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Introduction

Les anomalies de Ig-oxydation mitochondriale des acides gras (AG) tirent un
groupe a part entiere des maladies héréditairesmétabolisme (MHM) qui comptent
aujourd’hui environ 500 maladies connues. Ces ahesae lap-oxydation regroupent
environ une vingtaine de déficits identifiés. Bigume leur prévalence individuelle soit faible,
leur prévalence collective est élevée (1/5000 & 0DA0) [1]. Cliniguement, elles peuvent se
manifester a tout age, et de diverses manieresighygemie, myocardiopathie ou épisodes de
rhabdomyolyse... Leur diagnostic biochimique repsese la détermination du profil des
acylcarnitines. En effet la carnitine est une mal@cpermettant de détoxifier les acyl-
coenzymeA (acyl-CoA) qui s’accumulent dans la niitowdrie. On les retrouve alors sous
forme d’acylcarnitines. En cas de déficit de lapxydation mitochondriale des AG, ce
mécanisme de détoxification est saturé car les@ofl ne peuvent plus étre métabolisés, on

retrouve alors un profil des acylcarnitines ré\@latde ce déficit.

La spectrométrie de masse (MS), outil diagnostisgaunt, est devenue indispensable a
la biologie médicale actuelle. Dans ce contextejdeeloppement de nouveaux parametres
diagnostiques utilisant cette technique apparaime une évidence. La détermination du
profil des acylcarnitines plasmatiques par specdftomde masse en tandem (MSMS) est déja
largement répandue dans les laboratoires de bigehimdtabolique et nous l'avons utilisée

dans notre travail.

Cette analyse peut non seulement diagnostiquerahesnalies de lg3-oxydation
mitochondriale des AG, mais elle est également esune de mettre en évidence un autre
groupe de MHM que sont les aciduries organiques.pls, la recherche de certaines
acylcarnitines, est déja largement utilisée damsaices pays pour le dépistage néonatal
systématique de ces MHM. Elle est d’ailleurs d’atité en France puisqu’un récent rapport
de la Haute Autorité de Santé (HAS) préconise lgsigége systématique du déficit en acyl-
CoA déshydrogénase des acides gras a chaine moyenndedium Chain Acyl-CoA
Dehydrogenase (MCAD) [2], une anomalie de ploxydation des AG caractérisée par

I'accumulation d’acylcarnitines a chaine moyennetdoctanoylcarnitine.
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Apres une synthese bibliographique sur le métanelisde la carnitine et les
différentes MHM pouvant étre diagnostiquées par plefil des acylcarnitines, nous
aborderons la mise au point technique de cetteysmalinsi que ses criteres de validation.
Enfin, la discussion nous permettra de faire lepsir cette méthode et d’évaluer les enjeux
de la validation biologique de ces profils.
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Partie 1 : Synthese bibliographique
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Chapitre 1 Rappels physiologigues

1.1 La carnitine

1.1.1Historique

La carnitine a été découverte en 1905 par deuxchbbars russes, Gulewitsch et
Krimberg, alors gu’ils étudiaient des extraits desgle de boeuf. Elle a été nommeée a partir

du mot latin « carnis » qui signifie chair [3].

Quelgues années plus tard, en 1927, la formuleigherde la carnitine a été décrite :

acide 3-hydroxy-4-triméthyl-amino-butyriqui].

En 1952, des études réalisées sur le ver de f@rgreebrio molitoy a la recherche de
nouvelles vitamines du groupe B ont mis en évidengefacteur de croissance baptisé

vitamine Br qui s’est avéré étre la carnitine [5, 6]

En 1955, Fritz est le premier a découvrir le roéela carnitine sur le métabolisme

oxydatif des AG a longue chaine, s’effectuant an s&me des mitochondries [7].

En 1962, la forme physiologique active de la caraita été identifiée : il s'agit de
I'isomere L (-) ou Iévocarnitine. L'isomere D (Haét biologiquement inactif [§Figure 1).

Hs
+? O
CHs— N/\m_‘/

|

cH, O 0O

Figure 1: Formule structurale de la carnitine

En 1973, les deux premiers cas cliniques concerdast déficits affectant 18-
oxydation des AG sont décrits : un déficit en dameipar Engel et Angelini [9] et un déficit

en carnitine palmitoyltransférase type Il (CPTI i Mauro et Di Mauro [10].
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Depuis, les connaissances sur le métabolisme réldede la carnitine ont beaucoup
progresse, et de nombreux cas de déficits primaioesme secondaires sont maintenant

connus.

1.1.20rigine

Chez les humains, 75% de la carnitine provient'aarlentation (régime omnivore)
[11]. La carnitine est largement retrouvée danéantation d’origine animale, par contre sa
disponibilité est plus limitée dans les végétaumsAles principales sources de carnitine sont
la viande rouge et les produits laitiers. Les hummangérent entre 2 et 12 pumol/kg/jour de

carnitine (régime omnivore) [12].

L’autre partie de la carnitine (25%) provient d’'usynthese endogene. Les principaux

sites de production de la carnitine chez 'homnmd &ofoie, le rein et le cerveau [13].

Deux acides aminés sont nécessaires pour la sgnémegene : la méthionine et la
lysine. Chez les Mammiferes, certaines protéinati@anent des résidus détriméthyl-

lysine (TML) qui est le premier métabolite nécessaila biosynthése de la carnitine.

La TML-dioxygénase va produire le 3-hydroxy-TML (MIL). Cette enzyme
nécessite des cofacteurs : le 2-oxoglutarate rléefecux (F&") et de I'oxygéne moléculaire.
Brievement, I'hydroxylation du substrat (TML) paa ITML-dioxygénase est lié a la
décarboxylation oxydative du 2-oxoglutarate en sate et CQ. L'oxygéne moléculaire
réagit avec le site actif de I'enzyme pour formerintermédiaire oxo-ferryl (F&=0) utilisé
pour hydroxyler la TML. Le second atome d’oxygers¢ iacorporé dans le 2-oxoglutarate,
entrainant la formation de succinate et la libératle CQ. De plus, la TML-dioxygénase
nécessite également la présence d'acide ascorlignaple semble étre de maintenir le fer a

I'état ferreux.

Ensuite, l'action de la HTML-aldolase, dont le adfur est le pyridoxal-5'-
phosphate, va conduire a la formation de 4-triylathinobutyraldéhyde (TMABA).

La TMABA-deshydrogénase, qui nécessite la présameenicotinamide adénine
dinucléotide (NAD), transforme le TMABA en &N-triméthylaminobutyrate (=

butyrobétaine).
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Enfin la derniere étape implique la butyrobétainexygénase, dont le mode de

fonctionnement est similaire a la TML-dioxygénaseconduit a la formation de carnitine

[14] (Figure 2).

A B

2-Oxoglutarate Succinate
‘oM +0, +CO,

Clly o

ol [
CHy—N— CH;— CH;— CH;— CH;—CH—C

CH, NH,

Ntrimethyllysine (TML) Protein degradation ——aTML

CHy 0

. 1
CHy—N— CHy— CHz— CH;— CH— CH—C
CHy CH; — CHy— CH; — CH— CH—C, .

‘ :
CHy okl ay HH
3-hydroxy-N* trimethyllysine (HTML)

Mitochondrion

(".H.} o Clycine
CHy—N— CHy — CHy— CHy— C
oy i TMABA

4-N-trimethylaminobutyraldehyde (TMABA) Cytosol

CHj 0
. I
CHy—N— CH; — CHy— CH,— € At

H, oH

4-N-trimethylaminobutyrate (butyrobetaine)

cHy oM 0 L-carnitine Butyrobetaine

-
CHy—N— CHy— CH— CH,—C
CHy

‘oH Succinate 2-Oxoglutarate
+C0, +0,
L-carnitine

Figure 2: Biosynthése de la carnitine (d'apres VaZ14])

(A) Structures chimiques des cing métabolites dédlsyhthése de la carnitine.

(B) Biosynthese de la carnitine a partir de la TMiprés libération de la TML par la dégradation lysnate des
protéines, ce composé est hydroxylé par la TMLD (ET4.11.8 ;N6-triméthyllysine dioxygénase) en HTML
qui est clivée par une aldolase spécifique, la HRMEC 4.1.2."’X’ ; 3hydroxyN6-triméthyllysine aldolase) en
TMABA et glycine. Par la suite, la TMABA est oxydéa butyrobétaine (K-triméthylaminobutyrate) via la
TMABA-DH (EC 1.2.1.47; 4-triméthylaminobutyraldéthy deshydrogénase) Dans la derniére étape, la
butyrobétaine est hydroxylée par la BBD (EC 1.14L1%-butyrobétaine dioxygénase) pour former la caraitin

1.1.3Distribution

La carnitine synthétisée se retrouve dans la dtmul générale sous forme libre

(absence de liaison protéique). Les tissus les gdasommateurs de carnitine, a savoir les
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muscles cardiagues et squelettiques, ne peuvena ggsthétiser (car ne possedent pas la
butyrobétaine dioxygénase) [1Rf concentration tissulaire en carnitine est venginquante
fois supérieure a celle du plasma, il y a donc s&ite d’'un transport actif pour la plupart de

ces tissus [14].

Le principal transporteur membranaire impliqué diégassimilation de la carnitine par
les tissus est le transporteur OCTN2 (organic-natggh-affinity transporter) qui est un
transporteur sodium-dépendant de haute affinitér daucarnitine. Son expression est
importante au niveau des membranes plasmiqueselletes des muscles squelettiques, du

rein, du cceur, du placenta et des reins [16].

Il existe également d’autres transporteurs de faitiae, ayant une affinité moindre. Il
s’agit du transporteur OCTNL1 et du transporteur AT@mino acid transporter) [14].

L’excrétion de la carnitine est urinaire, mais lajonité de la carnitine est réabsorbée

par le rein qui assure le maintien des conditicherdéostasie optimales [14].

1.1.4R0bles

1.1.4.1 Transport des acides gras au sein de la mitochendri

* Origine des AG

Chez I'hnomme, la majorité des AG sont exogenesestdesoins sont largement
couverts par I'apport alimentaire. Cependant ceetaicellules (en particulier les hépatocytes
et les adipocytes) sont capables de synthétiseAGesndogénes. En situation normale, le
niveau de synthese est bas sauf en cas de régpeeghycidique ou I'acétyl-CoA issu de la

glycolyse emprunte la voie de synthése des AG.

L’origine des AG dépend donc de I'état nutritiondel 'organisme. En cas de jelne,
stress ou exercice, les triglycérides de réserviisdu adipeux sont hydrolysés et libérent des
AG aux différents tissus via la circulation générdles AG sont alors soit métabolisés pour
produire de I'énergie, soit remis en réserve. Apnesepas, les graisses absorbées (végétales
ou animales) fournissent des triglycérides a ch&ngue qui seront hydrolysés. Une fois

dans les cellules, les AG libres sont esteérifiétrighycérides ou phospholipides [17].
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» Transport des AG

Difféerentes étapes de transport sont nécessairast ayjue les AG pénétrent dans la
mitochondrie pour y étre oxydés. La captation d&par les cellules est largement réalisée
pour les AG a longue chaine et trés longue chaiae I'mtermédiaire de protéines
membranaires de transport des AG, les FAR&ty Acid Transport Protejn Ces protéines
sont retrouvées dans I'ensemble des tissus utilisarAG et possedent une activité acyl-CoA
synthétase, suggérant ainsi que les AG sont ragideroonvertis en acyl-CoA aprés
translocation a travers la membrane cytoplasmiguedté de ces FATP, d'autres protéines
sont impliqguées dans le transport des AG : les FAERty Acid Binding Proteinet la FAT
(Fatty Acid Translocagg18].

La L-carnitine joue un role essentiel au niveaungétabolisme énergétique des tissus
(muscle cardiaque, squelettique) et de certaimggdis cellulaires (ostéoblastes [19]) via le
transport des AG a chaine longue a travers la mambinterne de la mitochondrie. Cette
derniere est en effet imperméable aux AG a chaingule (12 a 20 C) et la L-carnitine est
I'unique transporteur leur permettant de pénétoesain de la mitochondrie ou ils subiront la

[-oxydation.

Ainsi, le transport au sein de la mitochondrie A€sa chaine courte (2 a 4 C) et a chaine
moyenne (6 a 10 C) se réalise par simple diffup@assive. Concernant le transport des AG a
chaine longue, celui-ci se caractérise par I'actioncertée de trois enzymes : la carnitine-
palmitoyltransférase | (CPTI), la carnitine/acylutine translocase (CACT) et la carnitine-
palmitoyltransférase Il (CPTII)Hgure 3) [20].

La CPTI est localisée sur la membrane externe dettechondrie et permet la conversion,
apres activation des AG en acyl-CoA dans le cyspka (via I'acyl-CoA synthétase), des

acyl-CoA en acylcarnitine :

CPTI

Acyl-CoA + carnitine =  Acyl-carnitine + CoA
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Ensuite, la CACT, située au niveau de la membraterne de la mitochondrie, assure
I’échange carnitine libre/carnitine acylée a traveette méme membrane (la carnitine libre

sort de la mitochondrie tandis que la carnitinel@eyentre).

Enfin, la CPTIIl, enzyme localisée sur la face ingede la membrane mitochondriale

interne, permet la libération des acyl-CoA dansiismchondrie :
CPT Il

Acyl-carnitine + CoA = Acyl-CoA + carnitine

/ Acyl-CoA \
carnitine

CPTI A Ccytoso

Acyl-carnitine espace
intermembranail

CACT

mitochondrie
Acyl-carnitine

CPTII
\ Acyl-CoA /

Figure 3: Cycle de la carnitine (d'aprés De Lonlay[1])

Les AG a longue chaine pénétrent dans la mitocl®mnii la navette carnitine qui implique trois enmss : la
CPTI (carnitine-palmitoyl transférase 1), la CAC&af(nitine/acylcarnitine translocase) et la CPTHr(itine-

palmitoyl transférase II).

Une fois rentrés au sein de la mitochondrie, les V&Gt pouvoir subir |g-oxydation

proprement dite. Cetf&oxydation des AG permet la synthése d’acétyl-CoAtd'utilisation
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directe ou indirecte par le biais des corps céetmsgpermet la fourniture de I'adénosine

triphosphate (ATP) mitochondrial (cf. paragraph 1).

1.1.4.2 Détoxification de métabolites potentiellement taeq

La carnitine joue également un role dans le tramdpars de la mitochondrie (et des
peroxysomes) des fragments acylés issus dg-daydation. En effet, ce mécanisme de
détoxification est en particulier important lorsqles acyl-CoA s’accumulent dans la
mitochondrie, notamment en cas d’anomalie d&dxydation des AG [18]. La carnitine sert
alors de transporteur aux fragments d’AG potemrteént oxydés en les déplacant hors de la

mitochondrie (et des peroxysomes) sous la formeyttarnitines.

La carnitine intervient également dans I'oxydatibes dérivés de la valine et de la
leucine. Ainsi, suite a la mobilisation des groupeylés (résultant de la décarboxylation
oxydative des acides aminés ramifiés), par formatobacylcarnitines, celles-ci sont
transportées hors de la mitochondrie puis élimirdaass les urines [21]. De ce fait, dans
certaines conditions pathologiques (telles quadéduries organiques), le rdle épurateur de la

carnitine est intensifié.

Ce systéme est également utilisé pour la détoxidicade certains médicaments qui
utilisent lap-oxydation comme voie de métabolisation. C'estds par exemple de l'acide
valproique dont les métabolites pourront étre épwia la carnitine (sous forme de

valproylcarnitine) (cf. paragraphe 2.1.2.2).

1.1.4.3 Modulateur et régulateur des rapports intracelletades groupes acylés

et aceétylés

La carnitine, de part son double réle de transpofintérieur et a I'extérieur de la
mitochondrie via la transformation réversible desyl®CoA et des acétyl-CoA en
acylcarnitine et acétylcarnitine, permet la régatatdes concentrations intracellulaires en
acétyl-CoA / CoA libre et acyl-CoA / CoA libre. Hifet, c’est grace a la carnitine que les
groupes acylés et acétylés peuvent se déplacer abumpartiment cellulaire a un autre

puisque les membranes biologiques sont imperméahl&oA [21].
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Ainsi, le pool d’acyl-CoA et d’acétyl-CoA disponds permet un apport en substrats
nécessaires a de nombreux processus meétabolidagsoxydation des AG, le cycle de

Krebs, la synthése des lipides, du cholestérolcdgss cétoniques...

1.1.4.4 Protecteur des membranes biologiques phospholimgiq

La L-carnitine semble avoir une action sur la disdtion de la structure des
membranes biologiques en re-captant les acyl-Cofsarfid partie de la structure
phospholipidique de ces membranes [21], et gras®ra action antioxydante (molécule

réductrice).

Les carnitine-palmitoyltransférases semblent entiqudier avoir une fonction
essentielle dans le processus de dé-acylationjtéten des phopholipides membranaires de

I'érythrocyte, entrainant une réduction de sa fitdgmembranaire [22].

1.2 La p-oxydation mitochondriale des acides gras

1.2.1Cycle de la83-oxydation

La B-oxydation des AG est une voie énergétique quifeafie pour 90% au niveau

mitochondrial et pour le reste au niveau peroxydd@i@ a trés longue chaine).

Il existe également une»-oxydation des AG localisée au niveau des microsome
hépatocytaires. Celle-ci est normalement mineuris paut étre largement sollicitée en cas
d’anomalie de laB-oxydation. Au lieu d’'impliquer le carbone dh celle-ci implique le
carbone emn (CH; terminal). Elle aboutit a la libération d’acidegatboxyliques (acide
sébacique C10, acide subérique C8, acide adipid)epQuvant soit étre éliminés dans les

urines, soit subir I§-oxydation a partir des deux extrémités.

La p-oxydation a été découverte par Georg Franz Knoop9®4 [23]. La mitochondrie,
tout comme le peroxysome, possede I'ensemble dssres nécessaires aflaxydation des
AG. Celle-ci se realise en deux phases distinctes.premiére concerne le transport
mitochondrial des AG a chaine longue (cf. parageapii.4.1), et la seconde flaoxydation

intra-mitochondriale.
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Cette B-oxydation se caractérise par une séquence deequadctions enzymatiques

appelée hélice de Lynen. A chaque tour d’hélicesésidu d’aceétyl-CoA est libéréigures 4
et 5.
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Acyl-CoA -

VLCAD FAD
LCAD ETF
MCAD FADH,
SCAD
Enoyl-CoA
enoyl-CoA H,O
hydratase (TFP)
crotonase
3-OH-acyl-CoA
NAD
LCHAD (TFP)
M/SCHAD NADH

3-céto-acyl-CoA
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MCKAT

Acétyl-CoA
mitochondrie
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Figure 4: Cycle de laB-oxydation mitochondriale (d’apres Houten,[18])

dehydrogenase) ;

Enzymes impliquées : VLCAD (very long chain acylACadehydrogenase) ; LCAD (long chain acyl-CoA
MCAD (medium chain acyl-CoA debgédnase) ;
dehydrogenase) ; TFP (enzyme trifonctionnelle) HXD (long chain 3 hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) ;
M /SCHAD (medium/short chain 3 hydroxyacyl-CoA ddhygenase) ; LKAT (long chain 3-cétoacyl-CoA
thiolase) ; MCKAT (medium chain 3-cétoacyl-CoA tlsise) ; ETF (Electron Transfer Flavoprotein).

SCAD (short chain acyl-CoA
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Les quatre réactions sont les suivantes :

- Déshydrogénation de l'acyl-CoA par une Acyl-CoAédbydrogénase qui possede un
cofacteur : le flavine-adénine-dinucléotide (FAXs( de la vitamine B (riboflavine)) et fait
eégalement intervenir un systeme de transport diéles (ETF= Electron Transfer
Flavoproteinet ETF-QO=Electron Transfer Flavoprotein ubiQuinone Oxydoretdise. |l
existe plusieurs isoenzymes adaptées a la longigelarchaine de I'AG :

- la SCAD Ghort Chain Acyl-CoA Dehydrogenase acyl-CoA déshydrogénase des
acides gras a chaine coujtagit sur les AG a chaine courte (2 a 4 C)

- la MCAD (Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenasagit sur les AG a chaine
moyenne (6 a 10 C)

- la LCAD (Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase ou acyl-CoA yiisigénase des
acides gras a chaine longuajit sur les AG a chaine ramifiée.

- la VLCAD (Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenaseu acyl-CoA
déshydrogénase des acides gras a tres longue grejiteprincipalement sur les AG a chaine
longue (C12 a C20) mais egalement sur les acidesagires longue chaine jusqu’a 24 C.

Cette étape conduit a la formation d’énoyl-CoAetd\D réduite (FADH).

- Hydratation de la double liaison catalysée pa arotonase pour les chaines moyennes et
courtes ou par la protéine trifonctionnelle (a¢événoyl-CoA hydratase) pour les chaines

longues.

- Déshydrogénation par la 3-hydroxy-acyl-CoA déshgénase, possédant une coenzyme a
NAD qui est réduit lors de la réaction et réoxy@@gslla chaine respiratoire. Pour cette étape,
il existe plusieurs isoenzymes suivant la longuuta chaine : la M/SCHADMediunmiShort
Chain 3 HydroxyAcyl-CoA Dehydrogenase ou 3 hydrody@oA déshydrogénase des acides
gras a chaine moyenne/coyrggour les chaines courtes et moyennes &CHAD (Long
Chain 3 HydroxyAcyl-CoA Dehydrogenase ou 3 hydrody@oA déshydrogénase des acides
gras a chaine longyeour les chaines longues (activité enzymatiquerde par la protéine

trifonctionnelle).

- Libération d’acétyl-CoA aprés clivage par la 3etBiolase. Pour les chaines longues, il
s'agit de la LKAT (Long Chain 3-Cétoacyl-CoA Thiolase ou 3 cétoaayhQhiolase des
chaines longuesjactivité enzymatique détenue par la protéineorigfionnelle). Pour les
chaines moyennes et courtes, il s’agit de la MCK@edium Chain 3-Cétoacyl-CoA

Thiolase ou 3 cétoacyl-CoA thiolase des chainesnmms)
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L’acyl-CoA du départ se retrouve donc amputé dexarmbones (acétyl-CoA) et subit
d’autres cycles d’oxydation jusqu’a I'apparitionud’ 3-céto-acyl-CoA a quatre atomes de
carbone qui sera scindé en deux aceétyl-CoA. Amshaque cycle d’oxydation, un acyl-CoA
est raccourci de deux atomes de carbone, un RADR NADH,H et un acétyl-CoA sont

formés.
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Figure 5: Exemple du cycle de I$-oxydation mitochondriale de I'acide palmitigue
(C16) (d’aprés [24])

Ici, I'acide palmitique (C16), une fois rentré ddasnitochondrie (navette carnitine),va subifiaxydation. Un
cycle (ou un tour d’hélice de Lynen) conduit adenfiation d’'un acide gras amputé de deux carboride(a

myristique C14) et d’acétyl-CoA. Le cycle recommefusqu’a libération de deux acétyl-CoA.

1.2.2R6ble de la3-oxydation

Chez les individus sains, I'oxydation des AG perahetrépondre a un besoin énergétique
important lié a une déplétion en glycogéne qui pésitilter soit d’'un jedne, soit d’une activité
musculaire augmentée. Durant ces épisodes, les dimexlants de glucose et d’insuline

diminuent et activent la lipase hormonosensiblenaneau du tissu adipeux. Il y a alors

29



libération d’AG libres, lesquels se lient a lalbum@® et sont distribués aux tissus
périphériques [25].

En effet, toutes les cellules de l'organisme néta#s un ou plusieurs substrats
énergétiques pour assurer leur intégrité fonctiben€ertains organes, tels que le cceur et le
muscle au repos ou a I'effort prolongé utilisergéfprentiellement les AG comme principale

source d’énergie cellulaire. On estime que l'oxialatdes AG chez un sujet soumis a un

régime normal, fournit plus de 40% des besoinsgétiglues et durant le jeline, celle-ci peut
fournir jusqu'a 80% des besoins énergétiques tofa6k Le produit final de I'oxydation des

AG, l'acétyl-CoA, se condense avec |'oxaloacétateciérate, oxydé dans le cycle de Krebs
(Figure 6).
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Figure 6: Schéma du cycle de Krebs (ou cycle de tie citrique) (d’apreés [27])

L'acétyl-CoA, se condense avec I'oxaloacétate ¢natei, oxydé dans le cycle de Krebs, dont la fi@adist de

produire des intermédiaires énergétiques qui servia la production d'adénosine triphosphate (Ad&)s la
chaine respiratoire.
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Par ailleurs, le foie s’avére étre également um sigjeur d’utilisation des AG. En effet,
I'énergie (ATP) nécessaire a la gluconéogenesel’'atégenése est fournie par I'oxydation

des AG. D’autre part, I'acétyl-CoA est le précursee la cétogénése€ifure 7).
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Figure 7: Schéma de la cétogenese (d’aprés [28])

La cétogénese est une voie métabolique uniquemesemte dans les cellules hépatiques ; seconde voie
d'utilisation de l'acétyl-CoA aprés le cycle de Kee Elle est particulierement privilégiée lors d'jetine
prolongé ou en cas de diabéte (I'organisme ne glestpuiser dans ses réserves de glucose poulifGATP).

Elle aboutit a la formation de trois corps cétoeig|(acétoacétate, 3-hydroxybutyrate et acétone).

Les corps cétoniques produits sont déversés dam#rdalation et utilisés a des fins
énergétiques par de nombreux tissus et en paeicplr le cerveau qui est incapable de
réaliser I'oxydation compléte des AG. Ainsi loraid’épisode de jelne, le cerveau se retrouve

particulierement dépendant des corps cétoniquegsjrsapale source d’énergie [1].
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1.3 La chaine respiratoire mitochondriale

1.3.1Vue d’ensembl¢29]

La chaine respiratoire est un ensemble physiqfienetionnel localisé dans la membrane
interne des mitochondries. Son réle est de proddeel’ATP et de l'eau a partir des
hydrogenes des molécules énergétiques et de I'oeyde l'air :

- les hydrogénes (protons’ it électrons g sont apportés par les coenzymes NADH,

H* et FADH,, substrats de la chaine respiratoire

- l'oxygéne (sous forme moléculaire {Xp est apporté aux tissus par la respiration, la

circulation sanguine et la diffusion tissulaire

- I'eau est produite au terme d’une chaine de réagtittoxydo-réduction

- I'ATP est synthétisée par phosphorylation de I'azmsdéme diphosphate (ADP) en

utilisant I'énergie produite lors du transfert déectrons, par la chaine d’oxydo-
réduction

Ainsi la chaine respiratoire mitochondriale compodeux sous-ensembles : la chaine

d’oxydo-réduction et le mécanisme de phosphorytatio

1.3.2La chaine d’'oxydoréduction

Nous nous intéresserons en particulier a une enflaviaique : 'lETF-QO Electron
Transfer Flavoprotein ubiQuinone Oxidoreductpspii intervient entre autre, dans fla

oxydation mitochondriale des AG.

En effet, comme nous I'avons vu précédemment,derta premiére réaction du cycle
de lap-oxydation, la déshydrogénation des acyl-CoA etdlgsée par des déshydrogénases
qui sont des flavoprotéines a FAD. La réactionantr la formation d’'une molécule de FAD
réduite (FADH). Cette derniére sera oxydée (FAD) avec un gaidedsx ATP grace a I'ETF
(Electron Transfer Flavoprote)nqui capte les hydrogénes et joue le role de comaz
transporteur d’électrons. L'ETF-QO oxyde 'ETF ertsmet les hydrogénes au coenzyme Q

de la chaine respiratoirEiQure 8).

La chaine mitochondriale transporte les équivalerdiducteurs (H et €) des
coenzymes reduits (NADH, H+ et FARHvers I'oxygéne. Ce transport est réalisé par une

série de systemes d’oxydo-réduction au sein derguEéments fixes enchéassés dans la
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membrane interne (les complexes respiratoires @i, @II, CIV) et de deux éléments

mobiles (I'ubiquinone ou coenzyme Q et le cytochearh

chaine — -

respiratoire }<

ETF-QO ETF-QO
(ox) (red)
ETF e- ETF
(red) (ox)
FAD FADH,
Acyl -CoA Acyl -CoA
Déshydrog énase (ox) Déshydrog énase (red)
Acyl -CoA »| Enoyl -CoA

Figure 8: Le systeme de I'ETF Electron Transfer Flavoprotein)

ox=oxydé, red=réduit
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Chapitre 2 Conditions pathologigues

2.1 Les difféerents déficits en carnitine

2.1.1Déficit primaire en carnitine

Le déficit primaire en carnitine (PCD; OMIM 212)4@st une pathologie
autosomique récessive rare, causée par un défatramgporteur de la carnitine (OCTN2),
codé par le gene SLC22A5 (557 acides aminés)cati$é® dans la membrane plasmique. La
captation de la carnitine par les tissus (en pdiéicles muscles cardiaque et squelettique) est
de ce fait restreinte et la perte rénale est majpengendrant une déplétion systémique en
carnitine. Une étude japonaise a estimé la préualée cette pathologie a 1/40 000 [30]. Le
transporteur OCTN2 n’est pas exprimé dans le foledéfaut de ce transporteur n’aura donc

pas d’impact sur la cétogénése hépatique.

Ce déficit peut se manifester de la période nétmatbage adulte. Cliniquement, trois
organes peuvent étre atteints : le muscle cardiéopreluisant & une myocardiopathie sévere
et progressive), le systeme nerveux central (affemar une encéphalopathie due a une

hypoglycémie sans cétose) et le muscle squelet(myepathie) [31]

Biologiquement, le diagnostic repose sur un effentknt des taux de carnitine
plasmatique libre et totale couplé a une excrétiomaire conservée. Un défaut de captation
in vitro de la carnitine par des lymphocytes ou fibrobkgteut étre mis en évidence [32].

Enfin, la recherche de mutations sur le géne SLG222ut confirmer le diagnostic

Concernant le traitement, une supplémentation al@iearnitine a forte dose s’avere

relativement efficace [33].

2.1.2Déficits secondaires en carnitine

2.1.2.1 Conditions pathologiques

e  Prématurité

Les enfants prématurés ont un risque de présemtgéficit en carnitine pour plusieurs
raisons. D’'une part, la synthese endogene de oandst limitée de part 'immaturité du
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systeme enzymatique (avec notamment de faibles deux-butyrobétaine dioxygénase).
D’autre part, le stockage et donc les réservesaddatme dans le tissu foetal se font de facon
croissante au cours de la derniere partie de lssgsse et sont de ce fait insuffisantes chez les

prématureés.

Ces enfants sont donc dépendants, a la naissalamods exogénes dans leur
alimentation pour pallier a ce déficit. Dans le castraire, ils pourront présenter les signes
clinigues d'un déficit en carnitine : apnée, retatd développement, troubles gastro-
intestinaux, cardiomyopathie, myopathie périphérig{B4].

e Insuffisance rénale

Les reins ont un réle important sur le métabolistada carnitine. Chez les individus
sains, la carnitine est filtrée et la quasi tofatie la carnitine libre est réabsorbée au niveau
tubulaire. Ainsi ce sont les acylcarnitines (caneit estérifiée et de longueur de chaine

inférieure a 12 carbones) qui apparaissent dangiless.

En cas d'atteinte rénale (tubulopathie, syndromeFdaconi, insuffisance rénale

chronique), une déplétion en carnitine est obse3gke

» Insuffisance hépatique

Chez les patients atteints de cirrhose, un déititarnitine est souvent retrouvé. Cette
condition résulte d’'une part d’'un apport diminué anitine et en acides aminés (lysine,
méthionine) et d’autre part d’'une perte de capaaitéynthétiser la carnitine (conversion
altérée de-butyrobétaine en carnitine) [15, 36].

2.1.2.2 Situations acquises ou iatrogenes

» Insuffisance rénale et hémodialyse chronique

La carnitine libre et les acylcarnitines a chaioerte et moyenne sont filtrées au
niveau glomérulaire puis la carnitine libre estosiabée en quasi-totalité au niveau tubulaire.
La carnitine est une petite molécule soluble déeul et donc facilement dialysable, ceci

entrainant une diminution des taux de carnitineelien cas d’hémodialyse. Pour pallier a ce
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déficit, les tissus vont relarguer de la carniteteentrainer une chute des réserves. Ainsi
I'installation du déficit en carnitine sera progi®e et corrélée a la durée de la dialyse. De
plus, on retrouve un taux élevé d’acylcarnitineaspiatiques, liée a la non filtration
glomérulaire des acylcarnitines a chaine courtemetyenne, conduisant a un ratio

acylcarnitines/carnitine libre élevé [37].

e Malnutrition

Des taux abaissés de carnitine ont été décrits daszpatients (adultes et enfants)

souffrant de malnutrition. En général, apres irgation diététique, les taux s’améliorent [15].

* Nutrition parentérale totale

Il a été décrit que des patients sous nutritioremqigrale totale sont susceptibles de

présenter un déficit secondaire en carnitine éoas€ace de supplémentation en carnitine [38].

e (Grossesse

Chez les femmes enceintes, le taux de carnitinabesssé et peut atteindre une valeur
deux fois plus faible que les taux physiologiquesr@ment de I'accouchement. Cependant,
les raisons de cette diminution restent encorewbscet les conséquences sur la femme et

son fcetus ne sont pas encore déterminées [39].

* Maladie des vomissements de la Jamaique [40]

Cette maladie est caractérisée par des vomissenmgnistants et une hypoglycémie
pouvant étre mortelle. L'intoxication provient dedestion de fruits d'akéds(ighia sapida
et en particulier d’hypoglycine A (présente dansfrigit) qui est métabolisée en acide
méthylene-cyclopropyl-acétique (MCPA). Le MCPA faravec le CoA et la carnitine, des
esters non métabolisables. En conséquence la inarrét le coenzyme A se trouvent
mobilisés et ne sont plus disponibles poup-laxydation des AG, avec pour conséguence un

profil biochimique identique a un déficit en ET& en ETF-QO.
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e Traitements médicamenteux

Lors de certains traitements médicamenteux, on pstabuver secondairement un
déficit en carnitine, le ou les mécanisme(s) enseaatant spécifique(s) pour chaque

médicament. Voici quelques exemples :
o Exemple de traitement chronique par le valproaié [4

L’acide valproique est une molécule largementadéi en tant qu’antiépileptique. Il

s’agit d'un AG a chaine ramifiée a 8 atomes dbaae.

Au sein de l'organisme, I'acide valproique est miggorement métabolisé via I
oxydation. Il va donc se former de la valproylcing, mais également d’autres
acylcarnitines (3-hydroxyisovalérylcarnitine, 2-pwtglutarylcarnitine) en quantité plus
importante et qui pourrait étre a I'origine d'unéptétion en carnitine totale. Par ailleurs,
I'acide valproique pourrait inhiber la synthese anitine. |l a également été décrit une
inhibition du transporteur de la carnitine (OCTN&]}].

Ainsi, de part ces différents mécanismes, le tmadtet par acide valproigue au long
cours peut engendrer un déficit secondaire en toaniavec des conséquences non

négligeables sur le métabolisme :

- Une baisse du transport des AG a longue chainseaude la mitochondrie est
observée et donc de lefroxydation, entrainant une diminution de la procuctd’ATP et
d’acétyl-CoA.

- Par ailleurs, I'oxydation microsomale de I'acid@proique (conséquence directe de
I'inhibition de lap-oxydation induite par I'acide valproique lui-mémednduit a la formation

deA*valproate, un métabolite hépatotoxique.

- Enfin, la déplétion en carnitine affecte le cycde l'urée et peut entrainer une
hyperammoniémie, effet indésirable fréquent d’'witément par acide valproique. En effet,
les réserves d’acétyl-CoA se retrouvent diminuégt® s I'inhibition de la-oxydation des
AG. Or l'acétyl-CoA est nécessaire a la syntheseide N-acétylglutamique, activateur de la
carbamylphosphate synthétase 1, enzyme du cydlerde.
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0o Exemple de traitement par la zidovudine [42]

Le traitement par zidovudine (AZT) chez les paseateints du VIH peut induire une
diminution du taux de carnitine plasmatique. Conaat le mécanisme impliqué, il semblerait
que I'AZT inhibe de fagcon non compétitive le traodpur de la carnitine au niveau de la

membrane plasmique I'empéchant ainsi d’assurer@erau sein de la mitochondrie.

D’autres meédicaments entrainant un déficit en tamiont été décrits : certains
antibiotiques (pivampicilline [43, 31]), certainqitancéreux (adriamycine, ifosfamide,

cisplatine, taxol...) [44]...

2.1.2.3 Erreurs innées du métabolisme (cf paragraphe 2.2)

2.2 Erreurs innées du métabolisme

2.2.1Anomalies de I#-oxydation mitochondriale des acides gras

La voie métabolique de Rroxydation mitochondriale comporte au moins 25 emzy et
transporteurs protéiques spécifiques. Le premigécitddécrit par Di Mauro date de 1973 : |l
s’agissait d’'undéficit en CPTIl [10] Il a fallu attendre une dizaine d’années avant la
description d’'un second déficit, celui de la MCAD @&ebut des années 1980 [45,.48¢puis,
les connaissances ont progressé considérablemetustiiement on dénombre 18 déficits
décrits affectant directement ou indirectemeng4axydation des AG [47]. Ce groupe de
maladies est désormais reconnu comme étant unes ¢eymortante de décompensation

métabolique aigiie et de mort subite dans la pénédeatale et la petite enfance.

Les déficits de Ig-oxydation mitochondriale des AG constituent unug® de maladies

cliniguement et biochimiquement hétérogéenes [48].

La symptomatologie clinique de ces maladies esteast peut se présenter suivant les
individus de facon aléatoire, isolée ou avec plusiesymptomes en simultané. lls peuvent
étre provoqués par un jelne prolongé, un exerdigsigue, une infection, une exposition au

froid ou encore un régime riche en graisses [4Hezles enfants particulierement, ils
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peuvent survenir au cours d’'une infection viral@euire lorsqu’ils se nourrissent moins bien
et qu’ils commencent a jelner. De plus les sigreesa$ déficits ne sont pas persistants et le
patient peut étre asymptomatique entre deux crsgaboliques. En général, les symptébmes
sont associés a un déficit énergétique des tistlisant la B-oxydation des AG comme
principale source d’énergie : cceur, foie, musdi8]; ces symptdbmes sont également liés a
'accumulation secondaire toxiqgue de métabolitedsrimédiaires et au déficit en carnitine
engendré. La clinique est variée et peut étre #&sar des complications telles qu’'une
encéphalopathie hépatique, une myopathie, unearaydpathie, une neuropathie voire une

mort subite.

Le plus souvent ces signes sont accompagneés bimglement d’'une hypoglycémie
hypocétosique (ou cétose moyenne) probablementéeapar un déficit en glycogene
hépatique et une néoglucogenese altérée. Une acidodtaboligue avec ou sans
hyperammoniémie peut également étre retrouvée.pergmmoniémie étant la conséquence
d’un dysfonctionnement secondaire du cycle de €uwausé par la disponibilité limité de N-
acétylglutamate et d'acétyl-CoA. [47]La pB-oxydation étant bloquée, les AG qui
s’accumulent sont dégradés via-bxydation microsomale qui conduit a la productem
guantité importante d’'acides dicarboxyliques canastiques de certains déficits [48]. Un
déficit secondaire en carnitine (sauf pour le détn CPTI) est également retrouvé, lié a
I'élimination de I'excés d’AG sous forme d’'acylc#imes. LaFigure 9 présente les différents
acylcarnitines potentiellement présents en cas odetie de lap-oxydation et leur

abréviation.
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Acylcarnitine species Acylcarnitine species

Co Free carnitine C12 Dodecanoyl-
C2 Acetyl- C6-DC 3-Methylglutaryl-
C3 Propionyl- C12-OH 3-Hydroxy dodecanoyl-
Cl4:2 Tetradecadienoyl-
C4 Butyryl-/ Cl4:1 Tetradecenoyl-
Isobutyryl-
C5:1 Tiglyl- Cl4 Myristoyl-
Cs Isovaleryl-/
2-Methylbutyryl-/ C14-OH 3-Hydroxy tetradecanoyl-
Pivaloyl- Clé Palmitoyl-
C4-OH 3-Hydroxy butyryl-
Ce:1 3-Methylglutaconyl-
Cl6:1-OH 3-Hydroxy hexadecenoyl-
Ce Hexanoyl- ‘
C16-OH 3-Hydroxy hexadecanoyl-
C5-OH 3-Hydroxy isovaleryl- ‘ ‘
C18:2 Linoleyl-
2-Methyl 3-hydroxy
butyryl- C1s:1 Oleyl-
Cc7 Heptanoyl-
c8 Octanoyl- C18 Stearoyl-
C3-DC Malonyl-
C8-OH 3-Hydroxy octanoyl- C18:1-OH 3-Hydroxy oleoyl-
C10:2 Decadienoyl- C18-OH 3-Hydroxy stearoyl-
C10:1 Decenoyl-
C10 Decanoyl-

C4-DC Methylmalonyl-/succinyl
C5-DC Glutaryl-
C10-OH  3-Hydroxy decanoyl-

Figure 9: Les différents acylcarnitines, d’aprés Ma&ern [50]

Les différents acylcarnitines et leur abréviatissariée sont indiqués.

Ces déficits sont individuellement rares (~ 1/10 @01/1 000 000), mais collectivement
plus communs du fait du grand nombre d’enzymesgdifftes affectées. Leur transmission est

typiguement autosomique récessive. La mortali dicces déficits peut étre importante s’ils
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sont sous-diagnostiqués puisque certains enfammdddéat au cours du premier épisode et

d’autres souffrent de séquelles neurologiques enstlles.

Les anomalies de I@-oxydation des AG peuvent étre séparées en deuxpesa les
déficits du cycle de la carnitine et les déficiéslap-oxydation proprement dite. LEigure 10

présente une vue d’ensemble de ces différentsitd&dice nous allons voir en détails.

Deficiency Protein A Defect Molecular defect
(abbreviation)  described resolved

Cellular uptake of camitine and fatty acids

Plasma membrane camitine transporter OCTN2 1975 1998

Long-chain fatty acid transporier ? 1998
Mitochondnal camitine cycle

Camitine palmitoyltransferase | (liver form) CPTIA 1981 1998

Camitine acylcamitine translocase CACT 1992 1997

Camitine palmitoyltransferase 2 CPT2 1973 1992

Mitochondnal beta-oxidation system

Very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase VLCAD 1993 1995
Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase MCAD 1982 1990
Short-chain acyl-CoA dehydrogenase SCAD 1984 1690
Isolated long-chain 3-hydroxyacyl-CoA LCHAD 1989 1994
dehydrogenase
Isolated long-chain 3-ketothiolase LCKAT 2006 2006
Complete mitochondrial tnfunctional protein LCHAD 1992 1995
LCKAT 1992 1995
Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase SCHAD 2001 2001
Medium-chain 3-ketoacyl-CoA thiolase MCKAT 1997 -
ETF dehydrogenase ETFDH 1985 1693
ETF-alpha ETFa 1986 1991
ETF-beta ETFp 1991 16994
2 4-dienoyl-CoA reductase DECRI 1990

Figure 10: Caractéristigues des déficits de If-oxydation mitochondriale des acides gras
(d’apres Wanders, [51])

Pour chaque déficit, I'abréviation de I'enzyme autdansporteur, 'année de la premiéere descrigiosi que
I'année de découverte moléculaire sont décrites.
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2.2.1.1 Anomalies du cycle de la carnitine

» Déficit en Carnitine-Palmitoyl Transferase | (CPTOMIM 600528)

Il existe plusieurs isoformes de la carnitine péadyliransférase | [52]:

- CPTIA ou L-CPTI: isoforme retrouvé dans le foies Ireins, les lymphocytes et
fibroblastes

- CPTIB ou M-CPTI : isoforme retrouveé dans le mustjaelettique essentiellement

- le CPTIC : isoforme retrouvé exclusivement danselereau

Actuellement, seuls des déficits en L-CPTI (CPTth été rapportés. Ce déficit a été
décrit pour la premiére fois en 1981 par Bougngs8s et seuls une trentaine de cas ont été
publiés[54]. Cliniguement, les signes sont le reflet déolzalisation tissulaire de I'isoforme.
lls apparaissent en période néonatale ou dans tite penfance. Une encéphalopathie
hépatique (de type syndrome de Reye) associée aypuglycémie hypocétosique ou une
hépatomégalie associée ou non a une défaillancatigep et des attaques hypoglycémiques
sont essentiellement retrouvées [52]. Une hyperaménue peut également étre présente.
Chez certains patients, une acidose tubulaire eéaaété décrite [55]L’élément le plus
caractéristique de ce déficit, est le taux de tiamplasmatique libre presque toujours élevé.
Une diminution des acylcarnitines a chaine longgssocée a une augmentation des

acylcarnitines a chaine courte au niveau du plashégalement présente [56]

o Déficit _en Carnitine-Palmitoyl Transferase 1l (CPTI(OMIM
600650)

Contrairement a la CPTI, il n’existe qu’un seulfme pour la CPTII. Le premier

déficit en CPTII a été rapporté par DiMauro en 1fI8. Ce déficit fait partie des déficits les
plus communs de I$-oxydation des AG avec plus de trois cent cas pab[b7]. La

présentation clinique de ce déficit peut se déckoeis trois phénotypes différents

- une forme adulte (la plus courante): il s’agitret forme modérée dont la symptomatologie
est essentiellement musculaire (myalgie, faiblessgsculaire, courbatures) et souvent
déclenchée par I'exercice prolongé voire le jele® températures extrémes ou le stress. Ce
déficit est la cause métabolique la plus communendbdomyolyse chez I'adulte. Parfois la
rhabdomyolyse peut se compliqguer par une insuffisarénale aiglie, une insuffisance
respiratoire ou une atteinte cardiaque. Entre dpisodes, les patients sont asymptomatiques.
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- une forme infantile (apparaissant entre 6 moi@ ans) : il s’agit d’'une forme intermédiaire
caractérisée par une atteinte hépatique, une hrépgtiie transitoire ou une hypoglycémie
hypocétosique généralement causée par un jedneneuinfiection. On peut également

retrouver une atteinte cardiaque (cardiomyopathoeples du rythme).

- une forme néonatale : il s’agit de la forme laspkévere, le plus souvent létale [58], les
patients présentent en général une hypoglycémiodéypsique, une hépatomégalie, des
troubles respiratoires, une cardiomégalie assoéiédes troubles du rythme et de la

conduction.

Biochimiqguement, on retrouve une acidose métabeligti une hyperammoniémie
durant les crises pour la forme néonatale et landoinfantile. Pour la forme adulte, on
retrouve une élévation des taux de créatine kirdisde transaminases. De facon quasi-
constante : un abaissement de carnitine libretafetet une augmentation des acylcarnitines a

longue chaine KHigure 11) sont retrouvés dans le plasma [52, 59].

« Déficit en Carnitine/Acylcarnitine Translocase (CRC (OMIM
613698)

La CACT est nécessaire pour le transport de tosig\@ de C10 a C24. Le premier
cas de déficit en CACT a été décrit par Standtyal en 1992 [60].Ce déficit était

extrémement rare, mais le programme de dépistageatad de certains pays a permis de

diagnostiquer un certain nombre de cas [61].

Cliniguement, la plupart des patients présententplemiers symptdémes en période
néonatale. On retrouve des épisodes d’hypoglycéuarie, cardiomyopathie, une arythmie
cardiaque, une apnée ; I'accumulation d’épisodémigrant des dommages neurologiques,
cardiaques et hépatiques. L'issue est le plus souletale. Des formes d’apparition plus
tardives ont été décrites, se traduisant par desscd’hypoglycémie de jelne [48].

Biochimiquement, ces patients présentent une hgpamiémie, une hypoglycémie
hypocétosique, mais également une élévation desdegréatine kinase et de transaminases.
Le taux de carnitine libre est bas et on retroume @lévation des acylcarnitines a chaine
longue Figure 11) au niveau du plasma. Ce profil anormal est le mue celui de la forme
néonatale du déficit en CPTIl, une mesure de V#étienzymatique de la CACT est

nécessaire pour confirmer le diagnostic [56].
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2.2.1.2 Anomalies du cycle de [goxydation

o Déficit en Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenas¢LCAD)
(OMIM 609575)

Le premier diagnostic correct de ce déficit dated 8@3 [62, 63]. En effet, ce déficit a
été originairement rapporté comme un déficit en DCavant que I'on démontre I'existence
de deux enzymes différentes capables d’agir suAlesa longue chaine: la LCAD et la
VLCAD. Des déficits en VLCAD ont essentiellemené éapportés jusqu’a aujourd’hui. Ce
déficit fait partie de certains programmes de dépis néonatal. Plus d’'une centaine de cas
ont été rapportés [64].

Cliniguement, on peut retrouver trois phénotypegeara. Tout d’abord, une forme
néonatale sévere avec apparition précoce, uneifaittence de cardiomyopathie et un haut
taux de mortalité ; ensuite une forme infantilermédiaire caractérisée généralement par des
hypoglycémies hypocétosiques, rarement des cardipatlgies et un taux de mortalité plus

faible ; enfin une forme adulte caractérisée parrlabdomyolyses et une myoglobinurie.

Biochimiquement, les acylcarnitines a chaine longjfaecumulentKigure 11) avec
la tetradécenoylcarnitine (C14 :1) comme acylcaraitprépondérante. Une corrélation

génotype/phénotype existe pour ce déficit [59, 65].

o Déficit en Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase (MQA
(OMIM 607008)

Il s’agit du déficit le plus commun de proxydation des AG dont la prévalence est
estimée entre 1/10 000 et 1/27 000 naissances ldarnsays caucasiens [66]. La premiere
description de la maladie date de 1976 par I'équipesregersen [67] et sa caractérisation

date du début des années 1980.

La présentation cliniqgue de la maladie est esdimtient hépatique et tres proche du
déficit en CPTIA. Les patients atteints sont asymptiques jusqu’a un épisode de jelne
prolongé souvent associé a une infection viralepieaniere crise est fatale dans plus de 20%
des cas et peut apparaitre des le premier jourigeetvjusqu'a I'age d’environ 6 ans.

Classiquement une hypoglycémie hypocétosique ésiukge. Les autres signes retrouves
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sont une léthargie, des nausées, une encéphalmpatie hépatomégalie et peuvent aller
jusqu’a un arrét cardio-respiratoire. Des cas dlagplescent et I'adulte ont également été

rapportes.

Au niveau biologique, on retrouve une hypoglycérmigocétosique, une acidose
métabolique une hyperammoniémie, une augmentagsntrdnsaminases au moment de la
crise. Des taux élevés de suberylglycine, de plpgopionylglycine et d’hexanoylglycine
sont typiquement retrouvés dans les urines. Le deucarnitine libre et total peut étre normal
ou bas. Une augmentation des acylcarnitines a elmtyenne est observéedure 11) [59,

68]. Le dépistage néonatal de cette maladie eat @®jplace dans de nombreux pays (onze

pays européens, Canada, Australie, Etats-Unis....) [2]

» Déficit en Short Chain Acyl-CoA Dehydrogenase (SQAODMIM
606885)

Le premier déficit en SCAD a été décrit en 1987 [Equipe d’Amendt [69]. Les
patients présentent des symptdmes avant I'age ates Snajoritairement. Cliniqguement sont
retrouvés : un retard de développement, une hypgtame épilepsie, des troubles du
comportement et une hypoglycémie. En général lgsesi et symptdbmes s’améliorent au
cours du suivi. Ces données remettent en questmérét clinique d’'une telle pathologie et

restent actuellement sans réponse.

Sur le bilan biologique, une accumulation de butasnitine (C4) au niveau du
plasma et une élévation de l'acide éthylmalonigde, I'acide méthylsuccinique et
éventuellement la présence de butyrylglycine aweanivdes urines sont retrouvées. Le
dépistage de ce déficit fait partie de certaingrammmes de dépistage néonatal mais l'intérét

de celui-ci reste a préciser [70].

» Déficit en LongChain 3 Hydroxyacyl-CoA DehydrogenadeCHAD) /
protéine trifonctionnelle (TFP)

La protéine trifonctionnelle (TFP) est un compleeazymatique octamérique
présentant quatre sous-unite€OMIM 600890) et quatre sous unif@$OMIM 143450). Elle
regroupe trois activités enzymatiques qui agissemt les chaines longues : I'énoyl-CoA

hydratase et la LCHAD au niveau de la sous unié¢ la LKAT au niveau de la sous unfte
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Deux déficits de ce complexe ont été décrits : eficl isolé en LCHAD et un déficit
affectant les trois activités enzymatiques (TFR)dEeficit isolé en LCHAD est beaucoup plus

commun (au moins soixante cas décrits) [72] quei cel la TFP.

Le premier déficit avéré en LCHAD a été rapporté ljgquipe de Wanders en 1989
[73]. Cliniguement, les symptdmes se présentent des premieres années de vie, et se
traduisent par une encéphalopathie associée aypuogligcémie hypocétosique. La majorité
des cas déceédent. Une forme moins sévere retrauwenypoglycémie hypocétosique, des
vomissements, une hypotonie, une hépatomégaliere®auve en particulier une rétinite
pigmentaire ou une neuropathie périphérique suggéara effet toxique des meétabolites
accumulés. Les femmes enceintes porteuses d’untetdéicitaire en LCHAD présentent une
incidence plus élevée d’'HELLP syndrome (Hemolytiemia, Elevated Liver enzymes and
Low Platelet count). Biochimiquement, on retrouves thypoglycémie, une élévation de la
créatine kinase et des transaminases. On notdéwaién des 3-hydroxyacylcarnitines (C14,
C16, C18) au niveau plasmatique et des acides Bhydicarboxyliques au niveau des
urines [48, 59].

Le déficit en TFP, quant a lui, a été décrit en2LPB4]. Sa présentation clinique se
rapproche tres nettement du déficit en LCHAD madieralance a étre un peu plus sévere. Le

bilan biologique est lui aussi similaire [59].

e Déficit enMedium/Short Chain 3 Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase
M/SCHAD (OMIM 601609)

La premiére description de ce déficit date de 1PpA§. Au départ ce déficit était
présenté comme un déficit en SCHAD uniquement. &alité, I'enzyme est également
capable d’agir sur les chaines moyennes. Peu dentaactuellement été rapportés mais la
majorité se présente avec une symptomatologie dmmipar des hypoglycémies

hypocétosiques associées a un hyperinsulinisme.

Sur le plan biochimique, on note une élévation'adde 3-hydroxyglutarique dans les
urines et une élévation de la 3-hydroxybutyryldamei (C4-OH) au niveau du plasma [25,
48].
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. Déficit en Electron Transfer Flavoprotein / Electrdransfer
Flavoprotein ubiQuinone Oxydoreductase (ETF/ETF-QdD) Déficit
Multiple en Acyl-CoA Dehydrogenase (MADD) ou AciderGlutarique

de type 2

Ce déficit se traduit par la réduction ou l'absertactivité¢ de I'un des deux
transporteurs d’électrons avec pour conséquencedysfonctionnement de [I'activité
enzymatique de sept acyl-CoA déshydrogénases etladsx n-méthyldéshydrogénases
(attention : I'activité de ces enzymes est norngaland on les mesure !). Par conséquent ce
déficit affecte non seulement [&oxydation des AG (car les acyl-CoA déshydrogénases
touchées sont la VLCAD, LCAD, MCAD, SCAD) mais au$s catabolisme de certains
acides aminés ramifiés, de la lysine, de l'acidey@roxyglutarique et de la sarcosine. Le
déficit moléculaire fondamental touche le transpaes électrons entre les acyl-CoA et
I'ubiquinone au niveau de la chaine de transpataectrons mitochondriale. Ainsi le déficit
touche soit 'ETF (ETF-A: OMIM 608053 ; ETF-B: AM 130410), soit 'ETF-QO
(OMIM 231675) mais il ne semble pas y avoir ded@ihce entre les phénotypes cliniques.

La premiere description de ce déficit date de IBh Les patients peuvent présenter
trois types de phénotypes. Tout d’abord un phémogyec apparition néonatale et anomalies
congénitales : prématurés, hypoglycémie hypocétesigacidose métabolique sévere,
dysplasie des reins, dysmorphie faciale sont lexipaux signes retrouvés avec un déces
dans la premiére semaine de vie. Ensuite un phgaaapparition néonatale mais sans
anomalies congénitales est possible: on retrousariémes signes cliniques mais sans les
anomalies congénitales graves, cela permet auarpatile survivre a la premiére semaine de
vie, mais ils décedent souvent d'une décompensatigitabolique grave ou d'une
cardiomyopathie. Enfin, il existe un phénotype gaition tardive (forme intermédiaire) : la
présentation est hétérogene, on peut retrouver ldgnpremiers mois de vie des épisodes
intermittents de vomissements, une acidose métpimliune hypoglycémie hypocétosique,

ou a I'age adulte un pseudo-syndrome de Reye aigneemyopathie proximale [59].

Le bilan biologique retrouve une augmentation detagyicarnitine (C5-DC), des
acylcarnitines de toute longueur de chaine, satugtasaturées au niveau plasmatique et au
niveau urinaire, une excrétion massive d'acideagigtie, des acides dicarboxyliques (C5-
C10) et de nombreuses glycines (hexanoylglycingagticulier) [76].
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Ainsi, chaque pathologie présente un profil d’aaphitines particulier. Ldigure 11

synthétise ces différents profils.
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Fiqure 11: Vue d’ensemble des différentes anomaligle lap-oxydation mitochondriale

des acides gras et acylcarnitines plasmatiques amoales associées (d’aprés Wanders

Ces dernieres années, un certain nombre de ceslqmds a été inclus dans les
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programmes de dépistage néonatafifre 12)
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Disorder USA D A CH NL B DK GB AUS

CTD +! + + + +
CPT I -2 - - - . +
CPT 1I +2 - + - + +
CACT +2 + + + + +
VLCAD +! - + - + B +
LCHAD +! + + + + + +
mTFP +! ) + ) + - +
DE-RED +2 - -
MCAD +1 + + + + + + + +
MCKAT +2 +) + () +) + ) +
SCAD + - + -

M/SCHAD +2 +)

Figure 12: Anomalies de Ig8-oxydation des AG inclues dans les programmes de

dépistage néonatal de différents pays (d’aprés Limgbr, [77])

+ Maladies inclues dans le programme officiel deistége néonatal (1 cible primaire, 2 cible secamjai

(+) Maladies exclues d’un programme mais tout de méatectées (pour le diagnostic différentiel des makad
recherchées)

A Autriche, AUS Australie,B Belgique,CH SuisseD Allemagne,DK DanemarkGB Grande Bretagne\L
Pays-BaslUSA Etats-Unis

MCAD Déficit en medium-chain acyl-CoA dehydrogena¥®CAD Déficit en very-long chain acyl-CoA
dehydrogenase,LCHAD/mTFP  Déficit en long-chain 3-hydroxy acyl-CoA dehydrogse/protéine
mitochondriale trifonctionnelleCTD Déficit en tranporteur de la carnitinBCAD Déficit en short-chain acyl-
CoA dehydrogenaseCPT | Déficit en carnitine palmitoyltransferase-GPT [l Déficit en carnitine
palmitoyltransferase-2ZZACT Déficit en carnitine acylcarnitine translocad®AD-GA 1l Déficit en multiple
acyl-CoA dehydrogenase/acidurie glutarique de tiipeMCKAT Déficit en medium-chain ketothiolase,
M/SCHAD Déficit en medium-/short-chain 3-OH-acyl-CoA dehygenasePE-RED Déficit en dienoyl-CoA
reductase.

2.2.1.3 Traitement des anomalies de3l@xydation

Le traitement de I'ensemble de ces pathologiessessiblement le méme a quelques
exceptions prés. En effet, il est basé en prenmiéeation sur un traitement non spécifique.

En cas de décompensation aigue, le traitement @éepas I'administration par voie
injectable de glucose (10 mg/kg/min) dont I'objeest de stimuler la sécrétion d’'insuline a
des taux suffisants pour inhiber I'oxydation des Aéns le foie et les muscles. On pourra
également administrer de l'insuline si nécessaicai( limiter le risque d’acidose lactique en

cas de glycémie trop élevée).

Le traitement a long terme quant a lui repose disdie@ment sur la prévention de périodes
de jelne prolongé (>8-12H). En cas d’infection,stpre l'appétit diminue, un régime
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particulier doit étre instauré. Chez les patierdatde déficit est tres sévere, une nutrition
nocturne continue par sonde naso-gastrique pest rdise en place. Certains auteurs
recommandent également de restreindre I'apportrarssgs, notamment pour les patients
avec un déficit sévere [26]. Mais dans les défigitsuvés de I&-oxydation des AG a longue
chaine, on peut supplémenter les patients avetiggsérides a chaine moyenne.

Il est possible par ailleurs donner de la ribofi@{100 mg/j) aux patients déficitaires en
ETF/ETF-QO puisqu’il s’agit du cofacteur de cesymes [26].

2.2.2Aciduries organiques

2.2.2.1 Définition

Les aciduries organiques sont des pathologies duabhmiésme intermédiaire a
transmission autosomique récessive. On les classlewx groupes : les aciduries organiques

classiques et les aciduries organiques cérébrales.

Pour la plupart de ces déficits, la carnitine vacemporter comme un épurateur des
composeés toxiques intermédiaires non métabolisésélmiiner ceux-ci sous forme

d’acylcarnitines dans les urines. On retrouveraiales taux effondrés de carnitine libre.

2.2.2.2 Les aciduries organiques classiques

Parmi les aciduries organiques classiques, lesipipsrtantes sont dues a des anomalies
impliguant le métabolisme des acides aminés ramifiéacidurie propionique,
méthylmalonique et isovalérique On retrouve égaleméde déficit en 3-cétothiolase
(nécessaire au meétabolisme de l'isoleucine maitegmgat a la cétolyse) et le déficit en 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA lyase (HMG-CoA Lyasé@)écessaire au métabolisme de la

leucine mais également a la cétogenésigufe 13).
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Figure 13: Schéma métabolique du catabolisme desides aminés ramifiés (d’apres
Ogier de Baulny,[78])

(1) BCKDH : Branched Chain-oxoacid Dehydrogenase; (BJD : Isovaleryl-CoA Dehydrogenase; (8)CC :
3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase ; (4) 3-Methylgheonyl-CoA Hydratase ; (5HMG-CoA lyase: 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Lyase ; (6) 3-Cetottése ; (7) 3-Hydroxyisobutytyl-CoA Deacylase ; (&)
Hydroxyisobutyric Dehydrogenase ; (9) Methylmal@grhialdehyde Dehydrogenase; (10) Acetyl-CoA
Carboxylase (dans la mitochondrie) ; (HAEC : Propionyl-CoA Carboxylase ; (1CM : Methylmalonyl-
CoA Mutase ; (13) Malonyl-CoA Decarboxylase

Cliniguement, on retrouve plusieurs phénotypest @abord, une présentation néonatale
se traduisant par une encéphalopathie métaboligugpe « intoxication » apres un intervalle
libre : on retrouve une léthargie, des difficultdBmentaires, une déshydratation, une
hypotonie axiale couplée a une hypertonie segmentdés myoclonies, des troubles neuro-
végétatifs, tout ceci pouvant conduire a la fororatil’'un cedeme cérébral, au coma et a une
défaillance multi viscérale. On retrouve ensuite fimrme chronique intermittente (pouvant
apparaitre jusqu’a l'age adulte) caractérisée pw €pisodes récurrents de coma acido-

cétosique, une léthargie, une ataxie, des signesologiques focaux, une obnubilation,
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pouvant entrainer le coma. Enfin, il existe unenf@rchronique progressive pour laquelle on
retrouve un retard de croissance, des vomissememtsniques, une anorexie, une
ostéoporose, une hypotonie, un retard psychometedrs infections récurrentdsa clinique

du déficit en 3-cétothiolase est dominée par désodps aigus de nausées et vomissements
pouvant évoluer vers le coma et I'apparition deuséigs neurologiques [79].

Biochimiquement, on retrouve des signes non spg@f tels qu'une acido-cétose, une
augmentation des lactates et de 'ammoniac (cautléfe synthése de l'urée liée a un déficit
en acétyl-CoA (requis pour la synthése de N-ackttggate) et inhibition de la N-
aceétylglutamate synthétase (NAGS) par les acidganigues [80]. Concernant le déficit en
HMG-CoA-lyase, on retrouve une hypoglycémie hyposijue, une acidose métabolique et

une atteinte hépatique.

Le diagnostic différentiel de ces aciduries orgaagjest basé d’'une part sur le profil des
acides organiques urinaires, et d’autre part sprdél des acylcarnitines plasmatiques. Voici

les acylcarnitines retrouvées pour chaque défiéit 81] :

- acidurie isovalérique : isovalérylcarnitine (C5)

- acidurie propionique : propionylcarnitine (C3)

- acidurie méthylmalonique : propionylcarnitine (C8)thylmalonylcarnitine (C4-DC)

- déficit en 3-cétothiolase : tiglylcarnitine (C5:1) et 2-méthyl-3-
hydroxybutyrylcarnitine (C5-OH)

- déficit en HMG-CoA-lyase: 3-hydroxy-isovalérylc#tine (C5-OH) et
méthylglutarylcarnitine (C6-DC)

2.2.2.3 Les aciduries organiques cérébrales

Certaines aciduries organiques présentent desssi@wecateurs d’'une encéphalopathie

mais sans anomalie du bilan biologique de base.

Parmi celles-ci, on retrouve l'acidurie glutarigde type I, il s’agit d’'un déficit en
glutaryl-CoA déshydrogénase, enzyme impliquée damsétabolisme du tryptophane, de la

lysine et de I'hydroxy-lysineRigure 14).
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Figure 14: Schéma métabolique du catabolisme du tpgophane, de la lysine et de

I’nydroxylysine (d’aprés [82])

La lysine est entierement métabolisée dans la mitodrie

GCDH : Glutaryl-CoA DehydrogenaseSCHAD : Short Chain Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase

Cliniguement les patients atteints développentattente neurologique entre 3 et 36 mois
suivi d'un épisode d’encéphalopathie (souvent pgodopar une infection par exemple). Les
séquelles caractéristiques sont une destructigirdium avec pour conséquence I'apparition

d’'une dystonie ou d’une dyskinésie séveres.

Biochimiquement, le diagnostic de cette pathologge base sur le profil des acides
organiques urinaires (acide glutarique, acide Fdwylglutarique) et sur la présence de

glutarylcarnitine (C5-DC) sur le profil des acylodines plasmatiques [83].
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2.2.2.4 Traitement des aciduries organiques

Le traitement d’'urgence (en cas de décompensaigire)aa pour but de lutter contre le
catabolisme des acides aminés par des apportst@veimeux de glucose a forte dose.
L’'acidose est traitée (par réhydratation ou adnmai®n de bicarbonates si besoin), les
toxiques sont épurés (si nécessaire), les appmtsigues sont arrétés provisoirement (48H)
et de la carnitine est administrée pour favorisemitabolisme mitochondrial et améliorer

I'épuration des composes toxiques. [78].

Le traitement au long cours repose sur un régime/reaen acides aminés dont le
métabolisme est déficitaire, a savoir leucine ggoine et valine pour les aciduries organiques
impliquant le métabolisme des acides aminés ramifie pauvre en lysine pour l'acidurie
glutarique de type | [84] et supplémentation erdesiaminés pour lesquels le métabolisme
est normal. Enfin, une supplémentation en vitamiodgo-éléments, minéraux compléte le

traitement. [26].

D’autre anomalies du métabolisme peuvent égalegtemtmise en évidence par le profil
des acylcarnitines, comme par exemple les anondliegsétabolisme de la biotine (déficit en
biotinidase, carboxylases...) ou encore les anomdkels biogénése des peroxysomes [85],

mais ne seront pas traitées dans ce manuscrit.
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Chapitre 3 Exploration des erreurs innées du

métabolisme : place des acylcarnitines

Le profil des acylcarnitines joue un réle primotdians le diagnostic des erreurs
innées du métabolisme et en particulier pour Igrbatic des anomalies de fleoxydation
mitochondriale des AG et des aciduries organigheseffet, la stratégie diagnostique de ces
différents déficits se réalise en plusieurs étappses les analyses biochimiques de base (AG
libres, corps cétoniques et lactates), le bilan domporter une chromatographie des acides

organiques urinaires et un profil d’acylcarnitines.

3.1 Analyse des métabolites dans les liquides biologigsi

Ces analyses peuvent se réaliser sur les difféfenties biologiques a disposition

(urines, sang,...).

3.1.1Acides organigues urinaires

La méthode de choix est la chromatographie gazeogplée a la spectrométrie de
masse (GC/MS). Les composés identifiés par cettentque et indicateurs d’un déficit de la
B-oxydation des AG sont les acides dicarboxyliquedes acylglycines [86]. Cependant,
toutes les anomalies de IR-oxydation des AG ne sont pas identifiables par la
chromatographie des acides organiques urinairess D& cas des aciduries organiques,
certaines d’entre elles (acidurie méthylmalonicqaeggurie propionique, acidurie isovalérique)

présentent un profil typiqgue permettant le diagied38].

3.1.2Profil des acylcarnitines et dosage de la carnitotale et liée

plasmatiques ou sur sang total

Les acylcarnitines sont des marqueurs importanis dertain nombre de déficits.
L’analyse des acylcarnitines sur sang total (papievard) ou sur plasma est un outil
diagnostic puissant. En effet la plupart des anmwale la-oxydation des AG peut étre
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différenciée grace a un profil particulier. La nedle de choix pour réaliser cette analyse est

la spectrométrie de masse en tandem, méthode largertilisée aujourd’hui.

Par ailleurs, il est important d’associer a ce iptof dosage de carnitine totale et libre.
En effet, étant donné que les acylcarnitines résulie la conjugaison des acyl-CoA avec de
la carnitine libre, une déplétion en carnitine dilsanguine entrainera alors une diminution de
la formation des acylcarnitines et pourra masquneranomalie métabolique. De plus, pour le
déficit en transporteur de la carnitine, le seutquaur diagnostic est le taux de carnitine libre
qui se retrouve effondré sans élévation associgadgcarnitines [86]Le déficit en CPTIA
se caractérise par un taux normal voire élevé eindgeeaigué de la carnitine libre, associé a
une diminution de toutes les acylcarnitines. Leagde de la carnitine peut se réaliser par
différentes techniques : méthodes radioisotopiques, radioenzymatiques,
spectrophotométriques, radioisotopiques couplé€BlRLC ou spectrométrie de masse en
tandem [87].

Cependant, lorsqu’une anomalie métabolique esigoment suspectée mais que les
profils métaboliques ne permettent pas de conglarprélevement doit étre réalisé en phase
aigué et réitéré si nécessaire), des investigationglémentaires sont nécessaires : études

vitro, études enzymatiques et biologie moléculaire.

3.2 Etudes de Screeningn vitro

Les étudesn vitro sont utiles lorsque les analyses préliminairesinfas permis de
conclure. L'objectif de ces techniques est de psepoun screening via le profil des
acylcarnitines, de certaines anomalies d@-axydation des AG et de certaines aciduries
organiques en utilisant des mitochondries isolées, fibroblastes ou des cellules du sang
périphérigue. Les cellules sont incubées dans lirursupplémenté en précurseurs, en AG a
longue chaine (non marqués, marqués par des isosd@eles ou radioactifs) et un excées de
carnitine libre (marquée ou nor)a détection se fait ensuite par radio-HPLC, MS/bIS
GC/MS [86].
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3.3 Etudes enzymatiques spécifiques

La mesure de l'activité enzymatique est une anapsssible pour confirmer un
déficit. Cette mesure pourra se réaliser sur da®llastes, des biopsies tissulaires ou des
lymphocytes pour les anomalies deplaxydation des AG [86]. L’estimation des activités
enzymatiques du cycle de [roxydation est compliquée du fait du chevauchenust
substrats (longueur de chaine des AG) des diffésegrizymes. Différentes techniques ont été
développées pour réaliser le dosage de l'activitgymatique : méthodes radioisotopiques,
méthodes spectrophotométriques, méthodes spedairiofiétriques, HPLC-UV, MSMS...
[51]

3.4 Biologie moléculaire

L’'analyse mutationnelle des génes impliqués pergt &alisée sur 'ADN extrait a

partir des leucocytes du sang périphérique, avétimsi le besoin d’avoir recours a la biopsie.

Cette étude peut confirmer le diagnostic si lesesutests n’étaient pas concluants. En
effet, les genes de la majorité des enzymes dé&daydation des AG ont été isolés et
déterminés, rendant I'analyse moléculaire de cdiitdéaccessible. Cependant I'analyse
mutationnelle reste difficile dans beaucoup deczas! existe de nombreuses mutations d’'un
méme gene pouvant induire une maladie : des mogfwivées, des polymorphismes, un
haut degré d’hétérogénéité allélique... L'analyseatiohnelle est cependant trés utile dans
les études familiales ou pour le diagnostic prénatsque la mutation du cas index est
connue. Pour certaines anomalies dg-txydation, les mutations prévalentes sont connues
(MCAD, LCHAD, CPT2) [86].

D’autre part, cette analyse peut également perenattétablir une corrélation
génotype/phénotype existante pour certaines anesndtiéficit en CPTIl, en VLCAD,
LCHAD/TFP, MAD) [65].
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Chapitre 4 La spectromeétrie de masse

4.1 Rappel: principe [88, 89]

La spectrométrie de masse permet l'identificaties domposés d’'un mélange complexe
apres separation des différentes molécules, pnisation, et tri des ions formés en fonction

de leur rapport masse/charge (m/z).

Un spectrométre de masse est composé de plusiEmngrés . une source permettant
d’ioniser les composés d'intérét, un analyseur p#iant la séparation des divers ions
produits et un détecteur du courant ionique coaplén systeme de traitement informatique

des données acquises.

Les principales sources utilisées dans le domagna thiologie sont 'APCI (atmospheric
pressure chemical ionisation), 'ESI (electrospi@ayisation) et le MALDI (matrix assisted
laser desorption ionisation). L’ESI est plus uéispour I'étude de petites molécules en milieu
liquide. Elle est produite par application a pressatmosphérique d’un fort champ électrique
sur un liquide sortant d'un tube capillaire avedaible débit (couramment 1 a 10 pl/min). Le
champ électrique est obtenu par application d'uiffiérdnce de potentiel de plusieurs kV
entre le capillaire et une contre-électrode sépdeéd.3 a 2 cm. Ce champ électrique intense
génere une rupture du film liquide en gouttes aquitwse charger. Celles-ci vont diminuer de
taille par perte des molécules de solvant qui tesurent et former des gouttelettes de plus en
plus petites hautement chargées (spray). La foomatu spray est parfois aidée par un flux
gazeux de nébulisation situé au niveau du capllditévaporation des molécules de solvant
est facilitée par une élévation de températurad®lirce. L’accumulation de charges entraine
I'explosion des gouttelettes (limite de Rayleigh) gubissent alors une cascade de fissions
aboutissant a la désorption des idfRgre 15). Les ions en phase gazeuse sont alors dirigés
dans I'analyseur par une série de lentilles életagnétiques. Les ions chargés produits sont
soit positifs (= ionisation en mode positif), saigatifs (= ionisation en mode négatif). Le
mode d’ionisation sera fonction des molécules agmy et des ions qu’elles pourront

produire.
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Figure 15: Principe de I'électrospray (ESI) [90]

Le champ électrique appliqué entre le capillairaetontre-électrode génere la formation de gouftevont se
charger puis diminuer de taille par perte des midéscde solvant qui les entourent (évaporatioripreber des
gouttelettes de plus en plus petites hautemengékar(spray). L'accumulation de charges entramelosion
des gouttelettes (limite de Rayleigh) qui subissdots une cascade de fissions aboutissant a taptiés des
ions.

L’analyseur détecte tous les ions formés, les separsimultanément détermine leur
masse. L'analyseur le plus courant en biologiedestype quadripolaire et utilise la stabilité
des trajectoires des ions dans un champ électogadlant pour les séparer selon leur m/z.
Un quadrip0le est constitué de quatre électrodesditon hyperbolique ou sont appliqués un
champ électrique constant et un champ électricieenaltif. Ainsi, les ions pénétrant dans le
quadripble subissent l'influence du champ quadapel: ils sont accélérés et atteignent le
détecteur suivant des oscillations hélicoidales.féfrction du champ électrique appliqué,
seuls les ions possédant un rapport m/z spécitégitent la collision avec les électrodes et
peuvent traverser le quadripble. Les autres iongépendant pas a ce critere entrent en
collision avec la surface du quadripdle et n’atteigt pas le détecteur.

Enfin, les ions atteignent le détecteur (en génémamultiplicateur d’électrons) qui va
transformer le courant ionique en un courant éedue mesurable. Le signal analogique
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obtenu sera finalement converti par un systemenmtique complexe en données digitales.

L’utilisateur peut alors exploiter directement tlmnées comme le spectre de masse.

4.2 La spectrométrie de masse en tandem [91]

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) estndevgrace aux évolutions
techniques de ces dernieres années, un outil Ertisyple pour la biologie médicale actuelle.
Elle permet le dosage d’un tres grand nombre deposas a haut débit a partir d’'un tres
faible volume d’échantillon tout en restant seresitl spécifique.

Son principe de fonctionnement est le méme que détrit ci-dessus a une exception
pres : I'existence d'un triple quadripble (= tragsiadripdles placés en série). Le premier
quadripble (Q1) permet d'isoler I'ion parent dentmlécule d’'intérét a partir d’'un mélange
complexe. Cet ion sélectionné est ensuite fragmdems le deuxieme quadripble (Q2) appelé
cellule de collision. On obtient des ions produits ions fils et des fragments neutres
caractéristiques de la molécule d’'intérét. Enfinfrbisieme quadripdle (Q3) analyse les ions

produits Figure 16).

Echantilion | S % Q, % Q, —{ Q, —< D

Abondance

S

Source

Analyseur
d'ionisation ys Détecteur

Fiqure 16: Schéma d’'un spectrométre de masse en tham (MS/MS) (D’aprés Cheillan,
[92])

L’'analyseur est composé de trois quadripbles :@2,,Q3. Le graphique obtenu indique en abscisse les

différents m/z et en ordonnée la quantité d’ionsés.
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L’analyse en MS/MS peut se faire selon plusieurgl@solLe choix se fera en fonction des

molécules a étudier.

- Le premier mode permet le balayage des ions fraggm@roduct lon Scan) : l'ion
précurseur de la molécule d’intérét est sélecti@m&l puis fragmenté en Q2 et les
ions produits sont déterminés en Q3. Ce mode pedidtntifier une substance
inconnue dans un mélange complexe.

- Le second mode permet le balayage des ions pafferésursor lon Scan) : un ion
fragment est sélectionné en Q3, et les ions pardatmant cet ion fils apres
fragmentation en Q2 sont balayés en Q1. Cette apprpermet d’identifier une
famille de molécules ayant une partie de strucsurglaire.

- Le troisieme mode est celui du balayage en pedgaéneutral loss scan) : il consiste
a choisir un fragment neutre et a détecter towegragmentations entrainant la perte
de ce fragment. Comme le mode précédent, il edilplesd’identifier une famille de
molécules possédant une structure chimique commune.

- Le quatrieme mode est celui du Multi Reaction Maritg (MRM) : ce mode permet
de choisir un ion précurseur et un ion fragmentsigge. Grace a I'obtention d’un ou
de plusieurs couples ions parents/ions fils spfois d’'une molécule donnée, ce
mode permet de quantifier simultanément de nombcemposés.

4.3 Application au profil des acylcarnitines

Les acylcarnitines possédent un groupement ammonuaternaire leur permettant de
former des ions positifs polaires et non volafdans les années 1980, lorsque l'intérét de la
détermination du profil des acylcarnitines s’eshaetisé, I'analyse par chromatographie
gazeuse a été envisagee. Cependant, les acylcasndiant non volatiles, cette technique était
impossible en l'état. Plus tard, les progres dedrtiggues de chromatographie liquide
couplées a la spectrométrie de masse (LC/MS) amniped’envisager I'analyse directe des
acylcarnitines. Des essais en LC/MS utilisant unece FAB ont été réalisés mais sans grand
succes du fait de la trés faible sélectivité déetzhnique. Plusieurs méthodes permettant la
détermination du profil des acylcarnitines ont éé&eloppées : méthode radio-enzymatique,
chromatographie liquide a haute performance (HPEC)électrophorése capillaire (CE)
couplées a une détection UV ou fluorimétrique [Eifin, I'introduction de la MS/MS a
permis le développement au début des années 1896ckniques permettant d’améliorer la
détection et l'identification des acylcarnitinesisanécessiter une étape de chromatographie
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liquide. [94]. Des techniques FAB/MSMS ont d’abeéte développées pour la détermination
des acylcarnitines sous forme de méthyl-esters geitechniques ESI/MSMS détectant les
méthyl- ou butyl-esters (acylcarnitines dérivatg§éeu des acylcarnitines non dérivatisées
[95]. La technique de spectrométrie de masse anilisne source ESI est la méthode utilisée
pour la détermination des acylcarnitines dans teaine du dépistage néonatal [93].

Le technique ESI/MSMS est donc une méthode de ghwix la détermination du profil
des acylcarnitines. La MSMS permet, grace a sa dgrasensibilité, d’analyser les
acylcarnitines sans séparation chromatographigéalgisle. L'analyse est réalisée en mode
positif et utilise le mode Precursor lon Scan. Hetece mode permet d’évaluer le profil
complet des acylcarnitines et de la carnitine liy*ensemble des acylcarnitines dérivatisées
et non dérivatisées-igure 17) va produire un ion commun de masse 85 Da (coorelmt a
"CH,-CH=CH-COOH) aprés fragmentation et perte des greu@Hg (dérivatisation par
butylation), (CH)sN et de la chaine RCOOH-igure 18). Le profil est alors obtenu en
sélectionnant tous les ions parents donnant ce85dba Figure 19) [96, 97].

Afin de permettre la quantification des différentasylcarnitines retrouvées sur le
profil, des étalons internes deutérés de difféselirgueurs de chaine sont utilisés et ajoutés

en concentration connue.
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Carnitine Acylcarnitine

CH, H 0 CH, H 0
_|_| | // _|_| | /y
HyC~N - CH, = C— CH, - C HyC =N - CH, = C - CH, ~ C
CH, 0 o- CH, 0 o-
c=o
R

Acylcarnitine, butyl ester

CH, H 0
H3C—+lll—CH2—CI—CHz—g—O—CHZ—CHZ—CHZ—CH3
R
C=0
R

Figure 17: Structures de la carnitine, des acylcaitines et des acylcarnitines butylés
(d’apres Matern [501)

La méthode de dérivatisation choisie est la butylat_e R représente I'acide gras lié a la caraitin
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O0C-(CH,),-CH3
| O<n<24

BUtYl — CH;-(CH,),-COOH
derivatives
- N(CHs) 3

+CH,-CH=CH-COOH

Figure 18: Fragmentation des acylcarnitines dans lspectrometre de masse (d’'apres

Saban [98])

La méthode de dérivatisation choisie est la butytat

échantillon ions parents ion fils: 85 Da
|—> ESI —» Mo+ M
M+ M2+ Mt F+ > détecteur
_@““{e I
d’ionisatior) 01 Q2 03 l
\ cellule de collision / profil
y MSMS
analyseur

Q1, Q2, Q3 = 3 quadripbles placés en série

Figure 19: Application de la spectrométrie de massen tandem au profil des

acylcarnitines (mode Precursor lon Scan)

Représentation schématique de I'analyse du prefilatylcarnitines par MSMS. L'échantillon est itgedans le
spectrométre de masse et passe dans I'analysestiteérde trois quadripOles. Les ions parents {uets en
Q1) passe par la cellule de collision (Q2) et I'fds (85 Da) est détecté en Q3.
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Partie 2. Données expérimentales
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Chapitre 1 Obijectifs de I'étude

La détermination du profil des acylcarnitines as@&lement clé du diagnostic de certaines
MHM, comme les anomalies de ffaoxydation mitochondriale des AG et certaines aogdu
organiques. Cette analyse fait partie des analygiespremiére intention du bilan du
métabolisme intermédiaire aux cbtés des acidesnipges urinaires et des acides aminés

plasmatiques.

L'objectif principal de cette étude est la mise pglace, la validation technique et

biologique du profil des acylcarnitines sur le phaspar spectrométrie de masse en tandem.

L’objectif secondaire est la réalisation de ce m@mudil sur sang total (sur papier buvard
« Guthrie »).

Le résultat de I'analyse est un profil complet ogufent toutes les acylcarnitines de
longueur comprise entre 2 et 18 carbones. Les nex@dations en France concernant le
Dépistage Néonatal (DNN) et le dépistage systématity déficit en MCAD ont été publiées
réecemment [2]. Ce dépistage systématique seras@ealipartir du buvard prélevé a J3 et
I'analyse ne concerne que le dosage de certaiygsaattines a chaine moyenne. Dans notre

travail, nous nous sommes intéressés au profil tenges acylcarnitines a partir d'un

prélevement plasmatique ou de sang total sur phpierd.
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Chapitre 2 Matériel et Méethode

2.1 Principe

Les acylcarnitines sont extraites de I'échantilipar de I'éthanol en présence d'une
solution contenant des acylcarnitines de différeifwagueurs de chaine, deutérées et servant
de standards internes. Aprés centrifugation, |l@ageant est récupéré et évaporé a sec. Le
résidu est dérivatisé avec de l'alcool butyliquendade I'acide chlorhydrique (M+56),
permettant ainsi d’améliorer lionisation des aeyhitines pour leur analyse par
spectrométrie de masse en tandem (source d’iomisaliectrospray). Apres I'analyse, un
profil des acylcarnitines est généré par le logjidezuel peut étre interprété qualitativement.

Il est possible de réaliser un calcul semi-quatiftitde la concentration de chaque
acylcarnitine en se basant sur 'abondance du atdndterne correspondant

Pour mettre en ceuvre cette technique, nous nousiesmendus au laboratoire du Centre
de Référence des Maladies Héréditaires du Métabelide Lyon (Dr Christine Vianey-
Saban) afin d’'observer les différentes étapes dte @nalyse et l'adapter au CHU de

Grenoble.

2.2 Regles préanalytiques

La détermination du profil des acylcarnitines pseitréaliser sur différents milieux. Il est
possible de réaliser le profil sur des urines. @dpat le profil des acylcarnitines urinaires
n'apporte pas toutes les informations puisquedgkarnitines de plus de 12 carbones ne sont
pas éliminées dans les urines [98]. Les milieuxld@x sont le plasma ou le sang total sur
papier buvard en seconde intention. Le plasmaréétng car il n'y a pas d’interférence des
globules rouges.

Les profils les plus informatifs sont ceux obtermus moment de la crise. Cependant il
n'est pas toujours possible d’'obtenir ces prélevemprécis et I'idéal est de prélever a jeun,

de préférence le matin (aprés une nuit de jedne).

Concernant I'analyse réalisée sur le plasma (pldsépariné), I'’échantillon de sang doit
étre acheminé rapidement au laboratoire. Le tubeesérifugé et le plasma doit étre conservé

a -20°C jusgu’a I'analyse. Concernant I'analysesang total, le sang est recueilli sur papier
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buvard Guthrie (spot). Apres séchage a lair lidee,buvard est conservé a température

ambiante.

2.3 Matériel

2.3.1Extraction

e Standards :

Labeled carnitine Set B (NSK-B) — Cambridge Isotopaboratories, Inc.
(Andover, Massachusetts, USA)

0 conservation entre -5°C et +5°C avant utilisati@pres reprise par du
méthanol, conservation 1 an a -20°C.
0 composition :
L-carnitine (N-triméthyl-3) (M=171 g/mol)
L-acétylcarnitine (N-méthyl-g) (C2) (M=207 g/mol)
L-propionylcarnitine (N-méthyl- B) (C3) (M=221 g/mol)
L-butyrylcarnitine (N-méthyl- B) (C4) (M=235 g/mol)
L-isovalérylcarnitine (N-triméthyl- B) (C5) (M=255 g/mol)
L-octanoylcarnitine (N-méthyl- §) (C8) (M=291 g/mol)
L-myristoylcarnitine (N-triméthyl- [g) (C14) (M=381 g/mol)
L-palmitoylcarnitine (N-méthyl- B) (C16) (M=403 g/mol)

YV V.V V V V V V

e Autres réactifs :

méthanol (Carlo-Erba, Val de Reuil, France)
eau milliQ

éthanol (Carlo-Erba, Val de Reuil, France)
n-hexane (Merck, Darmstadt, Allemagne)
acétonitrile

acide formique (Carlo-Erba, Val de Reuil, France)

O O O O o o o

3N butanol HCI (Regis Technologies Inc., Morton @p lllinois,
USA)
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e Consommables et matériel :

tubes type eppendorf
poinconneuse de 6mm de diametre (pour le sangstdiuvard)
tubes a hémolyse en verre
sonicateur

pipette 100pul, 200ul, 1000ul
cbnes 100ul, 200ul, 1000ul
dispensette

pipettes pasteur

évaporateur a sec sous azote
micro-centrifugeuse

vortex

étuve

O 0O O 0O O o o o o o o o o

flacons sans insert (SVWM740, Chromacol, Welwin dgar City,
Grande Bretagne ou selon I'appel d'offre en cours)
o flacons avec insert (R06290, Interchim, Montlugénance ou selon

I'appel d’offre en cours)

2.3.2Spectrométrie de masse

* injecteur et pompe HPLC: HP series 1100 (Agilenthi®logies, Massy, France)
* API 3000 (Applied Biosystems, Sciex InstrumentsstEoCity, Californie, USA)

» exploitation des résultats : logiciel Analyst® vers1.5.2 (AB Sciex Instruments).

69



2.4 Méthode

2.4.1Préparation des standards internes

Les standards internes sont fournis sous formehijisge. lls sont repris dans du méthanol
avec un volume précis (7.6 ml) pour obtenir les cemtrations cibles en carnitine et

acylcarnitines désirée3dbleau ).

concentration cible  concentration cible
(reprise par 1 ml) | (reprise par 7,6 ml)
(umol/l) (umaol/1)

L-carnitine (N-triméthyl-03) 152 20
L-acétylcarnitine (N-méthyl-g) (C2) 38 5
L-propionylcarnitine (N-méthyl- B) (C3) 7,6 1
L-butyrylcarnitine (N-méthyl- ) (C4) 7,6 1
L-isovalérylcarnitine (N-triméthyl- b) (C5) 7,6 1
L-octanoylcarnitine (N-méthyl- ) (C8) 7,6 1
L-myristoylcarnitine (N-triméthyl- [) (C14) 7,6 1
L-palmitoylcarnitine (N-méthyl- B) (C16) 15,2 2

Tableau |: Concentrations cibles de la carnitine etles acylcarnitines marquées

2.4.2Extraction

L'objectif de cette étape est d'extraire les molésud’intérét (les différents
acylcarnitines) de leur matrice afin de les rense¢tn solution dans un solvant approprié. Le
schéma d’extraction est différent suivant le tygepdélevement analysé (plasma ou sang
total).

» échantillons plasmatiques
o identifier un tube type eppendorf (chiffre, lettrg et ajouter :

. 20 pl de plasma
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. 20 pl de solution de standards internes marqués

. 50 ul d’eau déminéralisée

. 400 ul d’éthanol

meélanger manuellement (par retournements)

ajouter 400 pl de n-hexane et agiter pendant 2 tesnies tubes manuellement
(par retournements successifs); rejeter la phaggérieure (= la phase
hexanique) apres avoir laissé reposer quelquemniisst

recommencer cette étape : ajouter 400 ul de n-leeiaagiter pendant 2 minutes
puis rejeter la phase supérieure apres avoir lagggEser quelques instants
centrifuger les tubes pendant 5 minutes a 1406@%Q)

récupérer la phase intermédiaire au moyen d'unetigippasteur et d'une
dispensette et la transvaser dans un flacon saed préalablement identifié

évaporer a sec sous azote a température ambiante

sang total sur buvard

o

identifier un tube a hémolyse en verre (chiffrérée..) et ajouter :

» 1 tache de sang (6 mm de diamétre)

e 10 ul de solution de standards internes marqués

e 390 pl de méthanol

passer le tube 30 minutes aux ultra-sons

récupérer la phase liquide a l'aide d’'une pipe#tst@ur et d’'une dispensette et la
transvaser dans un flacon sans insert préalabledemttfié

évaporer a sec sous azote a température ambiante

dérivatisation : butylation (pour tous les types deprélevements)

o

o O O O

reprendre I'extrait sec par 200ul de 3N butanol H&imer les flacons et agiter
au vortex

mettre a I'étuve 65°C pendant 15 minutes

agiter les flacons au vortex

évaporer a sec sous azote a 45°C

reprendre chaque échantillon par 400ul de phaselenobcétonitrile / eau /
acide formique (50/50/0.025%) ; agiter les flacansvortex puis transvaser les

échantillons repris dans un flacon avec inserttitién
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2.4.3Spectrométrie de masse

Apres butylation, les échantillons sont injectéssdée spectrometre de masse en

tandem par l'intermédiaire d’'un passeur automatidiéehantillons et d’'une pompe HPLC.

L’échantillon est directement injecté au niveau ghectrometre de masse, sans étape de

séparation préalable (colonne) : mode en injectartinue (FIA =Flow Injection Analysis

» Parametres HPLC (injecteur automatique et pompe)

(0]

o O O O o

élution : mode isocratique (100% phase mobile : éaacétonitrile / acide
formique 50/50/0.025%)

volume injecté : 30 pl

deébit : 80 pl/min

durée du run : 3 minutes

température de l'injecteur : 10°C

temps de lavage de l'aiguille: 5 secondes

» Parametres du spectrometre de masse

o

o

o O 0O 0O 0O o o o o o o o

mode d’ionisation : electrospray positif

mode d’acquisition des données : « precursor ian sc(ion fils cible (Q3) m/z
85 Da)

balayage des masses (Q1) : 200 a 600 Da

temps de balayage : 3 secondes

gaz de nébulisation : 8 (valeur empirique, sangyni
gaz de collision : 7 (valeur empirique sans unité)
gaz rideau : 8 (valeur empirique sans unité)

ion spray voltage: 5000V

température de la source : 300°C

potentiel de déclusterisation (DP): 30V

potentiel de focalisation (FP): 100V

potentiel d’entrée : 10V

énergie de collision (CE) : 35a 70 eV

potentiel de sortie de cellule de collision (CXR}AV
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2.4.4Validation de la méthode : parametres étudiés

L’étude du profil des acylcarnitines par MS/MS pétre assimilée & une méthode de
type qualitative. En effet, en premiére intentienrésultat de cet examen (sous forme de
commentaire) n'apporte pas d’information sur largité des analytes, mais plutot sur leur
présence ou leur absence. L'étude du profil estabgér dépendant et présente donc une part

de subjectivite.

Cependant, en cas de présence anormalement élevéardlyte, il est possible de
réaliser une estimation de sa quantité grace al@n& internes marqués présents en quantité
connue (calcul proportionnel). On peut alors adsimiet examen a une méthode semi-

guantitative.
Ainsi plusieurs parameétres ont été étudiés afinaliéer et de valider la méthode [99] :
» Interférences analytiques

o Plasma hémolysé
Nous avons réalisé, grace a une procédure interfabaratoire Annexe 1), une gamme
de solutions avec une concentration croissantentigéobine libre. Cette gamme nous a
permis de reproduire une hémolyse (indices : H+,H++++) sur un méme plasma et nous

avons pu observer |'effet de celle-ci sur le prdék acylcarnitines plasmatiques.

o Plasma lactescent
Nous avons réalisé, grace a une procédure intertebaratoire Annexe 1), une gamme
de solutions avec une concentration croissantéates, pour observer les conséquences de
la lactescence sur le profil des acylcarnitinesplatiques.

o Plasma ictérique
Nous avons analysé des plasmas présentant deslaabikrubine totale de plus en plus
élevés (80, 200 et 411 mmol/l) pour observer lasséquences de I'indice ictérique sur le

profil des acylcarnitines plasmatiques.
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o ROle de l'anticoagulant
Nous avons prélevé un méme échantillon sanguimifiérents tubes : un tube hépariné,
un tube avec EDTA et un tube sec afin d’'obserusrgact sur le profil des acylcarnitines de

I'anticoagulant choisi.

« Stabilité des extraits

Les plasmas extraits et injectés ont été conselaés leur flacon a 4°C pendant plusieurs
semaines. Nous avons testé la stabilité de cesitsxten les réinjectant 1 et 3 semaines apres

leur extraction.

* Répetabilite

L’essai de répétabilité consiste a effectuer I'gsald’'un méme échantillon pour un méme
examen dans des conditions standardisées (mémateyerméme lots et réactifs, méme
instrument, méme calibrateur). Nous avons extmiplasma que nous avons ensuite analysé
et quantifié six fois le méme jour afin d’évalues Ivariations liées a la mesure proprement
dite.

+ Fidélité intermédiaire

La fidélité intermédiaire (reproductibilité) conwisa effectuer I'analyse d’'un méme
échantillon pour le méme examen dans des conditidférentes, c'est-a-dire qu'un méme
échantillon est passé dans n séries differentess Moons analysé et quantifie un méme

échantillon gue nous avons passé dans six séfiésedies.

» Valeurs physiologiques

Pour permettre linterprétation biologique des jsofdes acylcarnitines, nous avons
déterminé les valeurs physiologiques pour les dgp&s de prélévements. D’'une part nous
avons analysé des plasmas d’adultes et d’autre paws avons analysé le sang total sur

buvard de naissance (J3).
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Les plasmas adultes ont été donnés par le sereicewrologie du CHU de Grenoble (Dr
G.Besson). L’ensemble des patients testés (conpattelogique connu) ont été prélevés le
matin a jeun. L’estimation des valeurs physiologgjua été réalisée sur 25 échantillons
plasmatiques recus au laboratoire et immédiatemgelés jusqu’a leur analyse. L’age des
patients s’échelonne entre 16 et 93 ans ; 'anayserté sur 15 femmes et 10 hommes.

Concernant I'analyse sur sang total, 90 buvardsiéhistage néonatal ont été analysés
selon la répartition suivante : 60 buvards provérinde nouveau-nés dont le poids de
naissance est supérieur a 2.5kg ; 21 buvards pnosi# de nouveau-nés dont le poids de
naissance est compris entre 1.5 et 2.5kg et 11lrtdsiy@oviennent de nouveau-nés dont le
poids de naissance est inférieur a 1.5kg. Pousdmible des buvards analysés, nous avons

déterminé les valeurs physiologiques des acyldaest

2.5 Application au screening néonatal de la MCAD

Dans la perspective (non testée dans le cadre deacail) d’'un dépistage néonatal
systématique d’'un déficit en MCAD, I'acylcarnitig@i nous intéresse est I'octanoylcarnitine
(C8) tantdt seule, tantbt en association avec téawdcylcarnitines (il 'y a pas actuellement
de standardisation des algorithmes de dépistaga (délisé dans de nombreux pays)). La
détection de cette pathologie passe donc par ltatiap du profil des acylcarnitines a un
dépistage systématique. La technique reste semghlela méme a la seule différence pres
gue les échantillons sont placés dans des micropsa(P6 puits) pour permettre le haut débit.
Concernant les standards internes, seule la L-ogizarnitine (N-méthyl- Q) (C8) est

nécessaire pour le dosage. Le reste des pararastrieghange.
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Chapitre 3 Reésultats

3.1 Validation de la méthode

3.1.1Interférences analytiques

e Plasma hémolysé

Avec l'augmentation de l'intensité de I'hnémolyse observe une augmentation des
chaines courtes (C2, C3, C4) mais également ddéseshiongues (C12, C14, C16, C18)
(Figure 20). Le coefficient de variation (CV> 50%) confirmette observation pour ces

différentes acylcarnitinesTébleau II).
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* Plasma lactescent

Les résultats montrent des coefficients de vamat@riables en fonction des valeurs, mais
globalement inférieurs a 25% (variations plus ini@ates sur les valeurs trés faibles)
(Tableau I11).

* Plasma ictérique

Nous avons analysé des plasmas présentant desla@abikrubine totale de plus en plus
élevés (80, 200 et 411 mmol/l). Les profils desl@yitines plasmatiques obtenus montrent
des différences. Cependant, les trois plasmasstpst&iennent de trois patients différents et

les écarts observés ne semblent pas corrélés axixéabilirubine totale.

* Role de l'anticoagulant

Les résultats montrent des coefficients de varati@riables en fonction des valeurs, mais
globalement inférieurs a 35% (variations plus inigates sur les valeurs trés faibles)
(Tableau 1V). Le profil obtenu pour I'échantillon prélevé stube EDTA, présente
eégalement un certain nombre de pics supplémeni&igsre 21) et l'intensité des différentes

acylcarnitines est bien moins importante, lieesatihction chimique induite par FTEDTA.
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3.1.2Stabilite

Les résultats montrent que les coefficients de atian de la concentration des
acylcarnitines présentes dans les échantillonstgens dans une fourchette allant de 0.5 a

34% (variation plus importante sur les valeurs taisles) Tableau V).

3.1.3Reépétabilité

Les résultats montrent des coefficients de vamatiariables en fonction des valeurs, mais
globalement inférieurs a 20%. Les variations ob&esvsont liees essentiellement a la maniére

de quantifier par intégration manuelleapleau VI).

3.1.4Fidélité intermédiaire

Les résultats montrent des coefficients de variat@riables en fonction des valeurs, mais
globalement inférieurs a 35%. Les variations ob&esvsont liees essentiellement a la maniére

de quantifier par intégration manuelle tout comroerg’essai de répétabilitd ableau VII).
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Hémoglobine (Hb) (umol/l)

iti Hb =12 Hb = 47 Hb =118 | Hb =165 .

Acyztr?g]llltll)nes Hb=0 (H4) (H++) (H++) (He++) moyenne | écarttype| CV (%)
Co 19,70 20,40 20,50 15,60 21,40 19,52 2,27 12
C2 8,85 9,34 23,00 27,00 37,40 21,12 12,17 58
C3 0,20 0,23 1,96 2,91 1,58 1,38 1,17 85
C4 0,11 0,14 0,46 0,38 0,54 0,33 0,19 58
C5:1 0,03 0,02 0,05 0,04 0,08 0,04 0,02 51
C5 0,09 0,09 0,25 0,15 0,17 0,15 0,07 46
C4 OH 0,03 0,03 0,13 0,26 0,50 0,19 0,20 104
C6:1 0,06 0,04 0,04 0,09 0,06 0,06 0,02 31
C6 0,10 0,09 0,10 0,11 0,18 0,12 0,04 33
C5 OH 0,03 0,03 0,12 0,23 0,27 0,14 0,11 81
Ccs8:1 0,07 0,06 0,09 0,10 0,12 0,09 0,02 26
C8 0,29 0,26 0,10 0,11 0,11 0,17 0,09 54
C3DC 0,09 0,10 0,08 0,09 0,05 0,08 0,02 26
C10:2 0,04 0,04 0,04 0,06 0,06 0,05 0,01 23
C10:1 0,20 0,21 0,08 0,10 0,09 0,14 0,06 46
C10 0,44 0,46 0,12 0,14 0,14 0,26 0,17 67
C4DC 0,09 0,08 0,16 0,32 0,50 0,23 0,18 78
C5DC 0,11 0,10 0,03 0,07 0,07 0,08 0,03 37
C12:2 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 0,01 27
Cl2:1 0,12 0,09 0,03 0,06 0,07 0,07 0,03 44
C12 0,09 0,10 0,19 0,30 0,53 0,24 0,18 75
C6 DC 0,02 0,03 0,05 0,04 0,07 0,04 0,02 48
Cl14:2 0,04 0,05 0,08 0,04 0,06 0,05 0,02 29
Cl4:1 0,14 0,16 0,16 0,24 0,23 0,19 0,04 23
Cl4 0,04 0,05 0,02 0,31 0,37 0,16 0,17 106
Cc8DC 0,01 0,01 0,05 0,05 0,05 0,04 0,02 65
C14:1 OH 0,03 0,02 0,08 0,06 0,07 0,05 0,03 48
C14 OH 0,02 0,01 0,01 0,03 0,07 0,03 0,03 84
C16:2 0,01 0,01 0,04 0,05 0,03 0,03 0,02 64
Cil6:1 0,03 0,03 0,12 0,19 0,21 0,12 0,09 73
C16 0,11 0,09 1,72 3,24 3,77 1,79 1,71 96
C10DC 0,06 0,06 0,14 0,23 0,26 0,15 0,10 64
C16:1 OH 0,01 0,02 0,10 0,08 0,06 0,05 0,04 71
C16 OH 0,01 0,01 0,03 0,05 0,05 0,03 0,02 64
C18:2 0,05 0,04 0,19 0,08 0,17 0,10 0,07 67
C18:1 0,21 0,18 1,10 1,41 1,68 0,92 0,69 75
C18 0,10 0,07 0,48 0,96 1,04 0,53 0,46 86
Cl12DC 0,01 0,01 0,03 0,04 0,04 0,02 0,02 69
C18:2 OH 0,01 0,01 0,07 0,07 0,05 0,04 0,03 71
C18:1 OH 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,01 49
C18 OH 0,00 0,00 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01 78
Cl1l6 DC 0,01 0,01 0,02 0,04 0,02 0,02 0,01 69
C18:1 DC 0,03 0,02 0,03 0,05 0,04 0,04 0,01 29

Tableau Il: Impact de I'indice d’hémolyse sur la guantification des acylcarnitines

plasmatigues

Résultats obtenus aprés surcharges croissantésmaylobine libre d’'un méme plasma. Le taux d’hérbigle

est indiqué pour chaque surcharge avec l'indicémitlyse correspondant. CV = coefficient de variata

pourcentage. En gras sont indiqués les résultateptant un CV >50%.
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Acylcarnitines Triglycerides (TG) (mmol/l) )
moyenne | écarttypg CV (%)
(nmol/I) TG=0 TG=063| TG=126| TG=253] TG=5,04
Carnitine libre 28,60 26,00 25,90 25,70 26,20 26,48 1,20 5
C2 8,45 8,92 8,82 9,04 8,72 8,79 0,22 3
C3 0,33 0,29 0,29 0,26 0,35 0,30 0,03 11
C4 0,26 0,28 0,28 0,30 0,29 0,28 0,01 5
C5:1 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 35
C5 0,12 0,10 0,10 0,09 0,13 0,11 0,02 16
C4 OH 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 30
C6:1 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,00 26
C6 0,08 0,06 0,05 0,06 0,06 0,06 0,01 21
C5 OH 0,04 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04 0,01 19
C8:1 0,04 0,03 0,05 0,05 0,05 0,05 0,01 18
C8 0,17 0,16 0,17 0,14 0,15 0,16 0,01 9
C3DC 0,07 0,06 0,05 0,04 0,06 0,05 0,01 22
C10:2 0,03 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01 31
C10:1 0,10 0,11 0,11 0,10 0,13 0,11 0,01 11
C10 0,25 0,23 0,25 0,24 0,20 0,23 0,02 10
C4DC 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,00 8
C5DC 0,10 0,09 0,12 0,09 0,08 0,10 0,02 17
C12:2 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 25
C12:1 0,04 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,01 14
C12 0,05 0,04 0,04 0,04 0,06 0,05 0,01 20
C6 DC 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,00 15
C14:2 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01 17
Cl4:1 0,06 0,05 0,04 0,04 0,06 0,05 0,01 21
Cl4 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 27
C8DC 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 24
C14:1 OH 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 35
C14 OH 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00 30
C16:2 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 43
C16:1 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 39
C16 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07 0,00 5
C10 DC 0,10 0,08 0,06 0,08 0,08 0,08 0,02 20
C16:1 OH 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 37
C16 OH 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 27
C18:2 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,01 22
C18:1 0,06 0,07 0,05 0,07 0,05 0,06 0,01 16
C18 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,01 19
C12 DC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 35
C18:2 OH 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 13
C18:1 OH 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 18
C18 OH 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 51
C16 DC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 18
C18:1 DC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 12

Tableau llI: Impact de l'indice lipémique sur la quantification des acylcarnitines

plasmatigues

Résultats obtenus aprés surcharges croissantegdialldide® (riche en triglycérides) sur un méntesma; le

tableau présente les résultats obtenus pour clagakarge. Le taux de triglycérides (mmol/l) esligué pour

chaque surcharge. CV = coefficient de variatiorriex@ en pourcentage.
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Acylcarnitines Plasma Plasma | Sérum Moyenne écart type CV (%)
(umoll/l) hépariné EDTA

Carnitine libre 28,90 26,90 29,40 28,40 1,32 5
C2 9,69 9,90 10,10 9,90 0,21 2
C3 0,32 0,30 0,35 0,32 0,03 8
C4 0,33 0,27 0,33 0,31 0,03 10
C5:1 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 39
C5 0,11 0,13 0,12 0,12 0,01 7
C4 OH 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 42
C6:1 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 35
C6 0,06 0,09 0,05 0,06 0,02 33
C5 OH 0,01 0,04 0,04 0,03 0,02 52
C8:1 0,06 0,08 0,06 0,07 0,01 21
C8 0,21 0,22 0,17 0,20 0,02 13
C3DC 0,05 0,08 0,05 0,06 0,02 33
C10:2 0,02 0,04 0,02 0,03 0,01 37
C10:1 0,13 0,18 0,15 0,16 0,03 17
C10 0,28 0,32 0,18 0,26 0,07 27
C4DC 0,03 0,03 0,05 0,04 0,01 33
C5DC 0,11 0,15 0,08 0,12 0,03 29
C12:2 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 48
C12:1 0,04 0,08 0,06 0,06 0,02 30
C12 0,05 0,06 0,05 0,05 0,01 17
C6 DC 0,02 0,01 0,03 0,02 0,01 44
C14:2 0,02 0,04 0,02 0,03 0,01 42
Cl4:1 0,07 0,09 0,06 0,07 0,01 18
C14 0,02 0,05 0,04 0,04 0,01 36
C8 DC 0,01 0,03 0,02 0,02 0,01 58
C14:1 OH 0,01 0,03 0,03 0,02 0,01 44
C14 OH 0,02 0,03 0,01 0,02 0,01 33
C16:2 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 33
C16:1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00 10
C16 0,10 0,09 0,08 0,09 0,01 13
C10 DC 0,06 0,09 0,05 0,07 0,02 29
C16:1 OH 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 51
C16 OH 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 41
C18:2 0,03 0,03 0,02 0,03 0,01 22
C18:1 0,06 0,10 0,07 0,08 0,02 25
C18 0,02 0,06 0,02 0,03 0,02 65
C12 DC 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 40
C18:2 OH 0,02 0,02 0,01 0,02 0,00 23
C18:1 OH 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 56
C18 OH 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 69
C16 DC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 14
C18:1 DC 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 22

Tableau IV: Impact de I'anticoagulant utilisé sur la quantification des acylcarnitines

plasmatigues

Pour chaque type d'anticoagulant étudié (hépaiig]A ou absence d'anticoagulant), la quantificatdes

acylcarnitines a été réalisée. CV= coefficient deiation exprimé en pourcentage. En gras sont udides

résultats présentant un CV <35%.
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Acylcarnitines JO J7 J20 moyenne écart type CV (%)
(umol/1)
CO 12,40 12,50 12,40 12,43 0,06 0
C2 16,60 15,90 14,90 15,80 0,85 5
C3 0,31 0,26 0,33 0,30 0,04 13
C4 8,73 9,20 9,72 9,22 0,50 5
C5:1 0,03 0,03 0,04 0,03 0,01 21
C5 17,50 16,50 18,40 17,47 0,95 5
C4 OH 0,31 0,39 0,35 0,35 0,04 12
C6:1 0,10 0,13 0,08 0,10 0,03 25
C6 1,09 1,03 1,01 1,04 0,04 4
C5 OH 0,12 0,14 0,13 0,13 0,01 10
C8:1 0,16 0,14 0,12 0,14 0,02 14
C8 1,50 1,49 1,33 1,44 0,10 7
C3DC 0,25 0,28 0,21 0,25 0,03 13
C10:2 0,05 0,04 0,04 0,04 0,00 11
C10:1 0,27 0,29 0,23 0,26 0,03 11
C10 1,25 1,23 1,10 1,19 0,08 7
C4DC 0,17 0,18 0,14 0,16 0,02 12
C5DC 10,00 10,80 8,89 9,90 0,96 10
C12:2 0,12 0,09 0,11 0,11 0,01 13
C12:1 0,22 0,25 0,25 0,24 0,02 7
C12 1,05 1,18 1,04 1,09 0,08 7
C6 DC 0,29 0,31 0,26 0,29 0,03 9
C14:2 0,06 0,11 0,07 0,08 0,03 34
C14:1 0,54 0,62 0,57 0,58 0,04 6
Cl14 1,26 1,29 1,32 1,29 0,03 2
Cc8 DC 0,29 0,27 0,31 0,29 0,02 7
C14:1 OH 0,10 0,09 0,08 0,09 0,01 11
C14 OH 0,22 0,19 0,14 0,18 0,04 22
C16:2 0,06 0,05 0,05 0,05 0,01 18
Cl6:1 0,28 0,27 0,25 0,27 0,01 5
C16 1,03 0,95 0,95 0,98 0,05 5
C10 DC 0,20 0,20 0,20 0,20 0,00 1
C16:1 OH 0,45 0,46 0,36 0,42 0,05 13
C16 OH 0,14 0,12 0,12 0,13 0,01 10
C18:2 0,08 0,07 0,06 0,07 0,01 17
C18:1 0,16 0,22 0,19 0,19 0,03 17
C18 0,11 0,11 0,10 0,10 0,00 3
C12 DC 0,11 0,15 0,14 0,13 0,02 15
C18:2 OH 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 6
C18:1 OH 0,02 0,03 0,03 0,03 0,01 23
C18 OH 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 5
C16 DC 0,21 0,21 0,24 0,22 0,02 8
C18:1 DC 0,06 0,06 0,05 0,06 0,00 7

Tableau V: Impact de la durée de conservation destaits sur la quantification des

acylcarnitines plasmatiques

Les extraits plasmatiques ont été conservés dansldeon a +4°C pendant 7 et 20 jours avant d’étralysés

de nouveau. CV= coefficient de variation expriméenrcentage.
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Acylcarnitines (umol/l) moyenne écart type CV (%)
C0 32,50 2,04 6
C2 11,25 0,48 4
C3 0,31 0,01 4
C4 0,27 0,03 12
C5:1 0,03 0,01 37
C5 0,12 0,01 11
C4 OH 0,03 0,00 11
C6:1 0,03 0,01 32
C6 0,11 0,01 11
C5OH 0,04 0,00 10
C8:1 0,12 0,01 7
C8 0,37 0,02 6
C3DC 0,10 0,01 10
C10:2 0,03 0,00 15
C10:1 0,24 0,03 13
C10 0,56 0,04 7
C4DC 0,06 0,01 26
C5DC 0,16 0,01 9
C12:2 0,01 0,00 39
C12:1 0,09 0,01 7
C12 0,11 0,01 6
C6 DC 0,02 0,00 17
C14:2 0,05 0,01 13
Cl4:1 0,10 0,01 9
Cl4 0,04 0,01 17
C8 DC 0,01 0,00 30
C14:1 OH 0,02 0,00 21
C14 OH 0,02 0,01 32
C16:2 0,01 0,00 35
C16:1 0,02 0,00 10
C16 0,09 0,01 11
C10 DC 0,03 0,01 22
C16:1 OH 0,01 0,00 10
C16 OH 0,01 0,00 34
C18:2 0,03 0,00 12
C18:1 0,09 0,01 7
C18 0,03 0,00 12
C12 DC 0,00 0,00 44
C18:2 OH 0,01 0,00 24
C18:1 OH 0,00 0,00 44
C18 OH 0,00 0,00 14
C16 DC 0,01 0,00 26
C18:1 DC 0,02 0,00 29

Tableau VI: Essai de répétabilité

Résultats obtenus sur la quantification des acyittaes plasmatiques aprés 6 passages d’'un mémmaldans
la méme série. CV= coefficient de variation exprieé pourcentage. En gras sont indiqués les résultat

présentant un CV <20%.
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AC)EI:;?II/tll)nes moyenne écart-type CV (%)
C0 40,22 10,17 25
C2 12,59 2,63 21
C3 0,34 0,05 15
C4 0,32 0,06 20
C5:1 0,03 0,01 33
C5 0,14 0,02 17
C4 OH 0,03 0,01 41
C6:1 0,04 0,01 34
C6 0,14 0,05 35
C5 OH 0,06 0,02 36
C8:1 0,15 0,04 25
C8 0,43 0,11 25
C3DC 0,12 0,03 21
C10:2 0,06 0,02 38
C10:1 0,26 0,09 33
C10 0,65 0,14 22
C4DC 0,08 0,03 34
C5DC 0,21 0,09 40
C12:2 0,02 0,00 28
C12:1 0,10 0,01 14
C12 0,12 0,03 21
C6 DC 0,02 0,00 8
C14:2 0,07 0,03 46
C14:1 0,12 0,02 21
C14 0,05 0,01 28
C8DC 0,01 0,00 35
C14:1 OH 0,02 0,01 24
C14 OH 0,02 0,01 36
C16:2 0,01 0,00 28
C16:1 0,03 0,01 30
C16 0,10 0,03 31
C10 DC 0,04 0,01 33
C16:1 OH 0,01 0,00 34
C16 OH 0,01 0,01 46
C18:2 0,03 0,01 22
C18:1 0,10 0,03 26
C18 0,04 0,02 38
C12 DC 0,00 0,00 29
C18:2 OH 0,01 0,01 42
C18:1 OH 0,00 0,00 66
C18 OH 0,00 0,00 24
C16 DC 0,01 0,00 23
C18:1 DC 0,02 0,01 34

Tableau VII: Essai de fidélité intermédiaire

Résultats obtenus sur la quantification des acyitaes plasmatiques pour un méme plasma analyséisi
dans six séries différentes. CV= coefficient deiatan exprimé en pourcentage. En gras sont indidag

résultats présentant un CV <35%.
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3.1.5Valeurs physiologiques

Acylcarnitines - Valeur Valeur 5éme 95eme
Moyenne Médiane | Ecart type - . . .
(umol/) minimum maximum percentile percentile
Carnitine libre 41,12 42,30 13,19 16,70 68,00 22,94 59,12
C2 12,83 11,50 5,34 5,64 26,10 6,32 22,32
C3 0,48 0,49 0,18 0,19 0,90 0,21 0,77
C4 0,26 0,22 0,11 0,11 0,48 0,15 0,47
C5:1 0,03 0,03 0,02 0,01 0,07 0,01 0,06
C5 0,13 0,12 0,05 0,08 0,31 0,09 0,26
C4 OH 0,07 0,05 0,09 0,01 0,46 0,02 0,13
C6:1 0,04 0,03 0,02 0,01 0,08 0,02 0,07
C6 0,10 0,09 0,04 0,03 0,20 0,04 0,17
C5 OH 0,06 0,06 0,02 0,03 0,11 0,03 0,08
C8:1 0,14 0,11 0,09 0,06 0,39 0,06 0,34
C8 0,17 0,14 0,09 0,08 0,50 0,09 0,25
C3DC 0,05 0,05 0,02 0,02 0,08 0,02 0,08
C10:2 0,03 0,02 0,01 0,01 0,06 0,02 0,05
C10:1 0,15 0,13 0,07 0,05 0,36 0,06 0,29
C10 0,26 0,21 0,13 0,08 0,69 0,11 0,50
C4DC 0,04 0,04 0,02 0,02 0,10 0,02 0,08
C5DC 0,07 0,06 0,03 0,03 0,16 0,03 0,13
C12:2 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01
C12:1 0,06 0,06 0,03 0,02 0,14 0,03 0,11
C12 0,07 0,06 0,03 0,03 0,16 0,04 0,11
C6 DC 0,03 0,02 0,02 0,01 0,11 0,01 0,04
C14:2 0,04 0,03 0,02 0,01 0,11 0,01 0,10
C14:1 0,10 0,10 0,05 0,03 0,23 0,04 0,20
Cl14 0,05 0,05 0,01 0,02 0,08 0,02 0,06
C8DC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02
C14:1 OH 0,02 0,02 0,01 0,01 0,03 0,01 0,03
C14 OH 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,01 0,02
C16:2 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02
C16:1 0,03 0,03 0,01 0,01 0,06 0,02 0,05
C16 0,12 0,12 0,03 0,04 0,18 0,06 0,16
C10 DC 0,04 0,04 0,01 0,03 0,06 0,03 0,05
C16:1 OH 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02
C16 OH 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
C18:2 0,05 0,05 0,03 0,02 0,13 0,03 0,10
C18:1 0,18 0,17 0,06 0,06 0,30 0,08 0,29
C18 0,04 0,04 0,01 0,01 0,07 0,02 0,06
C12 DC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:2 OH 0,02 0,02 0,01 0,01 0,04 0,01 0,03
C18:1 OH 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
C18 OH 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
C16 DC 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01
C18:1 DC 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02

Tableau VIII: Valeurs physiologiques des acylcarniines plasmatiques chez I'adulte

Résultats obtenus aprés analyse de 25 plasmadtd®adgés de 16 a 93 ans, 10 hommes et 15 femmes.
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Acylcarnitines . Valeur Valeur 5éme 95éme
Moyenne Médiane | Ecarttype| . . . . .
(1mol/l) minimum | maximum | percentile | percentile

Carnitine libre 40,88 37,40 14,35 20,40 96,90 2451 70,80
C2 14,49 12,50 7,47 4,35 45,30 6,91 27,87
C3 0,96 0,88 0,50 0,33 2,77 0,40 1,70
C4 0,24 0,20 0,14 0,09 1,08 0,11 0,42
C5:1 0,03 0,03 0,01 0,01 0,08 0,02 0,05
C5 0,17 0,16 0,06 0,08 0,40 0,09 0,28
C4 OH 0,10 0,09 0,04 0,02 0,21 0,04 0,18
C6:1 0,04 0,03 0,01 0,02 0,08 0,02 0,06
C6 0,08 0,08 0,03 0,02 0,20 0,04 0,13
C5 OH 0,17 0,16 0,05 0,08 0,33 0,10 0,27
C8:1 0,09 0,08 0,04 0,02 0,21 0,04 0,15
C8 0,12 0,11 0,05 0,06 0,33 0,07 0,20
C3 DC 0,04 0,04 0,02 0,01 0,11 0,01 0,08
C10:2 0,05 0,04 0,02 0,00 0,14 0,02 0,09
C10:1 0,08 0,08 0,03 0,04 0,14 0,04 0,12
C10 0,14 0,12 0,08 0,05 0,41 0,06 0,29
C4 DC 0,14 0,13 0,05 0,06 0,32 0,08 0,20
C5 DC 0,05 0,04 0,02 0,01 0,10 0,02 0,08
Cl2:2 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 0,00 0,02
Cl2:1 0,05 0,04 0,03 0,01 0,18 0,01 0,11
Cl12 0,27 0,25 0,18 0,03 0,80 0,05 0,56
C6 DC 0,03 0,03 0,01 0,00 0,05 0,01 0,04
Cl4:2 0,08 0,04 0,08 0,01 0,30 0,02 0,25
Cl4:1 0,18 0,17 0,10 0,03 0,52 0,05 0,34
Cl4 0,28 0,26 0,12 0,08 0,77 0,13 0,50
C8 DC 0,03 0,03 0,01 0,01 0,07 0,02 0,06
C14:1 OH 0,04 0,04 0,02 0,02 0,09 0,02 0,07
Cl1l4 OH 0,03 0,03 0,01 0,01 0,06 0,01 0,05
Cl16:2 0,03 0,03 0,01 0,01 0,07 0,02 0,05
Cl6:1 0,17 0,16 0,07 0,04 0,37 0,08 0,30
C16 2,66 2,55 1,08 0,83 6,60 1,07 4,36
C10 DC 0,17 0,15 0,05 0,08 0,31 0,09 0,26
C16:1 OH 0,05 0,05 0,02 0,01 0,11 0,03 0,08
C16 OH 0,03 0,03 0,01 0,01 0,07 0,01 0,05
C18:2 0,19 0,15 0,11 0,06 0,56 0,08 0,44
Cl18:1 1,28 1,25 0,42 0,56 2,54 0,67 1,95
C18 0,66 0,62 0,24 0,27 1,40 0,32 1,09
C12 DC 0,03 0,03 0,01 0,01 0,06 0,02 0,05
C18:2 OH 0,02 0,02 0,01 0,01 0,06 0,01 0,04
C18:1 OH 0,02 0,02 0,01 0,01 0,04 0,01 0,04
C18 OH 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,02
C16 DC 0,02 0,01 0,02 0,00 0,08 0,00 0,05
C18:1 DC 0,03 0,02 0,01 0,01 0,07 0,01 0,05

Tableau IX: Valeurs physiologigues des acylcarnities sur sang total de nouveau-nés

(prélévement a J3)

Résultats obtenus aprés analyse de 91 préleveméftdbuvards de nouveau-nés dont le poids de maissast
supérieur a 2.5 kg, 21 buvards de nouveau-néslelquiids de naissance est compris entre 1.5 &ge$ 11 buvards

de nouveau-nés dont le poids de naissance eskeinfér1.5 kg.
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3.1.6Exemples de profils d’acylcarnitines

De nombreuses conditions physiologiques, patholegg nutritionnelles ou
médicamenteuses entrainent un profil particuliepécifique. Voici quelques exemples :

e Sujet sain

B +Prec (85.10): 0.200 to 0.902 min from Sample 19 (17-Pediatrie 7) of 110809SET1.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted Max. 1.8e5 cps,|
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Fiqure 22: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un sujet sain

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la longums

acylcarnitines est indiquée en bleuxg).
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» Patient en hypocarnitinémie

W Prec (85.10): 0251 to 0.651 min from sample 7 (| | I 700505~ (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted Max. 1.1€5 cps
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Figure 23: Exemple de profil d'acylcarnitines plasnatiques chez un patient présentant

une hypocarnitinémie

Les pics marqués d'un astérisque orangg correspondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en bletix{). On observe une diminution du signal de la camaitibre (CO) et de

I'acétylcarnitine (C2).
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» Patient traité par céfotaxime (Claforan®)

W +Prec (85.10): 0.251 to 0.701 min from Sample 7 (| 100426AC wift (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted

Max. 3.0e5 cps.
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Figure 24: Exemple

de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un patient traité par

Les pics marqués d'un

cefotaxime (Claforan®)

astérisque orangg¢ correspondent aux standards internes; la lormgukas

acylcarnitines est indiquée en bléix{). On observe I'apparition de deux pics a 426 & BZ.
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» Patient traité par épuration extra-rénale

W +Prec (85.10): 0.200 to 0.952 min from Sample 9 (7-Dialyse 7 ) of 110809SET1.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted Max. 8.5e4 cps
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Figure 25: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un patient traité par

épuration extra-rénale

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en bléixg). Le profil est caractérisé par I'élévation desadboxylacylcarnitines en
C3, C4, C5 et C6.
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* Patient en cétose

W ~Prec (55.10) 0.251 10 0.001 min rom sampie [ 022 o 1000525AC witt (Turbo Spray). Smoothed. Baseline Subiracted Max_ 2.165 cps
2165 2603
2.0e5-|
1.9e54
18054
17654
1.6e54
15651
14654
13654
12654

NS I 25X

1.0e5+

Intensity, cps

2272
9.0e4+

8.0ed4+
7.0e4+
6.0e4+

5.0e4+ 4895

)
@
i

40644

3.0e4+
3114 4375

20642043 2215 ‘

1.0e4 |

I
| | 4193 40g

4007 ) 4564 4625

o I N H a4 see 401 ) LT o

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
vz, Da

Figure 26: Exemple de profil d'acylcarnitines plasnatigues chez un patient en cétose

Les pics marqués d'un astérisque orang® correspondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en blenx{). Le profil est caractérisé par I'élévation d’adéarnitine (C2) et de 3-
OH-butyrylcarnitine (C4-OH), on retrouve égalemane augmentation des acylcarnitines a chaine meyehn
longue (C10, C12, C14 :1, C16, C18 :1) secondaleecatose.
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* Mort subite inattendue du nourrisson (MSIN)

B +Prec (85.10): 0.150 to 0.802 min from Sample 19 (P\asr_OO3OQAcylcamitmes.wwff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted
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Figure 27: Exemple de profil d’acylcarnitines sériaques chez un patient décédé d’'une

MSIN

Les pics marqués d'un astérisque orangg correspondent aux standards internes; la longums

acylcarnitines est indiquée en bletx{). Le profil est caractérisé par I'élévation desicles courtes et des

chaines moyennes.
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B +Prec (85.10): 0.150 to 0.802 min from Sample 13 (7-MCAD) of 100121Acylcamitines.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted
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Figure 28: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un patient atteint d’'un

déficit en MCAD

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la longums

acylcarnitines est indiquée en bleéix{). Le profil est caractérisé par I'élévation de C8,et C10 :1.
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B +Prec (85.10): 0.150 to 0.802 min from Sample 7_21Acylcarnitines.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted
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Figure 29: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatigues chez un patient atteint d’'une

acidurie glutarique de type 2

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la lonmgums

acylcarnitines est indiquée en bletix{). Le profil est caractérisé par I'accumulationawines courtes (C4),
moyennes (C6, C8, C10) et longues (C12, C14, Cdl63pbutyrylcarnitine (C4), d'isovaléryl et de 2-

méthylbutyrylcarnitine (C5) et de glutarylcarniti(@5-DC).
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W +Prec (85.10): 0.150 to 0.802 min from Sample 10 (4-CPT 2) of 100121Acylcamitines wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracted Max. 1.2e5 cp:
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Figure 30: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un patient atteint d’'un
déficit en CPT2

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en bleix{). Le profil est caractérisé par 'accumulationayarnitines en C16 et
C18 (C16 :1, C16, C18 :2, C18:1, C18).
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» Aciduries organiques

B +Prec (85.10): 0.200 to 0.751 min from Sample 11 (5-AMM) of 100121A¢ iti iff (Turbo Spray), Baseline Subtracted Max. 2.3e5 cps.
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Figure 31: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatigues chez un patient atteint d’'une

acidurie méthylmalonigue (AMM)

Les pics marqués d'un astérisque orang® correspondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en blenix{). Le profil est caractérisé par I'élévation de gamylcarnitine (C3) et

de méthylmalonylcarnitine (C4-DC).
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B +Prec (85.10): 0.200 to 0.802 min from Sample 14 (8-3HMG coalyaseMCAD) of 100121Acylcarnitines.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Baseline Subtracte... Max. 3.0e5 cps.
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Figure 32: Exemple de profil d’acylcarnitines plasnatiques chez un patient atteint d’'un

déficit en 3-hydroxyméthylglutaryl-CoA lyase

Les pics marqués d'un astérisque orang® c¢orrespondent aux standards internes; la longums
acylcarnitines est indiquée en bleux{). Le profil est caractérisé par la présence deH3i€dvalérylcarnitine
(C5-0OH) et de méthylglutarylcarnitine (C6-DC).
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Chapitre 4 Discussion

Cette étude a consisté d’'une part en la mise ani fEhnique du profil des acylcarnitines
plasmatiques par MSMS et d’autre part en la vabdabiologique de ces profils. Le profil
des acylcarnitines plasmatiques est un outil biglog incontournable dans le cadre du
diagnostic de MHM et en particulier des anomaliesai-oxydation mitochondriale des AG.

4.1 Technique utilisée

La technique utilisée, la MSMS, présente de nombrtantages, et a été développée
pour la détermination du profil des acylcarnitimkepuis le début des années 1990. D’autres
techniques ont été développées pour réaliser cattdyse (méthode radio-enzymatique,
chromatographie liquide a haute performance (HPEC)électrophorése capillaire (CE)
couplées a une détection UV ou fluorimétrique),sraiMSMS reste la technique de choix
pour cette analyse. En effet elle est tout d’'absedsible et spécifique, ce qui permet
d’analyser de multiples métabolites a partir ddlés quantités de prélevement (20 pl de
plasma pour le profil des acylcarnitines). De pliaspréparation de I'échantillon est trés
simple et I'analyse rapide, ce qui est adapté aardgs séries. Cette technique s’adapte tout
a fait aux situations nécessitant un diagnosticg#nce, comme l'exigent certaines MHM
telles que les anomalies deflaxydation des AG ou les aciduries organiques. iAihest
possible de rendre en quelques heures un profdyltarnitines et orienter la démarche
diagnostique et thérapeutique.

La préparation des échantillons a été réaliséeneluant une étape de dérivatisation
(butylation). L'avantage de cette dérivatisation lesgain de sensibilité, mais elle entraine
également une hydrolyse partielle des acylcarrgtine’autres techniques existent, en
particulier il est possible de réaliser I'extraatides acylcarnitines sans passer par cette étape
de dérivatisation. Cette technique entraine un ghintemps pour le rendu de résultat,
cependant I'inconvénient reste la perte de seiitsilplr rapport aux techniques utilisant la
dérivatisation, notamment pour la détection descacyitines dicarboxyliques et donc pour le
diagnostic éventuel d’anomalies deflexydation des AG [101]. Le choix de la méthode

résulte donc du meilleur compromis possible papwplication au laboratoire.
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Les différents critéres de validation de la méthételiés confirment la fiabilité de cette
analyse. lls démontrent en particulier que cetb@rigjue est robuste. La conservation des
échantillons sur plusieurs semaines est possibleaeptables)Tableau V). De plus, ces

critéeres permettent a 'utilisateur d’adopter cexa attitudes de précaution.

Tout d’abord, l'analyse des résultats souligne lquest important de connaitre
I'anticoagulant utilisé pour le prélevement sangainmoment de l'interprétation du profil des
acylcarnitines. Ainsi nous avons vu qu'avec I'EDTAe profil présente des pics
supplémentaires provenant directement de I'antigiaaxg (m/z de 405, 461 et 517) et surtout
une diminution du signal des acylcarnitines d’iétaiagnostique [100]. En effet, 'TEDTA va
se fragmenter et produire un ion fils de 85 Dasgila donc sélectionné par le spectrometre de
masse avec le reste des acylcarnitines. Il estriapiode prendre en compte que la technique
MSMS n’est pas parfaitement sélective pour cettalyae puisque en réalité le mode
Precursor lon Scan ne permet pas d’obtenir unlgi@icylcarnitines mais plutét un profil de
tous les ions qui apres fragmentation conduisemt éon de 85 Da. D’autre part, les analyses
sur plasma hépariné ou sur sérum sont possibles’oett pas montré de différence

significative.

Par ailleurs, il est capital de connaitre les dar&tiques du plasma analysé afin de
réaliser une interprétation correcte du profil otée Ainsi, si I'indice de lactescence et
I'indice ictériqgue ne semblent pas influencer lefjprdes acylcarnitines (concernant I'indice
ictérique, les essais réalisés ne sont que préineis et nécessitent des tests complémentaires
pour confirmer cette observation), il est indis@dte d'avoir connaissance de l'indice
d’hémolyse. En effet, nous avons pu observer ghémniolyse perturbe le profil des

acylcarnitines avec en particulier une augmentatesichaines longues (C16, C18).

Au vu de ces éléments, il semble important d’'agsacichaque série de détermination du
profil des acylcarnitines plasmatiques, plusiewstidles internes. Tout d’abord un patient
témoin présentant un profil normal pour s’assuree ¢p série n'est pas souillée par un
artefact quelconque qui pourrait perturber l'intétption des profils. De plus Il'utilisation
d’'un témoin pathologique peut également étre isgaete pour confirmer la spécificité de la
technique pour chaque série.

De plus, cette technique présente également urite lquant a la séparation des isoméres.
En effet, nous avons vu que le profil obtenu ehti@ke tous les ions qui aprés fragmentation
conduisent a un ion de 85 Da. Dans ce contextggdgsarnitines isomériques (C4, C5, C4-

OH et C5-OH) ne seront pas différenciées sur la basleur masse. Ainsi, d’autres méthodes
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ont été développées afin de permettre I'identificatles isoméres basée sur des techniques
de séparation chromatographique (HPLC). Ces teuabsigrésentent toutefois une durée
d’analyse plus longue que les techniques basédsngection directe (FIA). Récemment, des
techniques basées sur la séparation des acyloasitC4 et C5 isobariques ont été
développées par UPLC/MSMS (UPLC = Ultra Performahepid Chromatography) et
pourraient étre utilisées en seconde intentioresaproir réalisé le profil des acylcarnitines,

en cas de profil anormal ou douteux [109].

D’autre part, il est également possible de réalsguantification des acylcarnitines grace
aux standards internes (deutérés) présents enitgu@onnue dans I'échantillon. Cette
quantification est utile lorsque le profil est pelé et présente des acylcarnitines anormales.
Les criteres évalués (répétabilité et fidélité imédiaire) confirment la fiabilité de cette
quantification assimilée a une estimation (CV ataigles). En effet, 'ensemble des signaux
peut étre quantifié, comme nous l'avons vu avemlikssement des valeurs physiologiques,
mais cette quantification est uniquement signifi@atpour les acylcarnitines anormales
présentent en grande quantité (la quantificatios getites quantités étant opérateur-

dépendant). De plus elle n’est utile que pour lei sles patients et non pour le diagnostic.

De ce fait, nous avons établi des valeurs physiglegs chez I'adulte (plasma) et chez le
nouveau-né sur buvard Guthrie (prélevé a J3) psopuelaboratoireT@bleaux VIII et 1X).
Ces valeurs vont permettre de faciliter I'interptiétn des profils. Cependant, certaines
tranches d’ages (en particulier la pédiatrie) npat été évaluées et nécessitent des analyses

supplémentaires.

La réalisation du profil des acylcarnitines peutéaiser sur plasma, sérum ou sang total
comme nous l'avons vu. Cette détermination este@gaht possible dans d’autres milieux
comme par exemple la bile et les urines. Il faultéfois étre vigilant car toutes les
acylcarnitines ne se retrouvent pas dans ces miliEn effet, les acylcarnitines dont la
longueur de chaine est inférieure a douze carbgeesnt éliminées dans les urines, les
acylcarnitines a chaine longue I'étant dans la hilenalyse sur la bile se réalise de la méme
fagon que l'analyse sur sang total, en déposalguéle sur buvard Guthrie. Pour I'analyse
dans les urines, le volume d'urine utilisé serecfmm de la créatinine urinaire. Ces analyses
peuvent étre intéressantes dans le cadre des M&ihmpléter le diagnostic lorsque I'analyse

sur le sang est difficilement interprétable [50].

L’ensemble des criteres évalués se conforme aurmme@ndations émises par le
COFRAC (Comité Francais d’Accréditation) [99] dales cadre de la validation d’une

102



méthode qualitative et semi-quantitative et répand exigences de la norme ISO 15 189
relative a I'accréditation obligatoire des labona® de biologie médicale. Par ailleurs, il

existe un contréle qualité européen (ERNDIM = Ee@p Research Network for evaluation
and improvement of screening, Diagnosis and treattioielnherited disorders of Metabolism)

propre aux profils des acylcarnitines et auquéhlb®ratoire pourra participer afin d’assurer la
qualité et la performance du rendu des résultats.

4.2 Interprétation des profils obtenus

7, s

Nous avons vu que certaines interférences ont étrites avec le profil des
acylcarnitines, en particulier des interférenceslice@gmenteuses. L'exemple d’'un traitement
par cefotaxime (Claforan®), présenté dans le chaples résultats, montre I'existence de
deux pics anormaux sur le profil, de masse moléeud26 Da (pouvant correspondre au
C14:1) et 470 Da (pouvant correspondre au C16 )1{2682] (Figure 24), il est donc
indispensable de connaitre le traitement adminair@atient pour assurer une interprétation
correcte du profil. D’autres interférences médicaraeses ont également été décrites ; voici
guelgues exemples : acide valproique et valprogltae (C8) [41], acid pivalique et
pivaloylcarnitine (C5) [103]. D’autres composés g&nes peuvent également induire des
profils atypiqgues comme par exemple le dextrosetéoau dans certaines perfusions) qui
entraine I'apparition de pics a 325, 399 et 473[D&] ou encore la creme EMLA® qui
contient de la prilocaine et de la lidocaine quntv@roduire des pics a 221 et 235 Da
respectivement [105]. Enfin, certains artefactmalitaires sont également possibles, c’est le
cas par exemple dune alimentation enrichie enlytéides a chaine moyenne (une

augmentation des acylcarnitines a chaine moyeriradogs observée) [106].

D’autre part, la réalisation du profil des acyldanes sur sang total (buvard Guthrie) est
tres simple. Elle présente toutefois quelques émiEn effet, la réalisation de I'analyse sur
sang total entraine I'existence d’interférencecd®s membranes des globules rouges, ce qui
a pour conséquences laugmentation des deux anitioes particulieres: la
palmitoylcarnitine (C16) et l'oleylcarnitine (C18): De ce fait, le diagnostic d'une forme
atténuée de déficit en CPTII peut étre difficil]9Il faut donc étre tres prudent quant a
I'interprétation biologique de ces profils.

Dans le cadre d'une MSIN, la réalisation du prafgés acylcarnitines a toute son

importance. Certes le profil est perturlbéglre 26) avec élévation des chaines courtes et des
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chaines moyennes (due a la défaillance du métamlj$07]), mais il permet dans certains
cas de trouver une cause a ce deces inexpliquél. [L@st important cependant de prélever
les échantillons sanguins dans un délai rapide peunettre une interprétation correcte des
profils. Aussi, en cas de difficulté d’interprétati du profil, il est possible de réaliser un
second profil sur le buvard Guthrie de naissan8g (Je contréle permet alors d’orienter le
diagnostic.

Par ailleurs, les différents profils exposés danshlapitre résultat démontrent la nécessité
de connaitre un maximum de renseignements clinigide moment du prélévement. En
particulier il est important de prélever au momdet la crise et si besoin de réitérer le
prélevement. En effet, entre deux épisodes aifjest possible de retrouver un profil normal
[50]. De plus certaines conditions pathologiquesivpat entrainer un profil perturbé
(hypocarnitinémie, insuffisance rénale, cétose gga@mple), comme le montrent les profils
présentés dans les résultaig@res 23, 25 et 26) En cas d’hypocarnitinémie, il est
notamment impératif de réitérer le profil des aaghitines aprés supplémentation en
carnitine. En effet, dans ce contexte, la majatéé pathologies est masquée du fait de la non

disponibilité de la carnitine.

Le profil des acylcarnitines permet de diagnostique certain nombre de pathologies.
Parmi celles-ci, on retrouve les anomalies déd¢ydation mitochondriale des A&igures
28 a 30 et les aciduries organiquebidures 31 et 32 Chaque pathologie se retrouve
associée a un profil particulier. Il est donc intpat de connaitre I'ensemble des pathologies

pouvant étre diagnostiquées ainsi que les anonadmsciéesHgure 33).

Ainsi, méme si I'étape de préparation des échansllest rapide, la validation biologique
des profils des acylcarnitines est beaucoup plusptexe. En effet, nous avons vu que
beaucoup d’interférences sont possibles, mais atigojogie peut également présenter des
profils difféerents en fonction du moment de prélaeat. Aussi, cette validation requiert une

malitrise des pathologies et une grande expertise.
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Designation Acylcarnitine name Disorder

col Free carnitine Carnitine uptake defect
Secondary carnitine deficiencies (e.g., in organic acidemias and FAOs)
co 1 Free carnitine CPTI deficiency (with C16, C18 | )
c3 1 Propionyl Propionic acidemia
Methylmalonic acidemias
Succinyl-CoA synthetase deficiency
c4 1 Butyryl SCAD deficiency
Formiminoglutamic aciduria (with more prominent peak at m/z 287)
Ethylmalonic encephalopathy (with C5)

Multiple acyl-CoA dehydrogenase (MAD) deficiency (with C5, and other longer chain species)

Isobutyryl Isobutyryl-CoA dehydrogenase (IBD) deficiency
c5 1 Isovaleryl Isovaleric acidemia

Methylbutyryl Methylbutyryl-CoA dehydrogenase (SBCAD) deficiency
C4-OH 1 3-Hydroxybutyryl SCHAD deficiency
C5-OH 1 3-Hydroxyisovaleryl 3-Methylcrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) deficiency

Holocarboxylase synthetase deficiency
HMG-CoA lyase deficiency (with C6DC)
Biotinidase deficiency
3-Methylglutaconyl-CoA hydratase deficiency
3-Hydroxy-2-methylbutyryl 3-Oxothiolase deficiency (with C5:1)

2-Methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase (MHBD) deficiency

cs 1 Octanoyl MCAD deficiency (with Cé, C10, C10:1)
C3DC 1 Malonyl Malonyl-CoA carboxylase deficiency

C4DC 1 succinyl/methylmalonyl Succinyl-CoA synthetase (SUCLA2) deficiency
CsDC T Glutaryl Glutaric acidemia type 1

C10-OH 7 3-Hydroxy decanoyl M/SCHAD deficiency, MCKAT deficiency
Cl4:1 1 Tetradecenoyl VLCAD deficiency (with C14, C14:2)

Clé T Palmitoyl CPTI deficiency (with C18:2, C18:1, C18)

Carnitine/acylcarnitine translocase (CACT) deficiency (with C18:2, C18:1, C18)
Cl6-OH 1 3-Hydroxypalmitoyl LCHAD deficiency (with C16:1-OH, C18:1-OH, C18-OH)

Trifunctional protein (TFP) deficiency (with Cl6:1-OH, C18:1-OH, C18-OH)

Figure 33: Profils d’acylcarnitines associés a diffrentes maladies (d’aprés Rinaldo, [97])

Pour chaque acylcarnitine retrouvé de facon ananted pathologies et les anomalies associéeg€goqtiées.

Comme nous l'avons vu, cette technique présenteliomi quant a la séparation des
isoméres. Ainsi, les acylcarnitines isomériques, (C8, C4-OH et C5-OH) ne seront pas
différenciées sur la base de leur masse. Il fant ddre trés vigilant au moment de I'analyse
du profil. En effet deux isomeres peuvent conduire diagnostic de deux pathologies
différentes (ableau X).
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Acylcamitine Isomeres Pathologie associee
L-3-hydroxybutyrylcarnitine défict en SCHAD
C4-OH 3-hydroxyisobutyrylcarnitine déficit en 3-hydroxyisutyry- CoA déacylasq
D-3-hydroxybutyryicarnitine défaut d'utiisation sleorps cétoniques
2-méthybbutyrylcarntine déficit en 2-méthylbuty@leA deshydrogénase
C5 isovaléryicarnitine acidémie isovalérique
pivaloylcarnitine dérivé de l'acide pivalique (aiotilojue)
ca butyrylcarnitine défict en SCAD
isobutyryicarnitine déficit en isobutyry- CoA deshgdénase
3-hydroxyisovaléryicarniine | ,, . : s
C5-OH 2 ety 3-hydroxybutyryicarmiing élevés dans 7 aciduries organiques drffererrtes

Tableau X: Exemples d’acylcarnitines isomeéres (d’ags [50, 86])

Pour chaque acylcarnitine isomérique, les différésimeres et les pathologies associées sont éoncé

Aussi, devant tout patient présentant une hypoghyeénajeure (glucose plasmatique <
2.6 mmol/L), la piste des MHM doit étre envisag&pres avoir réalisé un bilan biochimique
de base et un bilan hormonal (hyperinsulinisme), hilan métabolique Tableau Xl)
comprenant une chromatographie des acides organigumaires, une chromatographie des
acides aminés plasmatiques et un profil des aaytozes plasmatiques permettra de cibler les
pathologies entrainant une hypoglycémie avec eticpber les anomalies de [&oxydation
des AG. De plus, un trouble du cycle de l'urée, unsuffisance hépatique sévéere
(tyrosinémie, galactosémie par exemple), une hyper@aniémie transitoire ou une activité
musculaire accrue doivent étre investigués. D’aytaet, lorsque les acides organiques
urinaires sont évocateurs, il est primordial denzdtre le contexte car la notion de cétose ou
une alimentation par triglycérides a chaine moyeange autres, peuvent entrainer une
acidurie dicarboxylique [26].
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analyse conditions volume

: : .. lurines de crise ou a défaut uri
acides organiques urinaires . 5 ml
du matin

: o, . sang prélevé au moment della 1 microtube hépariné
acides aminés plasmatiques . s s ..
crise ou a défaut a jeun (bouchon vert)

profil des acylcamitines sang prélevé au moment della 1 microtube hépariné
plasmatiques crise ou a défaut a jeun (bouchon vert)

Tableau XI: Prélevements a réaliser dans le cadre'uh bilan métaboligue suite a une

hypoglycémie majeure

Enfin, la mise au point du profil des acylcarnisna été réalisée dans le but de
diagnostiquer des MHM, mais son intérét ne se dénpas a cela et les applications
fondamentales sont larges. En effet le métabolisie® AG se retrouve au carrefour de
nombreuses voies métaboliques (cétogénese, cydfeeatds...) et la détermination du profil
des acylcarnitines pourra s’avérer étre un élenmmetgressant dans I'étude de certaines
pathologies telles que le syndrome d’apnées du silmiobésité ou le diabete par exemple.
De récentes études sur les modéles animaux mdenéga sur les hommes ont été réalisées
et ont montré des modifications de profils permmttie progresser dans la compréhension du
mécanisme de dysrégulation de fpaoxydation des AG dans de telles conditions

pathologiques.
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Thése soutenue par Melle VAN NOOLEN Laetitia

TITRE : «Détermination du profil des acylcarnitines plasmatijues par spectrométrie de
masse en tandem Développement de la technique et intérét pour dgribstic de maladies
héréditaires du métabolisme».

Conclusion

La B-oxydation des acides gras permet de répondrelgsmin énergétique important
notamment pour le coeur et le muscle qui l'utilisgméférentiellement comme source
d’énergie cellulaire, et est essentielle a la néoggenese et la cétogenese. On connait

aujourd’hui des déficits enzymatiques et de trartepios touchant cette voie.

Le diagnostic de maladies héréditaires du métabeligt en particulier des anomalies
de lap-oxydation mitochondriale des acides gras et dekiges organiques, est un point clef
d’'un laboratoire de biochimie hospitalier car la&g@ntation clinique de ces maladies peut
relever d'un caractere d'urgence Vvitale (hypoglyim faiblesse musculaire,
cardiomyopathie...).

Nous avons mis en place la détermination du pdefil acylcarnitines plasmatiques par
spectrométrie de masse en tandem. Apres une étaxéradtion liquide/liquide, les
échantillons sont injectés directement dans letspeétre de masse. Cette technologie est
aujourd’hui largement utilisée dans le domainealbiblogie médicale et en particulier pour
le diagnostic des maladies héréditaires du mételiet présente de nombreux avantages de

sensibilité, spécificité et rapidité d’analyse.

Les critéres de validation de la méthode ont peduimettre en évidence la robustesse
et la fiabilité de la technique que nous pouvoraisér sur plasma mais également sur sang
total (buvard Guthrie). Nous avons également dérades limites de cette technique avec
notamment des précautions a prendre quant a pirdtion biologique de ces profils. En
effet, le profil des acylcarnitines est certes wnilaliagnostic puissant capable de détecter

plus d’'une vingtaine de maladies, il n’en reste p@sns que son interprétation ne peut se
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réaliser sans I'expertise médicale dans le domainka connaissance d’'un maximum de

renseignements cliniques et du moment du prélévemen

Ainsi le CHU de Grenoble est désormais en mesur@rdposer un bilan complet du
métabolisme intermédiaire et peut répondre de ¢e dalurgence diagnostique des
pathologies héréditaires du métabolisme.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoble, le 27 Septembre 2011

LE DOYEN LE PRESIDENT DE LA THESE

Professeur Christophe RIBUOT Professeur PaliAdgdRE
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Annexe 1

Interférences analytigues

Cette procédure détaille les procédés de réalisat solutions de surcharges permettant de tester

I'impact sur le dosage lié aux interférences ainggs, tel que 'hémolyse et la lactescence.

[] Hémolyse
Cette hémolyse est générée par 'hémoglobine idsua lyse des érythrocytes. L'objectif est de crée
une solution concentrée d’hémoglobine libre, aipdg laquelle des surcharges correspondants a des

indices H+/H++/H+++ pourront étre réalisées.

A — préparation de I'némolysat

- Centrifuger un tube hépariné de 5 ml.

- Eliminer le plasma et prélever 400ul de globulegyes

- Ajouter 4ml de sérum physiologique

- Agiter et centrifuger 10 min

- Eliminer le surnageant et répéter cette opératimladage encore deux fois.

- Ensuite introduire de 500ul a 2ml deau distillémiiyant le taux d’hémoglobine (Hb)
globulaire) et congeler cette préparation pourrle globules.

- Centrifuger 15 min et récupérer le surnageant.

B — préparation des surcharges

0 1 2 3 4 5
Plasma pl 450 450 450 450 450 450
Hémolysat ul 0 2.5 5 10 25 35
Na Cl pl 50 47.5 45 40 25 15
[Hb] pmol/l 0 12 24 47 118 165
Indice
PH H+ — H++ — H+++
hémolyse

Déterminer la concentration d’hémoglobine sur lmpn°5 par la méthode de Drabkin.
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I1] Lactescence

La lactescence issue d'un plasma a forte concentran lipides. De la méme maniére |'objectif est d

réaliser une surcharge d’'une solution lipidiquel'@currence du Média-lipide a 20%.

Média lipide :

- Triglycérides a chaine moyenne

- huile de soja

- glycérol

- lécithine d’ceuf

- Oléate de sodium

- QSP eau ppi

A — Préparation des dilutions du Média-lipide 20%

10g
10g

2.5¢

1.2g
0.03g
100g

dilution Média-lipide 20% QSP sérum physiologique
1/10 10 ml 100 ml
1/20 5ml 100 ml
1/40 25 ml 100 ml
1/80 1.25 mi 100 ml
B — Préparation des surcharges
0 1 2 3 4
Dilution du Média-
ipide 0 1/10 1/20 1/40 1/80
Média-lipide pl 0 50 50 50 50
Plasma pl 450 450 450 450 450
Na Cl ul 50
[TG] mmol/l 0 5.05 2.53 1.26 0.63
Référence

Protocole VALTEC, ABC 1986, Vol 44, p 686 a 745
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Faculté de Pharmacie,
Université Joseph Fourier Grenoble I.

« Je jure en présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de
I'Ordre des Pharmaciens et de mes condisciples :

D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fideéle a leur
enseignement.

D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les régles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine ; en aucun cas, je ne consentirai a
utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeurs
et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses. Que je sois couvert(e) d'opprobre et méprisé(e) de mes
confreres si j'y manque ».
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2VAN NOOLEN Laetitia

Détermination du profil des acylcarnitines plasmatijues par spectrométrie de masse en
tandem :
Développement de la technique et intérét pourdgribstic de maladies héréditaires du

métabolisme

MOTS CLES

Acylcarnitines, -oxydation, spectrométrie de masse en tandem, ieala¢réditaire du
métabolisme

RESUME

Les anomalies de [groxydation mitochondriale des acides gras constitue groupe
a part entiere des maladies héréditaires du mésatml On connait environ un vingtaine de
deéficits qui peuvent se manifester a tout age etdikerses manieres : hypoglycémie,
myocardiopathie ou épisodes de rhabdomyolyse... dmgnostic biochimique repose sur la
détermination du profil des acylcarnitines. En eféecarnitine permet de détoxifier les acyl-
coenzyme A qui s'accumulent dans la mitochondrie, les retrouve alors sous forme
d’acylcarnitines qui s’accumulent en cas d’anonsatie la3-oxydation.

Nous avons mis en place au laboratoire, la détextioimm du profil des acylcarnitines
plasmatiques par spectrométrie de masse en tanHBemeffet, grace a ses nombreux
avantages, la spectrométrie de masse est deverudildiagnostique puissant indispensable
a la biologie médicale actuelle. Les criteres didation de la méthode ont été analysés
(stabilité, interférences analytiques, anticoagulatilisé, répétabilité, reproductibilité...) et
les limites de la technique concernant la validatiologique des profils ont également été
étudiées.

Ainsi, le CHU de Grenoble est désormais en mesergrdposer un bilan complet du
métabolisme intermédiaire  (chromatographie des eacid organiques urinaires,
chromatographie des acides aminés plasmatiquesl, s acylcarnitines plasmatiques) et

peut répondre a I'urgence diagnostique des patleddgéréditaires du métabolisme.
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