu’une thérapie génique augmentant la biosynthése
de NAD+ injectée par voie intravitréenne avaient des effets préventifs et thérapeutiques sur
le développement de ce modele de glaucome, en limitant la dégradation structurelle et
fonctionnelle des cellules ganglionnaires rétiniennes. Une étude menée au CHU d’Angers en
2019 a par ailleurs montré une diminution significative de la concentration plasmatique en

nicotinamide chez des patients atteints de GPAO par rapport a des patients sains (40).
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Par la suite, Hui et al (44) ont conduit un essai clinique randomisé en cross-over en double
aveugle montrant qu’une supplémentation en nicotinamide versus placebo pendant 12
semaines chez des patients atteints de glaucome permettait une amélioration de la fonction
rétinienne objectivée en électrorétinogramme (ERG). De Moraes et al (2021) ont réalisé un
autre essai clinique randomisé de phase 2 associant le nicotinamide au pyruvate et montrant
aussi une amélioration a court terme de la fonction visuelle.

Afin de d’essayer de mieux cerner le réle du nicotinamide dans la physiopathogénie du
glaucome, ces découvertes récentes et encourageantes nous ont amené a rechercher un déficit
en nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez des patients atteints de GPAO par rapport a des
sujets témoins indemnes de neuropathie optique. Aucune donnée n’étant disponible a notre
connaissance sur le taux de cette vitamine dans I'humeur aqueuse chez I'Homme, l'objectif
secondaire de ce travail de thése était de définir les concentrations normales de nicotinamide

dans ce liquide biologique.
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MATERIELS ET METHODES

L'objectif de notre travail est de déterminer si la concentration de nicotinamide dans I'humeur
aqueuse est plus faible chez les patients atteints de glaucome primitif a angle ouvert que chez
les sujets indemnes de neuropathie optique. Les objectifs secondaires sont d’appliquer la
méme analyse avec le 1-méthylnicotinamide et de définir les concentrations normales de

nicotinamide dans ce liquide biologique.

1. La biocollection « maladies ophtalmologiques »

Nous avons réalisé une étude quantitative rétrospective sur collection biologique, réalisée a
partir de la biocollection « maladies ophtalmologiques ». Cette cohorte et la collection
biologique associée ont pour objectif d’améliorer les connaissances scientifiques sur les
maladies ophtalmologiques. Les échantillons recueillis dans ce programme peuvent
notamment provenir de prélévements sanguins ou d’humeur aqueuse et sont stockés au
Centre de Ressources Biologiques (CRB) du CHU d’Angers. Les études a partir de ces
échantillons peuvent porter sur divers facteurs biologiques, y compris génétiques. Par ailleurs,
ces échantillons peuvent étre cédés a un autre laboratoire de recherche, public ou privé, pour
des études complémentaires ayant la méme thématique, ceci sous forme anonyme.

La constitution de cette cohorte et de la collection biologique associée est menée
conformément aux lois n°2004-800 du 6 ao(it 2004 relatives a la bioéthique et n°2012-300 du
4 mars 2012 relative aux recherches sur la personne humaine. Le Comité de Protection des
Personnes ouest II (CPP) d'Angers a émis le 25/11/2016 un avis favorable a la mise en ceuvre

de cette cohorte. Le promoteur de cette cohorte, a savoir le CHU d’Angers, a contracté une
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assurance spécifique aupres de la société d’'assurance SHAM (n°® 127 051) pour couvrir les
risques et les dommages liés a la constitution de cette cohorte. Tous les patients inclus dans
cette collection ont donc donné leur consentement par écrit, aprés avoir recu une information
claire, loyale et appropriée par oral et par écrit. (cf annexes « fiche d'information » et « fiche

de consentement »).

2. Reéalisation des prélevements d’humeur aqueuse

Nous avons construit notre étude a partir de prélévements d’humeur aqueuse au sein de la
biocollection « maladies ophtalmologiques », réalisés lors d’une chirurgie de la cataracte.
L'humeur aqueuse est recueillie de facon stérile au bloc opératoire en début de chirurgie, juste
apres la premiere incision cornéenne et avant l'injection de produit visco-élastique en chambre
antérieure. Le prélevement d’environ 100 microlitres est obtenu a I'aide d'une seringue de 1
mL et d’une canule de Rycroft®, puis transféré dans un tube dédié. Le tube est immédiatement
déposé dans le congélateur du bloc opératoire. Par la suite, il est transporté jusqu’au Centre
de Ressources Biologiques du CHU d’Angers dans une boite isotherme contenant de la
carboglace. Il est stocké au CRB dans un congélateur a -80°C, jusqu'a sa décongélation pour

les analyses au laboratoire de Biochimie et Biologie moléculaire.

3. Les participants de I'étude

Nous avons inclus dans notre étude des prélevements d’humeur aqueuse issus de patients
atteints de GPAO (les cas) et des prélevements d’humeur aqueuse issus de patients indemnes

de neuropathie optique glaucomateuse (les témoins). Tous les patients inclus ont été opérés
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de la cataracte au sein du CHU d’Angers. L'inclusion s’est déroulée du 12 juillet 2022 au 1°"
ao(t 2023. Chacun des participants a eu un examen ophtalmologique comprenant I'évaluation
de I'acuité visuelle, un examen a la lampe a fente, une tonométrie de Goldmann et un examen
du fond d'ceil. Les sujets atteints de GPAO ont également bénéficié d'une tomographie par
cohérence optique (OCT, Cirrus device, Carl Zeiss Meditech, Dublin, CA) analysant I'épaisseur
cornéenne, la couche RNFL autour de la papille et la couche des cellules ganglionnaires au
niveau maculaire ainsi qu’un champ visuel automatisé 24-2 (Humphrey Field Analyzer, Carl
Zeiss, Dublin, CA). Un examen de l'angle irido-cornéen a l'aide d’un verre de gonioscopie a
également été réalisé chez les patients atteints de GPAOQ. Le diagnostic de GPAQO a été basé
sur les critéres suivants : une anomalie du champ visuel concordant avec un déficit focal ou
diffus a I'OCT papillaire et I'analyse de la couche des cellulaires ganglionnaires en OCT
maculaire, une excavation papillaire pathologique, une pression intra-oculaire mesurée au
tonometre a aplanation de Goldmann jugée trop élevée au diagnostic en prenant en compte la
pachymétrie cornéenne, un angle irido-cornéen ouvert en gonioscopie, et une absence
d’argument pour un glaucome secondaire ou une autre neuropathie optique. Le diagnostic de
cataracte était quant a lui posé a I'aide d'un examen a la lampe a fente.

Les cas inclus dans I'étude devaient étre atteints d'une cataracte avec indication chirurgicale
et d'un GPAO ; ils devaient par ailleurs étre agés de plus de 60 ans.

La présence d'une neuropathie optique non glaucomateuse était un critére de non inclusion.
Pour chacun des patients inclus dans I'étude, nous avons relevé les caractéristiques générales
suivantes : age, sexe, indice de masse corporelle (IMC), comorbidités générales, traitements
par voie générale. L'IMC était calculé en kg/m? selon la formule masse (kg) / taille (m)2. Les
comorbidités relevées étaient I'hypertension artérielle, le diabéte, la dyslipidémie et la
dysthyroidie. Les traitements relevés étaient la prise d‘anti-hypertenseurs, de statines, d‘anti-

diabétiques oraux, d'insuline, d'anti-agrégants/anticoagulants, d'hormones thyroidiennes et de
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corticoides. Sur le plan ophtalmologique, nous avons recueilli les données suivantes : acuité
visuelle mesurée en LogMar, pression intra-oculaire, présence de comorbidités
ophtalmologiques telles que dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA), rétinopathie
diabétique, myopie forte et occlusion de la veine centrale de la rétine (OVCR). Concernant les
patients du groupe glaucome, nous avons également relevé I'épaisseur du RNFL, la déviation
moyenne au champ visuel automatisé, la sévérité du glaucome, la prise ou non de traitements
hypotonisants et la recherche d’un antécédent de chirurgie filtrante. Le recueil de ces données

était basé sur l'interrogatoire des patients et I'analyse du dossier médical.

4. La mesure de la concentration en nicotinamide

Afin de doser le nicotinamide et son métabolite le 1-méthylnicotinamide dans I'humeur
aqueuse, une méthode chromatographique en phase liquide couplée a un dosage par
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été développée et validée dans le laboratoire
de Biochimie et Biologie moléculaire du CHU d’Angers. Ceci a permis d'associer le pouvoir de
séparation d’'une HPLC Agilent 1200 a la sensibilité et sélectivité du 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, car a notre connaissance
il n'existait pas de valeurs normales de référence pour ces molécules dans I'hnumeur aqueuse.
Brievement, les protéines présentes dans 30 UL d’humeur aqueuse enrichie de 10 pL d'étalon
interne a 10 pg/mL (nicotinamide d4 et N-méthyl-C13D4-nicotinamide) ont été précipitées
avec un mélange méthanol/eau (95/5, volume final = 1 mL). Aprés une forte agitation, les

échantillons ont été centrifugés a 14 000 rotations par minutes (RPM) pendant 10 min a 4°C.
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Le surnageant ainsi obtenu a été évaporé a température ambiante avant d’'étre repris dans
200 pL 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,
son étalon interne et le 1-methylnicotinamide (un métabolite du nicotinamide produit par la
nicotinamide N-methyltransferase dans le foie) ont ensuite été élués avec un gradient a 400
uL/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 l'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 (ES) travaillant en mode positif et
détectées en utilisant le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Dans ce cas |'ion parent,
par exemple le nicotinamide sous sa forme protonée suite a l'ionisation (123.055 Daltons), est
dans un premier temps sélectionné, ensuite fragmenté (a 30 Volts) et la quantification se fait
sur un de ces ions produits caractéristiques (le 80.05 Da). Dans le tableau I ci-dessous sont
résumées les transitions d'intéréts avec les énergies de collision (CE). Les résultats ont été
dans un premier temps analysés par le logiciel de la société Sciex, Analyst 1.7, et ensuite

transposés dans un tableur Excel.
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Tableau I : Mass and voltage per compound. CE = Collision Energy.

Q1 Mass Q3 Mass CE
ID
(Da) (Da) (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-
141.090 110.060 25

nicotinamide

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 pL de chaque point avec 10 uL d'étalon interne dans 200 WL de phase mobile (volume final).
Nous avons choisi de travailler directement avec la phase mobile car, a notre connaissance, il
n‘existe pas d’humeur aqueuse déplétée en nicotinamide ou en 1-méthylnicotinamide et il était
difficile d’avoir suffisamment de matrice pour réaliser une validation compléte de la méthode.
Les points de calibration permettent, en corrélant le signal obtenu par la molécule et son étalon
interne a la quantité connue de nicotinamide, 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 8 jours pour une gamme de linéarité allant
de 2.5 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 (QC) a trois concentrations
différentes (QC bas, moyen et haut a 7.5, 15 et 25 ng/ml respectivement) (Figure 1). Ceci a
permis entre autre de valider certains parameétres dont la sélectivité (détection de la molécule
dans les blancs), la pureté de I'étalon interne (détection de la molécule dans le point 0

inférieure a 5% de I'ED), la limite de détection (LOD), la limite de quantification (LOQ) et la
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limite basse de quantification (LLOQ) avec sa répétabilité et son exactitude vérifiées, le
rendement d’extraction, I'exactitude, la répétabilité et la fidélité intermédiaire pour les 3
niveaux de QC et |'effet matrice (tableau II). La stabilité du nicotinamide aux 3 concentrations
QC a pu étre vérifiée pour 7 cycles de congélation/décongélation, pour 8 mois de conservation

a -20°C, pour 30 heures dans le passeur d'échantillons a 4°C et 1 heure a température

ambiante.
Nicotinamide
0,05
0.045 Régression linéaire non pondérée ’
’ Pente (b) 0.000949088 ¢ Jour O1
0,04 | ordonnée a l'origine (a) = 0.001885424 ® @ Jour
0,035 r? 0.965271777 0 ° @ Jour 02
- 0,03 ® ® Jour 03
[ Y
£ 0,025 e <
@ 0,02 : ® Jour 04
0[015 ot ® Jour 05
]
0,01 ) Jour 06
]
0,005 e - @ Jour 07
o8 Jour 08
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 @dour

concentration (ng/ml)

Figure 1 : Résumé des points de droite de calibration obtenus au cours des 8 jours de validation pour le
dosage de nicotinamide. La pente, I'ordonnée a I'origine et le r2 sont indiqués.
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Tableau II : Paramétres de validation pour le dosage du nicotinamide.

LLOQ QC Bas QC Moyen QC Haut
Nicotinamide
(2.5 ng/ml) (7.5 ng/ml) (15 ng/ml) (25 ng/ml)
Répétabilité 14.5% (<25%) 4.5% (<20%) 4.1% (<15%) 4.2% (<15%)
Exactitude 2.4% (<25%) @ 4.3% (<20%) @ 2.8% (<15%) 5.0% (<15%)
Fidélité intermédiaire 12.8% (<20%) 11.2% (<15%) 8.2% (15%)
Rendement d’extraction 96.2% 91.3% 97.2%
Effet matrice 11.5%
LOD 0.58 ng/ml
LOQ 1.76 ng/ml

Les mémes parametres ont été validés pour le 1-méthylnicotinamide. Pour ce dernier, le N-
Methyl-C13D4-nicotinamide a été utilisé comme étalon interne en I'absence d'un équivalent
deutéré. Le dosage a pu étre validé sur 8 jours pour une gamme de linéarité allant de 1 ng/mL
a 16 ng/mL. Plus précisément, chaque jour une nouvelle gamme de calibration a été réalisée
et validée via I'utilisation de contrdles qualité a trois concentrations différentes (QC bas, moyen
et haut a 3, 6 et 10 ng/mL respectivement) (Figure 2). Ceci a permis entre autres de valider
certains paramétres dont la sélectivité (détection de la molécule dans les blancs), la limite de
détection (LOD), la limite de quantification (LOQ) et la limite basse de quantification (LLOQ)
avec sa répétabilité et son exactitude vérifiées, le rendement d’extraction, I'exactitude, la

répétabilité et la fidélité intermédiaire pour les 3 niveaux de QC (tableau III).
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1-Methylnicotinamide
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Figure 2 : Résumé des points de droite de calibration obtenus au cours des 8 jours de validation pour le
dosage du 1-méthylnicotinamide. La pente, I'ordonnée a I'origine et le r2 sont indiqués.

Tableau III : Paramétres de validation pour le dosage du 1-méthylnicotinamide.

LLOQ QC Bas QC Moyen QC Haut
1-Methylnicotinamide

(1 ng/ml) (3 ng/ml) (6 ng/ml) (10 ng/ml)

Répétabilité 7.8% (<25%) 5.0% (<20%)  7.7% (<15%) 6.9% (<15%)
Exactitude 9.2% (<25%) 4.1% (<20%)  3.4% (<15%) -2.2% (<15%)
Fidélité intermédiaire 10.5% (<20%) 14.2% (<15%)  7.3% (15%)
Rendement d’extraction 97.13% 103.43% 95.5%
Effet matrice 31.5%
LOD 0.17 ng/mL
LOQ 0.33 ng/mL
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RESULTATS

Un total de 51 prélevements d’humeur aqueuse (age moyen, 75.3 £ 5.9 ans ; 43% de femmes)
a été inclus dans I'étude. Nous avons ainsi inclus 25 prélevements d’humeur aqueuse issus de
patients atteints de GPAO (age moyen, 76.8 + 5.3 ans ; 48% de femmes) et 26 prélevements
d’humeur aqueuse issus de patients indemnes de neuropathie optique glaucomateuse (age
moyen, 73.846.3 ans ; 38% de femmes).

Les caractéristiques cliniques des patients sont présentées dans le tableau IV. Les variables
qualitatives ont été comparées entre les deux groupes a |'aide d'un test du Chi? (ou test exact
de Fischer lorsqu’un des effectifs était inférieur ou égal a 5) et les variables quantitatives ont
été comparées a l'aide d'un test de Wilcoxon. On considéere que la différence est significative
si p < 0.05. On ne retrouve pas de différence significative entre les deux groupes pour le sexe,
I'IMC ainsi que pour la proportion de patients atteints de diabete, d’hypertension artérielle, de
dyslipidémie et de dysthyroidie. On retrouve en revanche que I'age des patients dans le groupe
« glaucomes » est significativement plus élevé que dans le groupe controle. Cette différence a

ainsi justifié que les données soient analysées avant et aprés normalisation selon I'age.

Tableau IV : Caractéristiques démographiques et comorbidités dans les groupes glaucome et contrdle.

Total POAG Controls P values

(N=51) (N=25) (N=26)
Average age 75.25459 76,76 453 73.81 463 0.04
Females, % 43.14 48 38.46 0.49
Mean BMI, kg/m2 26.56 +45 26.7 45 26.44 w6 0.81
Diabetes, % 25.50 20 30.77 0.38
Hypertension, % 52.94 44 61.54 0.21
Hyperlipidemia, % 45.10 44 46.15 0.88
Thyroid disease, % 13.73 20 7.70 0.2
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Le tableau V résume les principaux traitements par voie générale regus par les patients dans
les deux groupes. Il n'y a pas de différence significative entre les deux groupes pour les anti-
hypertenseurs, les hypolipémiants, les antidiabétiques oraux, l'insuline, les corticoides, les
hormones thyroidiennes, la vitamine D et la catégorie « autres traitements ». La prise de
traitements anticoagulants et antiagrégants plaquettaires est significativement plus fréquente

dans le groupe « glaucomes ».

Tableau V : Traitements par voie générale dans les groupes glaucome et controle.

Total POAG Controls P values

(N=51) (N=25) (N=26)
Antihypertensives, % 52.94 44 61.54 0.21
Lipid-lowering medications, % 45.10 48 42.31 0.68
Antiplatelet therapy/oral anticoagulation 4510 60 30.77 0.04
drugs, %
Oral diabetes medications, % 23.50 20 26.92 0.56
Insulin, % 5.88 8 3.85 0.61
Corticosteroids, % 11.76 20 3.85 0.1
Thyroid hormone, % 13.73 20 7.70 0.25
Vitamin D, % 11.8 16 7.70 0.42
Others, % 56.86 64 50 0.31

Le tableau VI présente les caractéristiques ophtalmologiques des patients dans chacun des
deux groupes. La sévérité du glaucome est déterminée a partir du systéme de classification
des différents stades évolutifs du glaucome décrit en 2006 par R.P. Mills et al. (47). Elle est
établie en tenant compte de la déviation moyenne retrouvée au champ visuel automatisé : une
déviation moyenne jusqu’a -6 dB est un glaucome débutant, une déviation moyenne entre -
6.01dB et -12dB est un glaucome modéré, une déviation moyenne entre -12.01dB et -20dB
est un glaucome avancé et une déviation moyenne au-dela de -20 dB est un glaucome sévere.
L'acuité visuelle et la PIO notés dans le tableau correspondent a I'examen clinique réalisé en
pré-opératoire de la chirurgie de la cataracte. Il n'y pas de différence significative entre les

deux groupes concernant la pression intra-oculaire ainsi que la fréquence de la dégénérescence
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maculaire liée a I'age, de la rétinopathie diabétique, de I'occlusion veineuse rétinienne et de la

myopie forte. La somme de ces comorbidités ophtalmologiques n’étant pas une neuropathie

optique n'est pas significativement différente entre les deux groupes, mais la p-value de 0.06

a justifié une analyse secondaire en excluant ces prélevements. L'acuité visuelle lors de la

consultation préopératoire de chirurgie de la cataracte était significativement plus faible dans

le groupe « glaucomes » que dans le groupe controle (la valeur de I'acuité visuelle en LogMar

est donc plus élevée dans le groupe « glaucomes »).

Tableau VI : Caractéristiques ophtalmologiques et traitements ophtalmologiques dans les groupes

glaucome et contrdle.

Total POAG Controls P values
(N=51) (N=25) (N=26)
Mean visual acuity, LogMar 0.27 +0.16 0.34 +0.18 0.20 +0.10 <0.01
Mean IOP, mm Hg 14.9 132 14.8 134 15430 0.9
Other ophthalmologic pathology, % 15.69 28 3,85 0.06
Age related macular degeneration, % 5.88 12 0 0.11
Diabetic retinopathy, % 1.96 4 0 0.49
Retinal vein occlusion, % 1.96 4 0 0.49
High myopia, % 5.88 8 3.85 0.61
Average RNFL thickness, um 69.88
Mean deviation, dB -5.76
Glaucoma severity, %
Early 64 -
Moderate 20 -
Advanced 12 -
Severe 4 -
Glaucoma medications, %
b-blockers 32 -
Prostaglandin analogue 76 -
a-2-agonists 0 -
Carbonic anhydrase inhibitor, % 8 -
Trabeculectomy, % 20 -
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Les résultats des concentrations sont présentés en « concentration moyenne + écart-type ».
Le test statistique utilisé pour établir si la différence est significative est le test de Wilcoxon.
Nous avons mesuré une concentration moyenne en nicotinamide dans le groupe contrle de
7.58 + 3.90 ng/mL. Dans le groupe « glaucomes », la concentration moyenne en nicotinamide
mesurée est de 5.40 + 3.62 ng/mL. On retrouve une différence significative entre les deux
groupes avant normalisation selon I'age (p < 0.02) et aprés normalisation (p < 0.01).

La concentration moyenne en 1-méthyl-nicotinamide mesurée dans le groupe controle est de
7.05 + 4.44 ng/mL. Dans le groupe « glaucomes », elle est de 7.72 + 4.01 ng/mL. Avant et
aprés normalisation selon I'age, on ne retrouve pas de différence significative entre les deux
groupes (p = 0.36 avant normalisation selon I'age, p = 0.58 aprés normalisation).

Le rapport des concentrations nicotinamide/1-méthylnicotinamide est de 1.26 + 0.53 dans le
groupe controle et de 0.81 + 0.59 dans le groupe « glaucomes ». On retrouve une différence
significative entre les deux groupes avant normalisation selon I'age (p < 0.01) et aprés
normalisation (p < 0.001).

Le tableau VII résume les valeurs de fold change (FC) et p-value pour les concentrations en
nicotinamide, en 1-méthylnicotinamide et du rapport des concentrations nicotinamide/1-

méthylnicotinamide dans les deux groupes, avant et apres normalisation selon I'age.

Tableau VII : Résumé des valeurs de fold change et p-value pour les concentrations en nicotinamide, en
1-méthylnicotinamide et du rapport des concentrations nicotinamide/1-méthylnicotinamide entre les
groupes controle et glaucome, avant et aprés normalisation selon I'age.

Fold Change (FC) p-value
- Age - Age
Original Normalized Original Normalized
Conc. Conc.
Conc. Conc.
Nicotinamide 0.71 0.68 0.019 0.008
1-methylnicotinamide 1.10 1.04 0.356 0.581
Nicotinamide/1- 0.64 0.62 0.002 <0.001
methylnicotinamide
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La répartition du rapport des concentration nicotinamide/1-méthylnicotinamide ainsi que des
concentrations en nicotinamide et en 1-méthylnicotinamide sont représentées dans la

figure 3.

Nicotinamide/1-methylnicotinamide Nicotinamide
Original Conc. Age Normalized Conc. Original Conc. Age Normalized Conc.
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— —
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Figure 3 : Répartition du rapport des concentrations « nicotinamide / 1-méthylnicotinamide », des
concentrations en nicotinamide et en 1-méthynicotinamide dans le groupe controle et le groupe glaucome.
*

p < 0.02
** p < 0.001

Nous avons par ailleurs réalisé une seconde analyse en excluant les 8 patients atteints d'une
comorbidité ophtalmologique (trois cas de DMLA atrophique, un cas d'OVCR, un cas de
rétinopathie diabétique et deux cas de myopie forte dans le groupe « glaucomes » ; un cas de
myopie forte dans le groupe contrdle).

Le tableau VIII résume les valeurs de fold change (FC) et p-value pour les concentrations en

nicotinamide, en 1-méthylnicotinamide et du rapport des concentrations nicotinamide/1-
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méthylnicotinamide dans les deux groupes, avant et aprés normalisation selon |'age, aprés
exclusion de ces patients atteints d'une comorbidité ophtalmologique.

On retrouve toujours une diminution significative de la concentration en nicotinamide dans le
groupe « glaucomes » par rapport au groupe contrdle, avant normalisation selon I'age
(p=0.02) et aprés normalisation (p<0.01).

On retrouve également toujours une absence de différence significative de la concentration en
1-méthylnicotinamide, avant normalisation selon I'age (p=0.88) et aprés normalisation
(p=0.74).

On retrouve enfin toujours une diminution significative du rapport des concentrations
nicotinamide/1-méthylnicotinamide dans le groupe « glaucomes » par rapport au groupe
controle, avant normalisation et aprés normalisation selon I'age (p<0.01).

La validation de cette méthode de dosage ainsi que les résultats de cette étude feront I'objet

d’une publication en cours de préparation.

Tableau VIII : Résumé des valeurs de fold change (FC) et p-value pour les concentrations en nicotinamide,
en 1-méthyInicotinamide et du rapport des concentrations nicotinamide/1-méthyInicotinamide dans les deux
groupes, avant et aprés normalisation selon I'age, aprés exclusion des patients atteints d'une comorbidité
ophtalmologique.

Fold Change (FC) p-value
- Age - Age
Original Normalized Original Normalized
Conc. Conc.
Conc. Conc.
Nicotinamide 0.658 0.620 0.02 0.008
- 1.014 0.956 0.883 0.742
methylnicotinamide
Nicotinamide/1- 0.662 0.626 0.005 0.003
methylnicotinamide
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DISCUSSION

5. Notre étude

5.1. Les forces de I'étude

Nous avons retrouvé une diminution significative de la concentration en nicotinamide dans
I'hnumeur aqueuse dans le groupe glaucome par rapport au groupe controle. Nous avons
également retrouvé une diminution significative du rapport nicotinamide/1-méthyl-
nicotinamide dans le groupe glaucome. Ces différences restent significatives aprées
normalisation selon |'age. Nous n'avons pas retrouvé de différence significative de
concentration en 1-méthylnicotinamide entre les deux groupes. Nos résultats confortent I'idée
que le nicotinamide joue un role essentiel dans la neuropathie optique glaucomateuse.

Nous avons par ailleurs pu déterminer une concentration moyenne en nicotinamide et en 1-
méthyl-nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez les patients atteints de GPAO : elle est
évaluée a 5.40 + 3.62 ng/mL pour le nicotinamide et 7.72 + 4.01 ng/mL pour le 1-
méthylnicotinamide. Chez les patients indemnes de neuropathie optique, elle est évaluée a
7.58 + 3.90 ng/mL pour le nicotinamide et 7.05 + 4.44 ng/mL pour le 1-méthyl-nicotinamide.
A notre connaissance, cette étude est la premiére s'intéressant a la concentration en
nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez des patients atteints de GPAO et des témoins
indemnes de neuropathie optique glaucomateuse. De fagon générale, trés peu d'études
semblent avoir déja étudié le nicotinamide dans I'humeur aqueuse (46, 48). Notre étude a
permis de tester et de valider une méthode reproductible et fiable permettant le dosage du

nicotinamide et de son métabolite le 1-méthylnicotinamide. Ces données pourraient servir a
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de futurs travaux étudiant notamment les effets d'une supplémentation en nicotinamide chez

des patients glaucomateux.

5.2. Les limites de I'étude

Une des principales limites de notre étude est la taille relativement faible de notre échantillon,
ce qui limite sa puissance. En effet nous n‘avons inclus que 51 participants, 25 individus
atteints de GPAO et 26 sujets témoins. Si I'on s'intéresse aux caractéristiques des patients, on
remarque que les patients atteints de GPAO ont fréquemment une comorbidité
ophtalmologique qui pourrait influencer le résultat des dosages vitaminiques (3 DMLA
atrophiques, 1 rétinopathie diabétique, 1 OVCR et 2 myopies fortes). Les résultats restent
toutefois toujours significatifs lorsqu’on exclut ces prélevements. On remarque par ailleurs que
beaucoup des GPAO inclus dans I'étude ont un glaucome considéré comme débutant selon le
systéme de classification des différents stades évolutifs du glaucome décrit en 2006 par R.P.
Mills et al. ; en effet, 16 prélevements sur 25 GPAO (64%) sont issus de patients ayant un
GPAO débutant. Ce faible nombre de participants a pour cause principale le nombre limité de
patients atteints de GPAO opérés de la cataracte au CHU d’Angers sur une année.

Le recueil d'un volume suffisant d’humeur aqueuse est parfois également compliqué : la
chambre antérieure peut se vider juste apres la premiére incision cornéenne, ce qui restreint
le volume restant pouvant étre prélevé. Une partie du prélévement est également perdue au
cours des manipulations, notamment lors des transferts entre la seringue de 1 mL et le tube
de conservation. Une partie des prélevements a également été utilisée en début d'étude afin
de tester et valider la méthode permettant le dosage du nicotinamide et son métabolite le 1-

méthylnicotinamide dans I'humeur aqueuse.
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Par ailleurs, cette étude étant monocentrique, il serait intéressant de la répliquer dans d'autres
centres pour confirmer que nos résultats sont généralisables.

Un autre biais potentiel est la consommation de suppléments vitaminiques non déclarée par
les participants a I'étude. La déclaration d’une consommation de suppléments vitaminiques
contenant de la vitamine B3 était un critére de non inclusion dans notre étude. Toutefois, nous
nous sommes basés sur l'interrogatoire ainsi que sur le dossier d’anesthésie préopératoire pour
le recueil de cette information, et il peut arriver que les patients ne déclarent pas spontanément

cette supplémentation, ne la considérant parfois pas comme un « médicament ».

6. Dans la littérature

Le nicotinamide, précurseur du nicotinamide adenine dinucléotide (NAD+), est connu pour sa
puissante activité anti-oxydante et semble réduire les dommages liés au stress oxydatif infligés
aux cellules (49). A notre connaissance, sa concentration dans I'humeur aqueuse n’avait
toutefois jamais été étudiée jusqu'a présent. On retrouve dans la littérature quelques travaux
ayant étudié le nicotinamide dans I'humeur aqueuse, a travers des études métabolomiques
non ciblées, ne quantifiant pas précisément comme dans notre travail la molécule. II existe
entre autres I'étude de Xiong X et al. (48), publiée en 2021, qui a comparé divers métabolites
dans I'humeur aqueuse chez des patients atteints d’occlusion veineuse rétinienne cedémateuse
par rapport a des sujets témoins. Ils ont notamment montré que le taux de nicotinamide dans
I'numeur aqueuse était plus faible chez les patients atteints d'un cedéme maculaire sévére que
chez ceux atteints d’'un cedeme maculaire modéré. Pietrowska et al. (50) ont montré en 2018
que certaines molécules comme le niacinamide (autre nom du nicotinamide) étaient retrouvées

a des taux significativement diminués dans I'humeur aqueuse chez des patients diabétiques
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par rapport a des sujets témoins, le prélevement étant réalisé au cours d'une chirurgie de la
cataracte. En outre, une étude menée en 2004 par Ferreira SM et al. (51) a cherché a mesurer
les marqueurs de stress oxydatif dans I'humeur aqueuse chez des patients atteints de GPAO.
Ils ont montré que la « capacité anti-oxydante totale » (ou « total reactive antioxidant
potential value ») était plus basse dans I'humeur aqueuse des patients atteints de GPAO que
dans celle des sujets témoins, suggérant qu’un stress oxydatif plus important dans le GPAO
pourrait induire cette différence. Le nicotinamide jouant un role clé dans les activités anti-
oxydantes, I|'hypothése d‘une diminution de sa concentration dans les pathologies
inflammatoires semble pertinente.

En 2019, notre équipe (40) a montré que la concentration en nicotinamide dans le plasma était

significativement plus faible chez les patients atteints de GPAO que chez les sujets témoins.

6.1. Supplémentation en niacine dans le glaucome

Plusieurs études ont analysé le lien entre la consommation de vitamine B3 et la prévalence du
glaucome.

En juin 2023, Lee Sy et al. (52) ont montré que la prise alimentaire quotidienne de niacine
était associée a un risque plus faible de développer un glaucome dans la population « 2005-
2008 National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) » ; chaque milligramme
supplémentaire de prise quotidienne de niacine était associé a une diminution de 6% du risque
de glaucome. Cette étude corrobore celle de Jung Ki et al. (53), qui a montré en 2018 qu’une
consommation réduite de niacine était associée a un risque plus élevé de glaucome.

En sus de la simple consommation de niacine, plusieurs études ont été menées afin d'évaluer
I'impact de la supplémentation en niacine. C'est le cas de Hui et al. (44) qui ont évalué les

effets d'une supplémentation orale en nicotinamide sur la fonction rétinienne, initialement a la
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dose de 1,5 g par jour pendant 6 semaines puis 3 g par jour pendant 6 semaines. L'étude a
été menée chez 57 patients atteints de glaucome recevant conjointement un traitement
hypotonisant, selon un schéma d’essai clinique randomisé en double aveugle avec cross-over.
En testant la fonction visuelle par électrorétinographie, ils ont montré que la réponse négative
photopique était meilleure aprés une supplémentation en nicotinamide. Par ailleurs, Moraes et
al. (54) ont rapporté a travers un essai clinique de phase 2 randomisé en double aveugle
qu’une supplémentation orale en nicotinamide (1 g a 3 g par jour) associée a du pyruvate (1,5
g a 3 g par jour) étaient associées a une amélioration significative de la fonction visuelle a
court terme. Un total de 32 patients a participé a cette étude, 21 patients recevant
effectivement le traitement et 11 patients recevant un placebo. Aucun événement indésirable
grave n'a été rapporté au cours de cette étude. Le nombre de points testés du champ visuel
qui se sont améliorés aprés environ 2 mois de traitement était significativement plus important
dans groupe traité que dans le groupe placebo, suggérant une amélioration de la fonction
visuelle. Le taux de variation du PSD (pattern standard deviation) était également meilleur
dans le groupe traité. Cependant, les auteurs n’ont pas retrouvé de différence significative
concernant la déviation moyenne et le VFI (Visual Field Index) ; ils concluent que des études
évaluant les effets du traitement a plus long terme sont requises.

Ces essais thérapeutiques prometteurs mais de courte durée ont ainsi ouvert la voie a d'autres
études de plus grande envergure. De nombreux essais controlés randomisés sont en effet en
cours en Australie, a Singapour, en Suéede, au Royaume-Uni, a Hong-Kong et aux Etats-Unis
afin d'établir si une supplémentation en nicotinamide peut ralentir I’évolution des glaucomes

(55).
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6.2. Le role du nicotinamide dans la neuroprotection

Les données encourageantes de la littérature et les essais thérapeutiques en cours semblent
établir un lien fort entre déficit en nicotinamide et glaucome. Le rdle du nicotinamide dans les
mécanismes de neurodégénérescence demeure toutefois imparfaitement compris. A travers ce
paragraphe, nous avons cherché a expliciter et résumer une partie des connaissances sur le
nicotinamide et son rdle essentiel dans le fonctionnement cellulaire, particulierement la survie
neuronale. Nos principales sources pour la réalisation de ce résumé sont I'article d’Eric Verdin
intitulé « NAD+ in aging, metabolism, and neurodegeneration », publié en 2015 dans la revue
Science (41) ainsi que le mémoire de thése de Pauline Magda Marie Vaur, intitulé
« Caractérisation des effets protecteurs du NAD+ et du Nicotinamide Riboside lors de la
dégénérescence axonale dans le systéme nerveux central: Implications dans les processus
neurodégénératifs » (56).

Le rationnel de ces études sur le nicotinamide dans le GPAO provient en partie de ses effets
neuroprotecteurs suspectés chez des modéles murins. Williams et al (46) ont ainsi analysé les
cellules ganglionnaires de souris a différents ages pour élucider les changements moléculaires
les plus précoces qui se produisent dans le glaucome. Ils ont notamment identifié que le
dysfonctionnement mitochondrial était I'une des premiéres modifications a apparaitre dans les
cellules ganglionnaires rétiniennes. Ces résultats ont poussé a réaliser des études de profil
métabolique, qui ont identifié que la diminution du NAD en fonction de I'age était un élément
central dans la vulnérabilité des cellules ganglionnaires rétiniennes au glaucome. En faisant
remonter les taux de NAD par une supplémentation en nicotinamide, ils ont décrit un effet de
neuroprotection significatif contre le glaucome chez les souris, mesuré objectivement sur la
perte synaptique, la perte en cellules ganglionnaires, la dégénérescence du nerf optique et

I"électrorétinographie.
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Le nicotinamide est le précurseur du NAD, qui est un coenzyme impliqué dans de nombreuses
réactions d’oxydoréduction prenant part au métabolisme énergétique. Il agit également en
tant que substrat dans plusieurs réactions enzymatiques, participant ainsi a la régulation des
sirtuines, des poly ADP ribose polymérases (PARPs) et des ecto-enzymes CD38/157. Durant le
vieillissement, et en partie sous l'effet du stress oxydant, le fonctionnement des mitochondries
se dégrade et rend l'organisme vulnérable a différents processus dégénératifs. Le
vieillissement des cellules entraine une dégradation de I'ADN. Les PARPs étant impliquées dans
la réparation de I’ADN, elles vont étre activées lors du vieillissement. Cette activation va
diminuer le taux de NAD. Or, comme nous |'avons écrit, le NAD est également impliqué dans
la régulation des sirtuines. Ces derniéres étant impliquées dans la biogenése mitochondriale,
le NAD déja diminué pour la régulation des PARPs ne pourra étre utilisé pour la régulation des
sirtuines, et va donc entrainer une régulation négative sur la biogenése mitochondriale et le
métabolisme oxydatif. Cela va alors induire une dégradation du complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale et provoquer un dysfonctionnement majeur des mitochondries. En
somme, un taux intracellulaire diminué en NAD est corrélé a un dysfonctionnement
mitochondrial. Une supplémentation en NAD semble donc une stratégie prometteuse dans le

traitement des maladies neurodégénératives.
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CONCLUSION

Le glaucome primitif a angle ouvert est une pathologie fréquente, potentiellement cécitante,
dont la prévalence est en augmentation dans le monde. La meilleure compréhension des voies
métaboliques impliquées dans la neurodégénérescence fait porter de nouveaux espoirs dans
le nicotinamide, en tant que complément a l'arsenal thérapeutique classique visant
essentiellement a réduire la pression intra-oculaire. Notre étude a retrouvé une diminution
significative de la concentration en nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez les patients
atteints de GPAO par rapport a des patients indemnes de neuropathie optique. Nous n'avons
en revanche pas retrouvé de différence significative de concentration en 1-méthylnicotinamide
entre les deux groupes. Nos résultats confortent I'hypothése d'un déficit en nicotinamide
jouant un rdle dans la physiopathogénie du GPAO. De plus larges études sur d'autres cohortes
seront nécessaires pour valider ou infirmer nos résultats. Notre travail a par ailleurs permis
d'établir les valeurs normales de concentration en nicotinamide dans I'humeur aqueuse chez
I'Homme, puisqu’a notre connaissance, aucune donnée dans la littérature n'était disponible sur
ce sujet jusqu’a présent. Ces données pourraient servir aux nombreuses études en cours sur
la supplémentation en nicotinamide dans la neuropathie optique glaucomateuse. L'avenir nous

dira si le nicotinamide tient ses promesses sur le plan de la neuroprotection dans le glaucome.
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INCLUSION DANS UNE COHORTE POUR UN PROGRAMME DE RECHERCHE SUR LES
MALADIES OPHTALMOLOGIQUES

Promoteur : CHU d'Angers — 4 rue Larrey — 49 933 Angers cedex 9
Responsable Centre Ressources Biologiques Angers :  Dr Odile BLANCHET
Tel : 02 41 35 53 53

Madame, Monsieur

Vous étes actuellement suivi(e) ou hospitalisé(e) au CHU/CH........................... Vous
étes invité(e) a participer a la constitution d'une cohorte (groupement d'importance variable de
personnes) intégrant les données médicales de patients et d’'une collection d'échantillons
biologiques associée. Cette cohorte intitulée "MALADIES OPHTALMOLOGIQUES" permettra de
développer un programme de recherche sur les maladies ophtalmologiques.

Vous trouverez ci-aprés des informations sur cette cohorte et sur sa collection d'échantillons
biologiques, sur votre réle dans cette cohorte, les contraintes et les bénéfices liés a votre
éventuelle participation a cette cohorte, ainsi que sur la procédure de consentement.

Quel est 'objectif de ce programme : "Cohorte MALADIES OPHTALMOLOGIQUE" ?

L'objectif de cette cohorte et de la collection biologique associée est de permettre
d'améliorer les connaissances scientifiques autour des maladies ophtalmologiques.

En France, on estime a 1,7 millions le nombre de personnes atteintes d'une déficience
visuelle. Les principales causes de déficiences visuelles sont liées a I'age avec :

- La cataracte, pathologie (presque) banale actuellement puisqu’il s’agit en France de
l'intervention chirurgicale la plus fréquente.
- La dégénérescence maculaire liée a I'age, toutes formes confondues.
- Leglaucome
- Le syndrome sec, rarement responsable d’'une déficience visuelle, il est néanmoins lié a
l'inconfort visuel.
D’autres pathologies surviennent chez des patients plus jeunes, voire des enfants : neuropathies
optiques héréditaires, maladies rétiniennes génétiques, amblyopie (lié a un strabisme ou a des
troubles réfractifs comme la myopie, I’hypermétropie et I'astigmatisme), les opacités cornéennes...
Si on sait prévenir un certain nombre de maladies oculaires et ralentir leur progression, il reste
encore de nombreux progrés thérapeutiques a accomplir pour guérir ces troubles invalidants et
aussi un grand nombre d’'interrogations quant a la physiopathologie.

Les études utilisant vos échantillons pourront porter sur divers facteurs biologiques y
compris génétiques concernant par exemple un nouveau marqueur de votre maladie, de fagon
prospective ou rétrospective, c’est-a-dire aprés leur découverte, ou aprés la connaissance d’'une
nouvelle application notamment pour le traitement de ces maladies. La cohorte comporte
également le recueil des données de votre dossier médical telles que I'imagerie médicale (champ
visuel, tomographie par cohérence optique (OCT), angiographie a la fluorescéine...) dont
l'interprétation pourrait changer en fonction de I'évolution des connaissances médicales.

Comment se déroulera ce programme? Quel sera votre role ?

Il débute par votre information et le recueil de votre consentement. Un prélevement
biologique sanguin, est nécessaire pour la constitution de la collection biologique soit aprés votre
consultation dans le service ou au cours de votre hospitalisation. Si vous acceptez cette
proposition, des tubes de votre sang vous seront prélevés et des échantillons de sérum et plasma
ainsi que les cellules de votre sang seront conservés congelés pour des analyses ultérieures et
notamment pour constituer une banque d'acides nucléiques (ADN, ARN) permettant des analyses
plus spécialisées permettant de mieux comprendre la pathologie dont vous souffrez. Ces analyses
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seront réalisées selon les projets de recherche particuliers attachés a ce programme sur les
maladies ophtalmologiques.

Dans certains cas pour la prise en charge diagnostique ou thérapeutique habituelle de votre
maladie, il est nécessaire de pratiquer des prélevements (ponctions ou biopsies exéreses...). Un
reliquat de liquide de ponction ou de tissu résultant de la biopsie, non utilisé pour le diagnostic de
votre maladie, pourra éventuellement étre conservé au sein du Centre de Ressources Biologiques
rattaché a votre centre hospitalier, puis transféré au CRB du CHU d’Angers. Les données cliniques
et personnelles liées a ces échantillons seront protégées par un codage effectué par le Centre de
Ressources Biologiques du CHU d'Angers.

Vos prélévements sont susceptibles d'étre analysés pour la détection de maladies
transmissibles (hépatites, HIV, prions....).

Ces échantillons pourront de méme étre cédés a un autre laboratoire de recherche, public
ou privé, pour des études complémentaires ayant la méme thématique, les maladies
ophtalmologiques, ceci sous forme anonyme ; votre nom ne sera en aucun cas révélé.

Si besoin, ces prélevements pourront étre renouvelés lors de I'un de vos prochains passages dans
le service, sauf opposition de votre part et toujours en lien avec une prise en charge habituelle de
votre maladie.

La réalisation de cette cohorte et la collection biologique associée n’engagera aucun frais
supplémentaire pour vous.

Quels sont les contraintes et les risques liés a ce programme ?

Aucune contrainte supplémentaire n'existe pour votre participation a cette cohorte par rapport a
une prise en charge normale. Les risques associés au prélévement sanguin sont faibles et de
courte durée. Les prélévements plus spécifiques (humeur aqueuse, biopsie conjonctivale,....)
seront associés a une demande d'analyse entrant dans la prise en charge habituelle de votre
maladie.

Quels sont les bénéfices attendus ?

Votre participation a cette "Cohorte MALADIE OPHTALMOLOGIQUE" n'apporte aucun avantage
immeédiat pour vous par rapport a une prise en charge normale des patients dans notre service.
Pour nous médecins, votre participation a cette cohorte permettra d'améliorer les connaissances
médicales autour de ces maladies.

Protection des personnes participant a cette cohorte et de la collection biologique associée

La constitution de cette cohorte et de la collection biologique associée sera menée conformément
aux lois n° 2004-800 du 6 aolt 2004 relative a la bioéthique et n°2012-300 du 4 mars 2012 relative
aux recherches sur la personne humaine.

Le Comité de Protection des Personnes ouest Il (CPP) d'Angers a émis le 25/11//2016 un avis
favorable a la mise en ceuvre de cette cohorte.

Le promoteur de cette cohorte, a savoir le CHU d'Angers, a contracté une assurance spécifique
aupres de la société d'assurance SHAM (N° 127 051) pour couvrir les risques et les dommages
liés a la constitution de cette cohorte.

Toutes les informations que vous souhaiterez obtenir ultérieurement concernant cette cohorte vous
seront communiquées dans la mesure du possible par le médecin investigateur.

Toute nouvelle information disponible pouvant éventuellement modifier votre décision de
participation vous sera rapportée.

Vous pourrez étre informé(e) du résultat global a la fin du programme de recherche développé a
partir de cette cohorte et de la collection biologique associée.
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Votre consentement ne dégage ni le Centre Hospitalier Universitaire d'Angers ni les investigateurs
de leurs responsabilités. Tous les colts inhérents a cette cohorte seront a la charge du Centre
Hospitalier Universitaire d'Angers.

Droit de refuser ou de se retirer de cette cohorte et de la collection biologique associée

Votre participation est totalement volontaire et vous étes libre de refuser de participer a cette
cohorte ou de linterrompre a tout moment sans avoir a vous justifier et sans aucun préjudice
volontaire quant a la qualité de votre prise en charge médicale.

Si vous acceptez de participer, il vous sera demandé de signer un consentement de participation
avant toute action dans le cadre de cette cohorte. La signature du formulaire de consentement
n’affecte aucunement vos droits Iégaux.

Le médecin investigateur et/ou le promoteur peuvent interrompre a tout moment votre participation
s'ils estiment que les procédures ne sont pas respectées, ou pour des raisons médicales,
administratives ou autres.

Vous pouvez refuser que les échantillons biologiques qui vous concernent soient conservés et
vous pouvez demander a tout moment que ces échantillons soient détruits.

Confidentialité

Votre participation a cette cohorte et les données recueillies, lors des différents projets de
recherche, vous concernant resteront strictement confidentielles. Toutefois, les Autorités de Santé
ainsi que les personnes mandatées par le promoteur, c'est-a-dire le CHU d'Angers, pourront avoir
un acces direct a votre dossier médical afin de vérifier que cette cohorte et sa collection biologique
associée sont effectuées en conformité avec la Iégislation en vigueur et les réglementations des
Autorités de Santé.

Les informations provenant des données enregistrées sur votre dossier ne seront utilisées que
dans le cadre du programme de recherche associé a cette cohorte, les publications qui en
découleront le seront sous une forme anonymisée. Votre identité ne sera jamais révélée.

Les données enregistrées feront I'objet d’'un traitement informatisé. La base de données associée
a ce projet fait 'objet d'une déclaration a la Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés
(CNIL). Votre droit d’acces et de rectification, prévu par la loi relative a I'informatique, aux fichiers
et aux libertés (Loi n° 78-17, version consolidée au 7 ao(t 2008), pourra s’exercer dans les
conditions prévues par la réglementation a tout moment auprés des responsables de cette
cohorte. Vous pourrez exercer ce droit directement ou par I'intermédiaire du médecin de votre
choix.

Pour toute question, vous pouvez contacter

le Médecin investigateur

NOM & e,
Prénom : ...
CHICHU : ...,
Tel
Date @ ..
Signature :

Ce document vous appartient et vous pouvez le communiquer a
votre médecin traitant ou a vos proches pour avis

Fait en 2 exemplaires originaux, datés et signés.
- Un exemplaire conservé par la personne donnant son consentement
- Un exemplaire conservé par le responsable de la recherche (dossier patient).
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PARTICIPATION A LA CONSTITUTION D’UNE COLLECTION D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES
DE MALADIES OPHTALMOLOGIQUES - PATIENT MAJEUR

NOM d tient Pré Etiquette
upatient: ... [T 0o 2 0 R .
Date de naissance : ......... [ovieinn. [viiininn. du patient
A S S & ettt e

Ou Signature de représentants légaux : la signature d'un consentement par un majeur sous sauvegarde de
justice est valable. Celle d'un majeur sous curatelle I'est également a condition qu'il soit assisté par son curateur
et que la preuve de l'assistance du curateur figure sur le formulaire de consentement ou dans le dossier
médical. Le consentement du majeur sous tutelle n'est pas suffisant. Il est recueilli selon le degré de
discernement du majeur protégé mais l'autorisation du tuteur est toujours nécessaire.

Ou signature d'un proche si I'état du patient le nécessite :

Je SOUSSIGNE(S) «.uvvviiii e Bl
Agissant en tant que ] représentant Iégal (aux) [0 proche de :
(Nom, prénom du patient)..........ccccceeriiiiniiiiiie e néele ........ [ Lo

Dans le cadre de ma prise en charge hospitaliere, le médecin investigateur m'a proposé de
participer a la constitution d'une cohorte et d'une collection d'échantillons biologiques associée
organisées par le Centre Hospitalier Universitaire d'ANGERS, dans un programme de recherche
intitulé "MALADIES OPHTALMOLOGIQUES".

Il m'a précisé que je suis libre d'accepter ou de refuser, que cela n'aura pas de conséquence sur la
qualité de mes soins et ne changera pas nos relations pour mon traitement.

Aprés lecture de la note d'information, je déclare :

1°/ Avoir été informé(e) parle Dr ..........ccoeoviiiiienieene conformément a la loi N°2004-800 du
6 aolt 2004 relative a la bioéthique

- de la nature de I'étude de recherche clinique et de ses objectifs, notamment la
possibilité de pouvoir disposer de I'étude de mes caractéristiques génétiques

- de la proposition de conserver, les échantillons de mes prélevements au CRB du
CHU d'Angers pour une durée illimitée ou dans un premier temps au CRB du centre
hospitalier ou je suis suivi puis mes échantillons conservés seront transférés dans un
deuxiéme temps au CRB du CHU d’Angers.

- Que mes préléevements sont susceptibles d'étre analysés pour la détection de
maladies transmissibles (hépatites, HIV, prions....).

- que mes échantillons et les données personnelles (cliniques et/ou ethniques),
associées me concernant seront conservées sous forme codée.

- que mes échantillons peuvent étre cédés a d'autres chercheurs publics ou privés du
territoire national ou international, pour des projets de recherche scientifique ou de
développement tout en garantissant la confidentialité de mes données

2°/ Avoir noté que ce programme et la conservation des échantillons qui y est associée, a
regu pour sa mise en ceuvre, un avis favorable du Comité de Protection des Personnes Angers Ouest
II'le 25/11/2016.

3°/ Avoir regu toutes les réponses souhaitées a mes questions et avoir noté que ma
participation a cette recherche est totalement libre. Si je le désire, je pourrai a tout moment arréter ma
participation.
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4°/ Avoir noté que je suis libre a tout moment de demander la destruction de mes échantillons.

5°/ Avoir noté que les données cliniques et ethniques me concernant resteront strictement
confidentielles. Je n'autorise leur consultation que par des personnes collaborant a la recherche
désignées par le médecin investigateur et éventuellement un représentant des Autorités de Santé.
A aucun moment les données personnelles me concernant n'apparaitront en cas de publication des
résultats des travaux de recherche.

6°/ Avoir été informé (e) conformément a la loi que certaines données nominatives me
concernant feront pour ce programme l'objet d'un traitement informatisé en vertu de la loi
"Informatique et Libertés" du 6 janvier 1978 (version consolidée au 16/10/2013). J'ai été informé(e) de
la nature des informations transmises, de la finalité du traitement des données, de mon droit d'accés
et de rectification par l'intermédiaire d'un médecin de mon choix, de mon droit de m'opposer au
traitement automatisé des données me concernant.

Compte tenu de toutes les informations regues, j'accepte librement et volontairement :

DE PARTICIPER A CE PROGRAMME ET AUX RECHERCHES ASSOCIEES
ould NON 1

= DE PARTICIPER AUX RECHERCHES ASSOCIEES AVEC ETUDE DE CERTAINES
CARACTERISTIQUES GENETIQUES
ourd NON

. QUE MES ECHANTILLONS SOIENT CONSERVES AU CRB DU CHU D'ANGERS
ould NON 1

=  QUE MES ECHANTILLONS ET LES DONNEES ASSOCIEES PUISSENT ETRE CEDES POUR ETRE
UTILISES DANS D'AUTRES PROGRAMMES DE RECHERCHE
ourd NON

Le sujet participant au programme Le médecin investigateur du programme
ou le représentant Iégal

NOM & e NOM & L
Prénom ... Prénom @ ...
Date oo Tl i
CHU e Date .o
Signature Signature

Un exemplaire original signé de ce formulaire de consentement et une copie de la lettre d’information
m’ont été fournis

Fait en 3 exemplaires originaux, datés et signés.
- Un exemplaire conservé par la personne donnant son consentement
- Un exemplaire conservé par le Centre de Ressources Biologiques du CHU d’Angers
- Un exemplaire conservé par le médecin investigateur de la recherche (dans le dossier patient).
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Analyse du taux de nicotinamide (vitamine B3) dans I'humeur aqueuse chez les patients
atteints de glaucome primitif a angle ouvert

Introduction : Le glaucome primitif a angle ouvert (GPAO) est une neuropathie optique chronique fréquente et
potentiellement cécitante. Sa physiopathogénie est complexe et encore mal comprise ; I'essentiel de I'arsenal
thérapeutique disponible a ce jour vise a réduire la pression intra-oculaire. La meilleure compréhension des voies
métaboliques impliquées dans la neurodégénérescence cellulaire fait porter de nouveaux espoirs dans le
nicotinamide, un composant de la vitamine B3, qui semblerait neuroprotecteur dans le glaucome. L'objectif de ce
travail était d'évaluer la concentration en nicotinamide et de son métabolite, le 1-méthylnicotinamide, dans
I'humeur aqueuse chez les patients atteints de GPAO.

Matériels et Méthodes : Nous avons réalisé un prélévement d’humeur aqueuse au bloc opératoire chez des
patients atteints de GPAO et un groupe témoin. Ces prélévements ont été réalisés au CHU d’Angers au cours d'une
chirurgie de la cataracte. Nous avons mesuré la concentration en nicotinamide et 1-méthylnicotinamide a l'aide
d’une méthode chromatographique en phase liquide couplée a un dosage par spectrométrie de masse en tandem.
Résultats : Nous avons inclus 51 prélévements d’humeur aqueuse dans notre étude dont 25 cas de GPAO et 26
témoins. Nous avons retrouvé une diminution significative de la concentration en nicotinamide dans le groupe
glaucome par rapport au groupe témoin (5.40 + 3.62 ng/mL chez les cas versus 7.58 + 3.90 ng/mL chez les
témoins, p-value < 0.02). Nous n’avons pas retrouvé de différence significative de concentration en 1-
méthylnicotinamide entre les deux groupes (7.72 + 4.01 ng/mL chez les cas versus 7.05 + 4.44 ng/mL chez les
témoins, p-value = 0.36). Le rapport des concentrations nicotinamide/1-méthylnicotinamide était significativement
diminué dans le groupe glaucome par rapport aux témoins (0.81 + 0.59 versus 1.26 + 0.53, p < 0.01).
Conclusion : Nous avons retrouvé une diminution significative de la concentration en nicotinamide dans I'humeur
aqueuse chez les patients atteints de GPAO, ce qui conforte I'hypothése d’un réle central de cette vitamine dans la
physiopathogénie du glaucome. Nous avons par ailleurs pu déterminer une concentration moyenne du nicotinamide
dans ce liquide biologique chez des individus indemnes de neuropathie optique.

Mots-clés : glaucome primitif a angle ouvert, nicotinamide, vitamine B3, niacine, 1-méthylnicotinamide, humeur
aqueuse, neuroprotection

Analysis of nicotinamide (vitamin B3) levels in aqueous humor in patients with primary
open-angle glaucoma

Introduction : Primary open-angle glaucoma (POAG) is a common and potentially blinding chronic optic
neuropathy. Its pathophysiology is complex and still poorly understood. The main therapeutic approach currently
available aims to reduce intraocular pressure. A better understanding of the metabolic pathways involved in cellular
neurodegeneration brings new hopes to nicotinamide, a component of vitamin B3, which appears to have
neuroprotective properties in glaucoma. The objective of this study was to evaluate the concentration of
nicotinamide and its metabolite, 1-methylnicotinamide, in the aqueous humor of patients with POAG.

Materials and Methods : We collected aqueous humor samples during surgery from patients with POAG and a
control group. These samples were obtained at the Angers University Hospital during cataract surgery. We
measured nicotinamide and 1-methylnicotinamide concentrations using a liquid chromatographic method coupled
with tandem mass spectrometry.

Results : We included 51 aqueous humor samples in our study (25 cases of POAG and 26 controls). We found a
significant decrease in nicotinamide concentration in the glaucoma group compared to the control group (5.40 £
3.62 ng/mL in cases versus 7.58 £ 3.90 ng/mL in controls, p-value < 0.02). We did not observe a significant
difference in 1-methylnicotinamide concentration between the two groups (7.72 £ 4.01 ng/mL in cases versus 7.05
* 4.44 ng/mL in controls, p-value = 0.36). The nicotinamide/1-methylnicotinamide concentration ratio was
significantly reduced in the glaucoma group compared to the controls (0.81 £ 0.59 versus 1.26 + 0.53, p < 0.01).
Conclusion : We observed a significant decrease in nicotinamide concentration in the aqueous humor of patients
with POAG, which supports the hypothesis of a central role for this vitamin in the pathophysiology of glaucoma.
Additionally, we were able to determine an average nicotinamide concentration in this biological fluid in individuals
without optic neuropathy.

Keywords : primary open-angle glaucoma, nicotinamide, vitamin B3, niacin, 1-methylnicotinamide, aqueous humor,

neuroprotection
| AI FACULTE_
-4 DE SANTE

1INIVFRSITE WANGERS



