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Introduction

Les parodontites sont des maladies infectieuses a composante inflammatoire qui affectent les tissus
de soutien des dents de maniéere irréversible. L'absence de traitement conduit plus ou moins
rapidement a la perte des dents. Si la plaque dentaire est le facteur étiologique principal de ces
affections, il est manifeste que des « terrains » propices a l'initiation et a I’évolutivité de ces
maladies existent. Des facteurs locaux, systémiques, génétiques, environnementaux ou encore
comportementaux, associés ou individuellement, ont la capacité de perturber I'équilibre entre les
forces en présence au niveau de l'interface dents/parodonte.

Aujourd’hui, le diagnostic d’une parodontite, aussi précoce soit-il, repose toujours sur la mise en
évidence de signes cliniques caractérisant des destructions tissulaires. Or les processus aboutissant
a la destruction des tissus parodontaux sont efficients bien avant qu’elle ne soit observable
cliniqguement. C’'est pourquoi depuis plusieurs années I'accent a été mis sur l'identification de
marqueurs biologiques permettant d’intercepter la maladie dans ses premiers stades. Les
marqueurs candidats peuvent étre en relation avec le métabolisme bactérien, la réponse de I’h6te
ou encore les mécanismes de destruction des tissus conjonctifs et osseux. L'exploration de ces
marqueurs peut se faire au niveau des tissus ou de fluides biologiques comme le fluide gingival, oral,
voire au niveau sanguin.

Cette étude clinique longitudinale, qui porte sur une dizaine de patients, s’inscrit dans une phase
exploratoire de recherche de biomarqueurs candidats dans le fluide oral. Une technologie originale
de métabolomique, faisant appel a la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) a été utilisée pour
identifier d’éventuelles modifications de la signature métabolique associées au traitement de

patients atteints de parodontites.



1. : Diagnostic des maladies parodontales

1.1 Difficultés dans I’approche diagnostique actuelle

Aujourd’hui, le diagnostic des maladies parodontales repose toujours sur la mise en évidence
d’indicateurs cliniques comme la présence d’une inflammation ou la quantification de la profondeur de
poche, de la perte d’attache ou encore de I'alvéolyse. La recherche de ces indicateurs repose sur un
examen clinique souvent désagréable pour le patient et trés opérateur dépendant surtout dans les
premiers stades de la maladie. Aucun marqueur biologique moléculaire spécifique et aisément utilisable
tant au niveau méthodologique que de son co(t, n’a été clairement mis en évidence. Il est vrai que
I’hétérogénéité des affections parodontales voire certaines spécificités de I'écosystéme particulier que
représente l'interface parodontale peuvent compliquer cette recherche. On ne peut que regretter cet
insucces car l'identification de biomarqueurs permettrait de dépister précocement les parodontites,
d’améliorer la caractérisation de la maladie, d’apprécier la réponse au traitement médical mis en ceuvre
et d’intercepter les récidives. Cette recherche de biomarqueurs s’apparente plus a la recherche d’une
signature de la maladie au niveau moléculaire ou biochimique qu’a I'étude de son étiologie. Cependant,
compte tenu de la nature des parodontites, ces marqueurs pourraient selon toute logique étre
apparentés a trois grands axes :

e métabolisme bactérien, la maladie étant associée a une dysbiose

e réponse de I’'hbte, cette dysbiose étant associée a une rupture de la tolérance au microbiote

commensal

e mécanismes de destruction du tissu conjonctif ou du tissu osseux.

La découverte de biomarqueurs est, par ailleurs, souvent liée au développement de nouvelles
technologies. Ainsi, de fagon concomitante a I’évolution des connaissances concernant la pathogénése

des parodontites, de nouveaux marqueurs biologiques candidats se sont vus proposés.

Si, par ailleurs ces marqueurs présentaient une certaine spécificité, il deviendrait peut-étre également
possible de surmonter les difficultés actuelles quant a la caractérisation d’une parodontite. Tout

clinicien a été confronté au moins une fois dans sa vie professionnelle au choix cornélien entre une



entité chronique ou agressive, les critéres actuels tels qu’ils ont été définis par Armitage® n’étant pas
d’une fiabilité absolue. De méme, apres traitement, la confrontation de ces marqueurs aux parametres
cliniques offrirait I'opportunité de contréler I'efficacité d’un traitement voire d’anticiper des récidives.
S’il est permis de réver sans faire de ce travail de recherche un roman d’anticipation, a I’heure ol I'on
promeut a tous crins la santé connectée : bient6t le patient faisant son autodiagnostic de récidive grace
a des « mouchards biologiques » et se précipitant chez son praticien exercant « principalement » de la
parodontie qui aura été préalablement averti en temps réel par internet de la récidive ?
Loin de cet univers orwelien et plus raisonnablement, ces biomarqueurs permettraient peut-étre
également, dans le cas d’affections siégeant dans d’autres compartiments du corps, d’identifier
I'implication éventuelle et la part inhérente aux affections parodontales.
Il est raisonnable de penser que I'identification de tels marqueurs constituera un complément précieux
au diagnostic sans remplacer totalement I'épreuve du sondage parodontal chére a des générations de
parodontistes. Il sera toujours nécessaire d’évaluer les parametres cliniques pour des raisons
diagnostiques notamment d’évaluation du terrain, de choix thérapeutique ou encore de surveillance.
Le « sens clinique » sera épaulé mais non remplacé par des indicateurs moléculaires.
La sonde millimétrée reste I'instrument parodontal par excellence et I'appréciation de parameétres qui
refleétent les destructions tissulaires (mais non les mécanismes physiopathologiques) demeure le socle
du diagnostic :

e présence de poches profondeur des poches,

e perte d’attache,

e saignement au sondage reflet d’'une inflammation profonde (bien qu’a I'origine de nombreux

faux positifs, son absence, en revanche, étant un bon indicateur de I'absence d’activité)

e alvéolyse

1 Armitage, « Development of a classification system for periodontal diseases and conditions ».
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Figure 1 L’évolution des moyens de diagnostic en parodontologie depuis les années 60

EXPERIMENTALFINDINGS

Dye injected in systemic circulation was
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{103}
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(102

B. melaninogenicus, ss. osaccharolyticus,
F. nucleatum and Baocteroides identified in
periodontitis patients [100]

Bacteria considered as the primary cause for
periodontitis
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linked to periodontitis

Recognition of host immune and inflammatory
responses as important factors in pathogenesis of
periodontitis

Histopathological features of gingivitis jd

and periodontitis defined
(101)
(99)

Genetics considered as a risk factor for periodontitis
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periodontitis
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1999 World Workshop for  the
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Conditions (Armitage)

Different patterns of genes, transcripts, proteins and
Genomics Transcriptomics tabolites in healthy subjects and patients with

Proteomics Metabolomics

I
Despite ‘omics efforts periodontitis diagnosis relies still on
clinical parameters: clinical attachment loss, probing
depth, bleeding on probing and alveolar bone radiography

Source : Trindade, « Uncovering the molecular network », 2008

Il est a noter que certains de ces parametres peuvent étre parfois assez spécifiques comme dans le cas
des parodontites agressives localisées. Par ailleurs, pour améliorer la caractérisation de la maladie, le
facteur bactérien est évalué de facon quantitative et parfois qualitative. L’évaluation quantitative au
moyen d’indices simple d’emploi comme le Plague Control Record? reste aujourd’hui intéressante car

elle permet de dégager une notion de charge bactérienne caractéristique de formes chroniques peu

2 O’Leary, Drake, et Naylor, « The plaque control record ».



évolutives. Cependant les outils d’évaluation qualitative employés ces derniéres années montrent
aujourd’hui leurs limites. En effet, les travaux récents faisant appel aux techniques de métagénomique
ont clairement montrés qu’il existait une tres grande biodiversité bactérienne au niveau de la niche
sous-gingivale, que des genres bactériens ayant pu étre considérées comme des marqueurs d’une
pathologie parodontale s’avéraient étre présents chez presque 50% d’une population de patients sains,
de facon non transitoire et en proportion appréciable®. Ainsi, trés clairement I'espéce P gingivalis
aujourd’hui s’apparente plus a un commensal méme s’il reste fortement associé aux parodontites. Sa
présence ne peut plus étre considérée comme un marqueur de la maladie puisqu’il est présent dans des
situations cliniquement saines. Néanmoins il peut étre un acteur d’une dysbiose au niveau parodontal
notamment s’il acquiert ou exprime un phénotype plus agressif que les moyens d’investigation actuels
ne permettent pas d’identifier en pratique courante®.

Il en est de méme pour les mises en culture. En effet, les publications récentes portant sur
I'indentification des groupements de communautés bactériennes dans différents sites du corps humain
(Human Microbiome Project), ont tres clairement montré, notamment pour des pathologies du systeme
digestif, que les especes les plus abondantes n’étaient pas forcément les plus importantes au niveau
fonctionnel, et gu’une grande partie des dites especes n’étaient pas « cultivables ».

Enfin I’évaluation de la réponse de I’h6te par des tests ciblant IL-1, par des techniques de séquencage
et par PCR (Polymerase Chain Reaction) de I’ADN, cytokine fortement impliquée dans les mécanismes
inflammatoires et notamment au niveau parodontal, reste approximative avec des résultats peu

probants®.

1.2 Le fluide oral en tant que milieu candidat a lidentification de

biomarqueurs

Dans le cadre de la recherche d’un marqueur biologique d’une pathologie, pour qu’'un marqueur
candidat soit proposé comme test clinique utilisable en routine, ce test doit idéalement, étre peu

couteux, peu invasif, ne doit pas nécessiter un appareillage « lourd » et doit étre relativement rapide.

3 Zhou et al., « Real-time PCR quantification of six periodontal pathogens in saliva samples from healthy young adults ».

4 Herath et al., « Tetra- and penta-acylated lipid A structures of Porphyromonas Gingivalis LPS differentially activate TLR4-
mediated NF-kB signal transduction cascade and immuno-inflammatory response in human gingival fibroblasts ».

5 Lavu et al., « Polymorphic regions in the interleukin-1 gene and susceptibility to chronic periodontitis ».
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Figure 2 : La composition du fluide oral

Contributions locales
Sacrations salivaires

Fluida gingival

Hémorragies locales

Cellulas épithéliales dasquamdas

Contributions exogénes
Bacléries

Lavures

Champignons

WirLs

Débris alimentaires
Madicameants et produils
d'hygidne rédsiduels

Gaz de lair respiré

gl Paolluants almaspherigueas

Contributions endogénes
Sécrétions nasales

at bronchiques

Evantuals produits du
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Source : Pellat, « Salives et milieu buccal », 2010

Dans le cadre des maladies parodontales si les échantillons tissulaires restent éligibles pour des analyses
dans le cadre de recherche sur la physiopathologie des maladies parodontales, il n’en reste pas moins
gu’il s’agit d’'un acte invasif qui doit étre réservé en pratique courante a des situations particulieres
justifiant par exemple un examen anatomo-pathologique.

L’analyse sanguine n’apparait pas non plus comme I'examen de choix du moins en premiére intention
dans le cadre du diagnostic parodontal. Elle ne peut étre réalisée en routine a moins d’avoir une
infirmiere a demeure, et reste un examen complémentaire destiné a confirmer ou infirmer un état

systémique suspecté (hyperglycémie, trouble hématologique...).

Le fluide gingival et le fluide oral sont les deux sécrétions disponibles dans la cavité buccale. Le fluide
gingival a été et reste une source trés étudiée dans le cadre de la physiopathologie des maladies
parodontales®. Cependant en pratique courante, le prélévement de ce fluide reste une technique
difficile si I'on souhaite éviter toute contamination ou s’il est nécessaire d’en recueillir une certaine
quantité. Dans le cadre de notre étude nous avons tenté d’utiliser le fluide gingival mais avons di
renoncer d’une part en raison de l'insuffisance du volume recueilli, par rapport aux 10ml requis dans
notre étude, lors de I'utilisation de micropipettes et d’autre part en raison de I'hétérogénéité de la

composition des bandelettes de papier lors de l'utilisation d’une technique d’imprégnation par

6 Zhang et al., « Biomarker levels in gingival crevicular fluid of subjects with different periodontal conditions ».
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capillarité. Cette hétérogénéité était totalement incompatible avec une technique de soustraction dans

I'analyse des spectres obtenus par RMN.

La salive en revanche est un fluide facilement disponible et son prélévement n’est pas invasif’. La salive
est un fluide complexe produit et sécrété par trois paires de glandes salivaires majeures : la glande
parotide, la glande sublinguale et la glande submandibulaire ainsi que des glandes salivaires mineures.
Par abus de langage, nous parlerons de salive en lieu et place du fluide oral. Il y a cependant bien lieu

de différencier les sécrétions pures prélevées aux ostia et le fluide oral qui baigne la cavité buccale®.

La salive est un biofluide constitué de 99,5 % d'eau, de 0,30 % a 0,34 % de substances organiques
essentiellement protidiques et de 0,18 % a 0,22 % de substances inorganiques. Elle est trés hypotonique
par rapport aux autres fluides physiologiques (60 a 120mOsm/kg contre 290mOsm/kg pour le plasma).
Son pH moyen, en |'absence de toute stimulation, est de 5,75 a 6,15. Toujours sans stimulation, la salive
parotidienne est plus acide (pH 5,8) que la salive sous-mandibulaire (pH 6,4). Globalement aprés
stimulation le pH augmente (7,2) en méme temps que le débit salivaire. Les sécrétions de chaque type
de glande ont leurs caractéristiques propres. D‘un point de vue quantitatif, les glandes
submandibulaires produisent 65 a 75% du volume total de la salive au repos, alors qu’apres
stimulation la salive est essentiellement parotidienne. Contrairement aux sécrétions salivaires qui sont
normalement aseptiques, le fluide oral recele :

e des micros organismes (4,3 x 10%et5,5 x 10° par ml)

e des constituants d'origine sérique et tissulaire, absents des sécrétions salivaires apportées par

le fluide gingival.

e des débris cellulaires et alimentaires, des dérivés de sécrétions bronchiques, nasales, voire
cesophagiennes
e des produits sanguins en cas de saignements, phénomeéne fréquent lors de maladies

parodontales.

7 Zhang et al., « The clinical value of salivary biomarkers for periodontal disease ».
8 Pellat, « Salives et milieu buccal ».
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Figure 3 Les glandes salivaires

CANAL DE STENON

Source : Henry Gray, « Atlas of the Human Body », 1918

Globalement, le fluide gingival peut étre considéré comme un réservoir bactérien. Les espéeces
bactériennes présentes dans ce fluide peuvent provenir de différentes niches écologiques tres
différentes de la cavité orale, comme la langue ou la plaque supra ou sous gingivale Il en est de méme
au niveau moléculaire, car pour ce qui nous intéresse au niveau parodontal, il existe notamment un
transit du fluide gingival vers le fluide oral. I

Ces vingt dernieres années, la salive a été de plus en plus utilisée a des fins diagnostiques pour les caries
dentaires, les cancers buccaux et les cancers du sein®, les maladies des glandes salivaires!?, le VIH et
VHC. Elle est utilisable pour le dépistage de substances illicites (cocaine, méthamphétamine, cannabis,

opiacés, le monitorage de médicaments, les dosages hormonaux'®.

9 Pfaffe et al., « Diagnostic potential of saliva ».
10Duchemann et al., « Nuclear magnetic resonance spectroscopic analysis of salivary metabolome in sarcoidosis. »
11 Kaczor-Urbanowicz et al., « Saliva diagnostics — current views and directions ».
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1.3 Les sciences « omiques »

En se référant aux publications du groupe de recherche en éthique des sciences «omiques» (Omics-
Ethics research group) rattaché a I'Institut de recherche en santé publique de I'Université de Montréal
(IRSPUM)*?, Les technologies dites «omiques» telles que la génomique et le séquencage de I’ADN 3
grande échelle sont apparues paralléelement au développement du projet GEnome Humain dans les
années 90. Les technologies «omiques» permettent de générer des quantités énormes de données
grace a l'utilisation de technologies informatiques poussées et ce a des niveaux biologiques multiples.
De la génomique a la métabolomique en passant par la transcriptomique et la protéomique autrement
dit depuis I’ADN jusqu’au métabolite ces données peuvent couvrir tous les mécanismes impliqués dans
les variations qui se produisent dans les réseaux cellulaires et qui influencent le fonctionnement des
organes dans leur totalité 3,14,

Parallelement a I'accroissement considérable du nombre de données traitées, les technologies en
«omique» ont fondamentalement modifié les procédures de recherche et ont permis le passage de
I’hypothesis driven research a la data-driven research. En d’autres termes il y a eu passage d’une
démarche scientifique se basant sur une hypothése de recherche clairement formulée et validée en la
testant par un protocole de recherche, a une démarche qui part de données existantes comparées et
analysées pour arriver a un résultat . Avec I'avénement des technologies «omiques», il n’est plus
nécessaire de poser une question précise pour débuter une recherche. En effet, de nombreuses
données peuvent étre collectées au travers d’échantillons tissulaires ou de fluides biologiques dans le
cadre de I'étude de la physiopathologie d’une maladie. Sans se baser sur une hypothese initiale
précise (par exemple la présence de telle ou telle protéine dans tel fluide biologique chez les patients
malades), les données issues des échantillons sont « explorés » par un puissant outil informatique qui
va au moyen d’algorithmes chercher a structurer les données en classe homogéne. Autrement dit voir
ce qui peut réunir ou différencier des échantillons. Cette inversion du modele de recherche (de
I’expérimentation traditionnelle basée sur des hypothéses précises a un modele de recherche qui ne
dépend pas de telles hypothéses) va permettre, dans le cadre de I'approche globale de telle ou telle
pathologie, d’élargir les domaines explorés et ce de fagon assez rapide et a un co(t acceptable. En
effet de part leur définition, ces outils de biologie moléculaire, intéressent toute la chaine des

composants du vivant, la transcriptomique analysant comment un génome est traduit en protéines, la

12 OMICS-ETHICS Research group, « What we do ».
13 Nicholson et Lindon, « Systems biology ».
14 Wilke, Mareedu, et Moore, « The pathway less traveled ».
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protéomique explorant I'ensemble des protéines produites par un génome, la métabolomique se

consacrant a I'ensemble des métabolites produits par une cellule dans un certain environnement.

Ces approches extensives ont été appliquées récemment au fluide salivaire a des fins diagnostiques®.
Les techniques de protéomique salivaire permettent une détection de marqueurs biologiques méme
présents en faible quantité, de facon simple et non invasive. Ces approches se révelent donc étre des

voies prometteuses pour le dépistage de pathologies a des stades infra-cliniques tes que des cancers?®.

Au niveau parodontal, le développement d’'une approche globale, au moyen de ces sciences
« omiques » qui integrent de multiples paramétres offre de maniere inédite des opportunités quant a
la compréhension des mécanismes intervenant dans les maladies parodontales. Ces pathologies de
nature complexe qui ne sauraient étre ramenées a un simple conflit hote/bactéries nécessitent
d’intégrer de nombreux parametres soumis a des fluctuations en réponse a des facteurs de nature

diverse (environnementaux, comportementaux, etc..).

Les constituants salivaires qui ont été étudiés comme biomarqueurs candidats des maladies

parodontales regroupent :

e des constituants bactériens,
e des protéines sécrétées par I’h6te ou d’origine bactérienne,

o du matériel génétique.

1.3.1 Approches génomique et transcriptomique

Au niveau de la cavité buccale et plus particulierement de la salive ces approches s’avérent
intéressantes. Ainsi, récemment de I’ARN retrouvé dans la salive a pu étre utilisé pour le diagnostic de
cancers buccaux et du syndrome de Sjégren!’. Au niveau parodontal, de nombreuses études ont
souligné le role joué par le polymorphisme de certains génes tant dans l'initiation d’affections
parodontales que dans I’évolutivité de ces derniéres'®®. La réponse inflammatoire a la compétition

bactérienne serait fortement influencée par certains alleles pour des génes participant au contrdle de

15 Zhang et al., « The clinical value of salivary biomarkers for periodontal disease ».

16 Gowda et al., « Metabolomics-based methods for early disease diagnostics ».

17 Kaczor-Urbanowicz et al., « Saliva diagnostics — Current views and directions ».

18 Sofaer, « Genetic approaches in the study of periodontal diseases ».

19 Hodge et Michalowicz, « Genetic predisposition to periodontitis in children and young adults ».
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cette réaction. Ce lien semble avéré particulierement pour les formes évolutives de parodontites®. Il
s’agit notamment de genes codant pour des cytokines impliquées dans la régulation du processus
inflammatoire comme IL-12!, TNFa??, IL-10 ou de récepteurs Fc-y?3. Les recherches portant sur ces
polymorphismes ont été menées sur des échantillons sanguins, tissulaires ou sur le fluide gingival avec
des résultats parfois contradictoires, méme si un alléle d’IL-1a (IL-1a***) semble influencer les
concentrations salivaires des transaminases aspartate aminotransférase (ASAT) et alanine
aminotransférase (ALAT). En effet, les taux de ces enzymes au niveau salivaire seraient en rapport avec
I'intensité de I'inflammation et des destructions tissulaires. Les métabolites issus des réactions initiées
par ces enzymes a savoir l'aspartate, le glutamate, le pyruvate et le lactate pourraient étre également

considérés comme des biomarqueurs candidats pertinents.

L’approche par la génomique et la transcriptomique repose donc sur I'existence de ces polymorphismes
génétiques qui induisent une vulnérabilité aux parodontites. Néanmoins, ces approches présentent
certaines limites quant a lidentification de marqueurs biologiques et notamment méthodologiques

(populations étudiées etc.) en ce qui concerne les maladies parodontales.

1.3.2 Approche protéomique

Pour ce qui nous concerne, |'objectif principal de I'approche protéomique et peptidomique est
I'identification de protéines et leur quantification chez des patients atteints de parodontite. Une
comparaison avec des patients sains pourrait permettre la caractérisation de profils en relation avec la
maladie. La spectrométrie de masse est largement utilisée et deux approches sont employées dans ce
cadre. La premiére approche ascendante (dite « bottom-up ») qui est la plus utilisée, analyse un
mélange de peptides apres digestion préalable des protéines par un enzyme. La seconde méthode
descendante (dite « top-down ») analyse des peptides plus longs ou des protéines intactes. Le fluide
gingival et la salive (stimulée ou non stimulée) ont été largement utilisés en protéomique.
Dans le cadre des maladies parodontales, des protéines ont été identifiées dans la salive comme

marqueurs biologiques candidats. Elles concernent des aspects-clefs du processus pathologique *:

e inflammation

e la dégradation du collagene

20 Kinane et Hart, « Genes and gene polymorphisms associated with periodontal disease ».

21 Kornman et al., « The interleukin-1 genotype as a severity factor in adult periodontal disease ».
22 Singh et al., « Salivary TNF-alpha ».

23 VVan Dyke et Dave, « Risk factors for periodontitis ».

24 Zhang et al., « The clinical value of salivary biomarkers for periodontal disease ».
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e |a destruction de I'os

Tableau 1 : Les différents biomarqueurs salivaires

Biomarqueur

Observations

TNFa Les taux de TNFa sont élevés chez les patients qui ont des Signes
cliniques de maladies parodontales®
IL-1B et MMP-8 Les taux moyens d’IL-1 et MMP-8 salivaires sont significativement
plus élevés chez patients présentant une maladie parodontale par
rapport aux témoins 26,27
MMP-8 MMP-8 est a la fois un indicateur de I’activité de la sévérité de la

maladie parodontale?®

Protéine C-réactive Le taux de protéine C-réactive est directement lié au statut parodontal
et semble associée a la parodontite chronique®

IgA Les individus susceptibles aux maladies parodontales ont une

capacité de sécrétion élevée d’IgA salivaires>,3!

Source : Henry Gray, « Atlas of the Human Body », 1918

1.3.3. La métabolomique et la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La métabolomique est définie comme étant la mesure quantitative d’'une réponse métabolique
multiparamétrique des systemes vivants suite a un stimuli physiopathologique ou une modification
génétique32. Un métabolite est un composé organique intermédiaire ou issu du métabolisme. On
réserve ce terme en général auxpetites moléculeset aux monomeres, par opposition
aux macromolécules, qui sont la polymérisation de monomeéres. Ainsi, le glucose est un métabolite,

contrairement au glycogene, qui est un polysaccharide de poids moléculaire trés élevé. Les métabolites

25 Gupta, Govila, et Saini, « Proteomics — The research frontier in periodontics ».

26 |bid.

27 Rangbulla et al., « Salivary IgA, interleukin-1B and MMP-8 as salivary biomarkers in chronic periodontitis patients ».

28 Gupta, Govila, et Saini, « Proteomics — the research frontier in periodontics ».

29 de Souza et al.,, « Short-term changes on C-reactive protein (CRP) levels after non-surgical periodontal treatment in
systemically healthy individuals ».

30 Rangbulla et al., « Salivary IgA, Interleukin-1B8 and MMP-8 as salivary biomarkers in chronic periodontitis patients ».

31 Bachrach et al., « Assessing the levels of immunoglobulins in the saliva of diabetic individuals with periodontitis using
checkerboard immunodetection ».

32 Lindon et al., « Metabonomics ».
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primaires sont directement impliqués dans les processus indispensables au développement normal et
a lareproduction de lacellule. Ce sont par exemple des acides aminés, des acides carboxyliques,
des alcools, des antioxydants, des nucléotides, des polyols ou encore des vitamines. Les métabolites
secondaires ne participent pas directement aux processus vitaux de la cellule, mais assurent néanmoins
des fonctions écologiques importantes. Ce sont par exemple les antibiotiques et les pigments. L’analyse
du métabolome concerne les molécules avec un poids inférieur a 1000 Da. On recense actuellement

entre 1000 et 200000 métabolites primaires et secondaires.

Plusieurs applications existent pour la métabolomique :

- En génomique fonctionnelle3?

- En médecine : selon des chercheurs de la Harvard Medical School, les taux sanguins de cing acides
aminés (isoleucine, leucine, valine, tyrosine et phénylalanine) aideraient a prédire le risque de diabéte3*
L'analyse exhaustive de différents métabolites présents dans les fluides biologiques (sang, urine) est
également utilisée en toxicologie. En oncologie: I'étude de la quantité relative de métabolites
entre lignées cancéreuses ou tumeurs permet de déterminer les principales perturbations
métaboliques associées a celles-ci. Puisque les métabolites intracellulaires sont des composantes de
voies biochimiques impliquées notamment au niveau du catabolisme et de I'anabolisme, il devient donc
possible, grace a la connaissance de la quantité relative des métabolites qui les composent, de cibler
des enzymes dont ['activité ou l'expression sont modifiées sous un stade oncogénique, et ainsi
permettre une intervention pour rétablir la biochimie propre a une cellule saine. Ces études ont permis
de souligner l'importance de voies biochimiques bien connues dans la tumorigenése (glycolyse, cycle de
I'acide citrique)® ainsi que d'autres dont I'importance n'a été saisie que récemment (glutaminolyse,

biosynthese de la sérine).

L'approche métabolomique consiste a étudier une pathologie ou un traitement au travers de son
phénotype métabolique. Ce dernier est caractérisé par les concentrations relatives de I'’ensemble des
petits métabolites (< 1 kDa) présents dans un liquide biologique, une cellule, un tissu ou un organisme
entier. Bien que complémentaire des autres approches en «Omique», la métabolomique possede des
avantages permettant de dépasser les contraintes des autres techniques, notamment grace a une

observation qui intervient en aval des modifications cellulaires et donc des différentes chaines

33 Romero et al., « Computational prediction of human metabolic pathways from the complete human genome ».
34 Wang et al., « Metabolite profiles and the risk of developing diabetes ».
35 Sajnani et al., « Genetic alterations in Krebs cycle and its impact on cancer pathogenesis ».
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métaboliques, permettant une amplification des résultats. L'analyse s’en trouve simplifiée et tout
changement observé y est probablement plus significatif, d’autant plus qu’un changement métabolique
agit sur un groupe de métabolites. L'expression des genes, des protéines, et la génomique agissent a
des échelles de temps différentes les unes des autres : ceci présente un probleme car il devient alors
difficile d’établir des liens de causalité entre leurs différentes données. Par ailleurs, le mode de vie
influence grandement le métabolome. L’influence de I'environnement sur I'expression des genes
complique la tache de l'interprétation génique, notamment pour la prédiction de la susceptibilité
individuelle a une maladie. L'approche métabolomique contourne ces problémes en analysant le
résultat global de I'ensemble des facteurs d’influence sans présumer de I'effet d’un seul de ces facteurs

sur ce résultat.

L'approche métabolomique est une des plus récentes. Elle présente un potentiel de contribution trés
productif vis-a-vis du diagnostic des parodontites. L'objectif princeps est de réaliser une identification
compléte des métabolites dans un échantillon biologique donné et ensuite interpréter comment ces
profils métabolomiques peuvent changer en fonction de la physiopathologie. Les techniques les plus
utilisées dans ce domaine sont la Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN), la Chromatographie en
phase gazeuse-Spectrométrie de Masse (GC-MS) ou la chromatographie en phase liquide-Spectrométrie
de Masse (LC-MS).

La Spectrométrie de Masse est une technique plus précise que la spectroscopie standard et nécessite
des conditions plus strictes quant a la manipulation et aux traitements des échantillons a analyser.
La sensibilité de la spectroscopie de masse est supérieure a celle de la RMN mais la réponse variable de

beaucoup de composants dans une solution complexe peut étre trompeuse.

La préparation des échantillons dépend de la stratégie d’analyse envisagée. Les produits additionnels
utilisés présentent des contraintes dans chaque technique. Pour la spectroscopie RMN du proton
appliqué a la salive, le solvant est du D,O a 10 % par volume et H,0 a 90 % par volume. Dans ce cas un
atome d’hydrogene est alors remplacé par un atome de deutérium. Les techniques, utilisées de facon
plus confidentielle, impliquant une ionisation par électro-nébuliseur sont incompatibles avec les

composants de tampons non volatils car ils peuvent représenter une source de contamination.
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La RMN :

La spectroscopie RMN du proton détecte le signal électromagnétique la présence des atomes
d’hydrogéne qui ont été excités dans I’échantillon. Dans un fluide biologique, toute molécule contenue
dans I"échantillon, y compris la quasi-totalité des métabolites, va donner un signal RMN a partir du
moment ol sa concentration dépasse le seuil de détection, (de I'ordre du uM). Le spectre RMN d’un
fluide biologique est ainsi le résultat de la superposition des signaux de tous les métabolites présents
dans le fluide.

Selon la technique utilisée et le type de prélévement étudié des dizaines ou des centaines de
métabolites différentes sont détectés simultanément a chaque acquisition. Pour analyser la quantité
importante de données ainsi générées, il est fait appel a une approche statistique : I'analyse multivariée.
Ce type d’analyse permet de prendre en compte simultanément les variations de toutes les
concentrations pour tous les échantillons observés. Il est possible grace a ce type d’approche d’établir
une empreinte métabolique caractéristique d’une pathologie ou d’un traitement. Il existe des banques

de données métabolomiques crées sur le modele existant pour la génomique et la protéomique.

A l'échelle du proton, les phénomenes physiques sont décrits dans le cadre de la mécanique quantique.
Le proton, noyau de I'atome d'hydrogéne, posséde une masse, une charge élémentaire positive et un
moment de spin, lui conférant un moment magnétique caractéristique. D'un point de vue
macroscopique, et en l'absence de champ extérieur, I'orientation des moments magnétiques
élémentaires est aléatoire. Leur somme est donc nulle. Lors de I'application d'un champ extérieur
50.000 fois plus intense que le champ magnétique terrestre, les protons entrent dans un mouvement
de précession. Les protons se séparent en deux catégories : les plus nombreux, de spin +% ou paralléles
au champ, de basse énergie et les moins nombreux, de spin -% ou anti paralléles au champ, de haute
énergie. Les protons précessent autour de l'axe du champ appliqué avec une vitesse angulaire

proportionnelle a son intensité selon le coefficient gyromagnétique gamma caractéristique du proton.

Soumis a une radiofréquence dont la longueur d'onde est liée a la vitesse de précession des protons, les
protons précessent en phase. C'est le phénomene de résonance. Un certain nombre de protons a spin
paralléle vont subir une inversion de spin. Le vecteur moment magnétique somme des moments
magnétiques élémentaires va alors s'incliner d'un angle téta par rapport au champ appliqué. Il pourra

étre décomposé en une composante longitudinale et une composante transversale.
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Lorsque l'impulsion cesse, I'énergie est réémise par les protons sous forme d'une onde
électromagnétique. C'est le signal RMN. Les composantes longitudinales et transversales reviennent
alors a leur état initial avec un temps de relaxation T1 dit spin réseau et T2 dit spin spin. Dans les liquides,

ces valeurs sont voisines, de I'ordre de la seconde.

Le spectroscope RMN :

L'action conjuguée d'un champ magnétique intense et d’une impulsion électromagnétique sur un
proton permet d'obtenir un pic d'absorption unique. La surface du pic est proportionnelle au nombre
de protons, ce qui rend la méthode quantitative. Cependant, I'environnement chimique du proton créait
un effet d'écran a l'origine d'un déplacement chimique que l'on exprime en parties par million par
rapport au spectre d’une molécule référence, I'acide propionique pour nous. Ce phénomeéne permet
de repérer les différents groupements chimiques et I'étude des structures moléculaires donc
I'identification des métabolites. La spectroscopie RMN a haute résolution est un outil établi dans le
domaine de la métabolomique, qui a été utilisé de facon extensive afin d’analyser le statut métabolique
de biofluides. Ces derniéres années, 'amélioration rapide des spectrometres RMN a haute résolution
avec l'utilisation d’aimants supraconducteurs permettant d’obtenir des champs magnétiques encore
plus puissants couplée a l'utilisation de cryosondes refroidies a I'azote liquide éliminant le bruit du a
I'agitation thermique a permis une avancée importante en termes de sensibilité et de résolution de cet
instrument, avec une augmentation jusqu’a 4 fois du rapport signal/bruit, ouvrant I'opportunité
d’analyses quantitatives d’'une majorité de biofluides (urine, plasma sanguin, liquide céphalo-rachidien,

liguide amniotique, bile, larmes, etc.) y compris la salive.

Nous avons eu recours a deux spectrometres pour ce travail : BUNKER AVANCE Il (en 2015) et BUNKER
AVANCE 1ll 500 MHz (en 2016). lls rendent possibles un traitement rapide et a la volée des signaux
numériques, ce qui permet de se concentrer sur des solvants deutérés complexes qui ont plusieurs pics
de solvants. Le spectrometre utilisé en 2016 est muni d’une sonde réfrigérée permettant de conserver
la température de I’échantillon avant qu’il ne passe a la phase de I'analyse. Il est aussi muni d’un passeur

capable d’analyser 24 échantillons.

Cette technique permet de déterminer simultanément des milliers de composants y compris les
biomarqueurs et les métabolites les plus importants a des fins diagnostiques ou a titre d’exemples, de

détermination de groupes de patients susceptibles de développer des maladies cardiovasculaires.
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Son application diagnostique chez ’'homme a été testée sur plusieurs biofluides dont I'urine, le plasma

sanguin et le liquide céphalorachidien avec par exemple des résultats dans les utilisations suivantes :

Urine : ¢ Transplantation d’organes (monitorage du risque de rejet
suite a greffe rénale)

e Détection de la dysfonction rénale

e Testde lafonction rénale lors d’empoisonnements

e Détermination de désordres métaboliques congénitaux

chez les nouveaux nés

Plasma sanguin : e Diagnostic de dysfonctions organiques
e Diabéte (dosage du glucose et de corps cétoniques)
e Dépistage de cancers, 'applicabilité de cette méthode a ce

domaine reste encore discutée

Liquide céphalo- e Diagnostic et suivi de I’évolution de la sclérose en plaque,
rachidien : de la maladie de Parkinson et d’Alzheimer
e Autres: overdose, méningite bactérienne, diabete, déficit

en vitamine B12
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2.: ETUDE CLINIQUE

2.1. Matériels et Méthodes

2.1.1 Considération éthique

Le protocole a été approuvé, sous le numéro n°10-047, par le CEERB de Paris Nord (N°IRB00006477) en

accord avec les directives de protection des individus.

2.1.2. Population étudiée et déroulement de I’étude

Les patients ont été recrutés parmi les consultations du Département de Parodontologie de I'hopital
Bretonneau (AP-HP, Université Paris Descartes). Aprés la confirmation du diagnostic d’'une parodontite,
les patients répondant aux critéres d’inclusion (cf. ci-dessous) se sont vus proposer une participation a
I’étude qu’ils ont formalisée par la signature d’'un consentement éclairé. La participation a I'étude ne
génere qu’un temps supplémentaire de 30 minutes lors de la premiere et de la derniére séance de
prélevement, les relevés cliniques et les soins étant réalisés de fagon habituelle lors de la prise en charge
des patients atteints de parodontite. Ce temps additionnel correspond au temps nécessaire a la
préparation du matériel, au temps accordé au patient pour secréter 10ml de salive et au temps
d’étiquetage et de stockage des échantillons récupérés. Aucun critére de sélection n’a été basé sur
I'origine ethnique ni sur le niveau socio-économique.

Chacun des patients inclus a été prélevé a deux reprises. Le premier prélevement du fluide oral a été
effectué lors de linclusion du patient, lors du diagnostic et avant la réalisation du traitement
étiologique. Le second prélévement a été réalisé 8 semaines aprés la derniere séance de thérapeutique
initiale, lors de la réévaluation®®, ce qui donne une moyenne de 16 semaines entre le diagnostic et la
réévaluation.

Alors que I'anamneése générale a été faite en amont afin de permettre une inclusion éventuelle, aprés
recrutement, ont été relevées, chez les patients qui ont accepté de participer a I'’étude, les donnes
démographiques, socio-économiques, les antécédents locaux, les habitudes d’hygiene bucco-dentaire

36 Segelnick et Weinberg, « Reevaluation of initial therapy ».
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et le cas échéant le niveau de tabagisme. Le tabagisme a été quantifié en nombre de paquet-années
(nombre de paquets de cigarettes fumées par jour multiplié par le nombre d’années de tabagisme).

Tableau 2 : Le statut tabagique

Statut Tabagique Nombre de paquet-années (PA)

Non Fumeur

Ancien Fumeur (Date d’arrét)
0-5,2 PA

5,3-15 PA

15,1-30 PA

>30 PA

QN U1 B W N

Source : Auteur
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Tableau 3 : tableau synoptique du déroulement de I'étude clinique

parodontale

To | Consultation e Motif de consultation
spécialisée e Anamneése générale
P e Anamnése locale et confirmation de I'existence d’'une
parodontite par recherche de signes d’appels
e Prescription (le cas échéant) d’'un bilan long cone
e Si conformité aux criteres d’inclusion, proposition de
participation a I'étude aprés présentation de celle-ci
e Signature du consentement éclairé
e Sil'heure est compatible avec le prélevement de fluide
oral, ce dernier est réalisé.
e Dans le cas contraire un rendez-vous répondant aux
criteres du dit prélevement est fixé
T: | Phase e Prélevement salivaire
di ti e Relevé initial d’'indices : NDR, PCR, GBI
laghostique e Examen de I'imagerie
o Pose du diagnostic
(Entre 9:00 et 11:00) e Elaboration du plan de traitement
Phase e Corrections des techniques d’hygiéne
thérapeutique
(début)
T. | Phase e Contréle qualité de I'hygiéne bucco-dentaire
thé i Elimination des facteurs de rétention (tartre, correction
SE{PIE[Cke d’obturation débordante...)
(suite)

Ts | Evaluation de la |Environ 2 semaines aprés la derniere séance (au
situation minimum) d’élimination des facteurs de rétention,
parodontale I'obtention d’'une HBD satisfaisante étant un prérequis.

e Relevé d’indices : DP, REC, CAL, BOP
e Décision thérapeutique associée : antibiothérapie,
débridement

T, | Réévaluatio Environ 8 semaines aprés la derniere session de
n dela sbridement sous-gingival :
situation e Second prélevement salivaire

o Relevé d’indices : PD, REC, CAL, BOP
e Décision thérapeutique complémentaire
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2.1.3 Criteres d’inclusion

Les criteres d’inclusion dans cette étude pour les patients atteints de parodontite ont été :
e un age compris entre 18 et 64 ans
e une couverture par I'assurance maladie
e une absence de pathologie systémique
e aucune prise d’antibiotiques depuis les 3 mois précédents
e aucune consommation réguliére d’alcool (supérieure a 3 unités d’alcool par jour chez ’homme
et supérieure a 2 unités d’alcool par jour chez une femme)*’

e aucune femme ne devait allaiter ou étre enceinte.

Par ailleurs, les patients ne devaient pas avoir recu de traitement parodontal au cours des six derniers
mois comme un détartrage, un débridement sous-gingival ou un traitement avec des solutions buccales

antiseptiques.

2.1.4 Diagnostic des parodontites

Le diagnostic d’une parodontite est basé sur des critéres cliniques et radiographiques. Il dépend des
mesures cliniques de la profondeur de poches (PD), la perte d’attache clinique (CAL), et I'identification
de perte d’os alvéolaire par des clichés radiographiques®®.

Selon les définitions de CDC-AAP (Centers for Disease Control and Prevention — American Academy of
Periodontology), revues en 20123, les patients atteints de parodontite devaient avoir au minimum > 2
sites interproximaux avec une perte d’attache > 3mm, et > 2 sites interproximaux avec une profondeur
de poche =4 mm (pas sur laméme dent) ou un seul site avec une profondeur de poche > 5mm, définition
correspondant a une parodontite superficielle selon les auteurs. L'examen clinique comprend

I’évaluation du saignement au sondage (BOP : Bleeding on Probing) afin de caractériser la présence

37 Thun et al., « Alcohol consumption and mortality among middle-aged and elderly US adults ».
38 page et Eke, « Case definitions for use in population-based surveillance of periodontitis ».
39 Eke et al., « Update of the case definitions for population-based surveillance of periodontitis ».
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d’une inflammation gingivale profonde, I'activité de la parodontite, n’étant pas reflétée uniquement

DIAGNOSTIC

Définition

Absence de Parodontite

Aucun signe de parodontite superficielle,

modérée ou sévere

Parodontite superficielle

> 2 sites interproximaux avec une perte
d’attache 23 mm, > 2 sites interproximaux
avec une profondeur de poche = 4 mm (pas
sur la méme dent) ou un seul site avec une

profondeur de poche > 5mm

Parodontite modérée

> 2 sites interproximaux avec une perte
d’attache 24 mm (pas sur la méme dent), ou
> 2 sites interproximaux avec une profondeur

de poche 25 mm (pas sur la méme dent)

Parodontite sévere

> 2 sites interproximaux avec une perte
d’attache 26 mm (pas sur la méme dent) et 21
site interproximal avec une profondeur de

poche 25 mm

d’attache, la profondeur de poche et les mesures de le perte osseuse®.

Tableau 4 : Définitions de CDC-AAP (Page & Eke) des parodontites

Source : Auteur

par la

perte

Selon la classification propose par I'International Workshop for the Classification of Periodontal Diseases

and Conditions*, la parodontite chronique (PC) a été décrite comme étant associée 3 une mauvaise

hygiéne orale, et ou les destructions sont en rapport avec la présence plus ou moins abondante de la

plague bactérienne, parfois accentuée par le concours des facteurs locaux ou systémiques. La

progression de la perte d’attache et la résorption de I'os alvéolaire se font sur un mode globalement

lent. La forme chronique est plus répandue chez les adultes mais elle peut se déclencher a n’importe

quel age.

A linverse, la parodontite agressive (PA) est caractérisée par une destruction rapide du systéme

40 Chaves et al., « Relationship of “bleeding on probing” and “gingival index bleeding” as clinical parameters of gingival

inflammation ».

41 Armitage, « Development of a classification system for periodontal diseases and conditions ».
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d’attache chez des patients en bonne sante générale. Le diagnostic clinique de la PA est basé sur
I’historique et sur I'évolution clinique en évaluant le ratio dge et taux de destruction. De maniere
inconstante, la quantité de plague bactérienne est basse comparée a la sévérité de la destruction
parodontale. De plus, une agrégation familiale pourrait exister pour ces entités cliniques.

Les parodontites chroniques ou agressives peuvent étre caractérisées par leur sévérité et leur étendue.
La parodontite est diagnostiquée comme locale si <30 % des sites sont atteints et généralisée si >30%

des sites sont atteints*?.

2.1.5 Evaluation des données cliniques

Dans un premier temps une appréciation des antécédents locaux par le relevé du Nombre de dents
résiduelles (NDR) et la raison d’éventuelles extractions, une évaluation quantitative du facteur bactérien
au moyen du Plaque Control Record et une évaluation de la réponse des tissus superficiels par le Gingival
Bleeding Index (GBI)*® ont été réalisées.

Dans un second temps, lors de I'évaluation des résultats des mesures de prophylaxie, soit environ deux
semaines apres la correction des techniques d’hygiéne bucco-dentaire et I’élimination du tartre et
autres facteurs de rétention, les indices évaluant les destructions tissulaires ou la présence d’'une
inflammation profonde ont été relevés a savoir respectivement la Profondeur de Poches (PD), la perte
d’attache clinique (Clinical Attachment Loss, CAL), et le saignement au sondage (Bleeding On Probing,
BOP). Les parametres cliniques ont été évalués au niveau de quatre sites sur chaque dent (Mésio-
vestibulaire, Disto-vestibulaire, Mésio-lingual et Disto-lingual) en utilisant une sonde parodontale

manuelle (Hu-Friedy, Chicago, Il, USA), avec une « pression de 20g »).

D’apreés I’'OMS*, un test pratique pour évaluer cette force est de placer la pointe de la sonde sous 'ongle

du pouce et appuyer jusqu'a obtenir un blanchiment.

Les dents exclues de I'examen sont les dents incluses, les racines et les dents avec une jonction amélo-
cémentaire indéterminable. La troisieme molaire était exclue de I'analyse. Les pertes d’attache (CAL)
ont été classés en trois groupes : CAL superficielle: [3-4mm], CAL modérée : [5-6mm] et CAL sévére

>6mm. Pour chaque patient, la valeur la plus haute de la destruction tissulaire était désignée par

42 |bid.
43 Ainamo et Bay, « Problems and proposals for recording gingivitis and plaque ».
44 World health organization, « Oral health survey : basic methods ».
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CALMAX et la CAL moyenne était la CALMEAN. L’évaluation de la perte osseuse (BL) était réalisée sur
un bilan rétro-alvéolaire long cone. La perte osseuse est évaluée selon la classification modifiée de
Hugoson & Jordan®.

La totalité des parametres cliniques ainsi que la collecte du fluide oral a été réalisée pour tous les

patients par le méme examinateur.

2.1.6 Prélevement du fluide oral

Les échantillons de salive ont été recueillis dans des conditions standardisées. Avant I'évaluation des
parameétres cliniques, pour éviter une contamination sanguine, un volume de 10 ml de salive était
recueilli pour chaque patient, entre 09:00 et 11:00 et immédiatement stocké a -25°C. Le pH était mesuré
systématiquement sur les échantillons. Les patients devaient s’abstenir de manger, boire, macher un
chewing-gum et de a se brosser les dents 2h au minimum avant le prélevement. Ce dernier en I'absence

de stimulation demandait un temps d’environ 5 minutes pour atteindre le volume requis.

2.1.7 Spectroscopie *H RMN

Pour I'analyse RMN, les échantillons ont été décongelés a la température ambiante. Un volume de 0,6ml
de salive a été placé dans un tube spécifique de 5mm de diametre avec un 0,1ml de D,0 (deutérium).
Une solution tampon : TBS (Tris-Buffered Saline) est rajoutée sur cet échantillon pour pouvoir maintenir
le pH a 7,4. Ce tampon est composé de 50mM de Tris et de 150mM de Chlorure de Sodium (NacCl). Le
pouvoir tampon est alcalin et varie entre 7,4 et 8,0. Cette solution tampon largement utilisée, est
isotonique, non-toxique et permet de respecter les conditions physiologiques.

Les spectres de protons ont été acquis a 50 MHz sur un spectromeétre Varian Unity Inova® a 25°C. Un
signal est acquis aprés une impulsion a 90° de points de données a 32K sur une fenétre de spectre a
5000Hz. Le temps de relaxation est de 4 secondes. Le signal de I'eau a été supprimé par une séquence
de pré-saturation par le biais d’une irradiation a faible signal (0,03 W pendant 2 secondes) sur la
fréquence signal de I'eau durant le temps de relaxation. Les désintégrations obtenues par la libre
induction, obtenus avec 128 transitoires, ont été traitées par le logiciel NMR Pipe. Une transformation
de Fourier est appliquée avec une fonction exponentielle pour produire une raie d’élargissement de 1

Hz. Les spectres sont mis en phase et une correction multicentrique linéaire de base est appliquée.

45 Hugoson et Jordan, « Frequency distribution of individuals aged 20-70 years according to severity of periodontal disease ».
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Chaque spectre a été référencé en utilisant le signal de I'acide propionique (1,04 ppm). La région
spectrale entre 0-9 ppm est divisée en 9000 régions spectrales de 0,001-ppm de largeur, appelées
Buckets ou tranche de spectre, utilisant un code C interne. La région de I'’eau est exclue. Chaque bucket

est intégré et échelonné avec la normalisation du quotient probabilistique.

2.1.8 Analyse statistique

Analyse multivariée

L’analyse en composantes principales (PCA/ACP) est réalisée sur les données cliniques et de RMN. L’ACP
est utilisée pour évaluer I’lhomogénéité de la cohorte et de détecter et exclure toute aberration qui
serait située en dehors de l'intervalle de confiance de 95% du modele. Cette analyse est accomplie avec
le progiciel statistique SIMCA-P (Umetrics, Umea, Suéde) et en utilisant un code Matlab interne pour

détecter toute séparation de groupe basée sur la  variabilité du  signal.

L’analyse par composante principale (ACP) est la technique la plus utilisée dans I'analyse multivariée.
Elle réduit le nombre des dimensions des données et fournit une vue d’ensemble, sans biais, des
variables issues de I'ensemble des données. Dans cette technique, les échantillons sont groupés en
fonction de leurs similarités/différences sans aucune connaissance préalable de leur appartenance a
des classes. L'’ACP permet d’identifier les variables qui varient ensemble, beaucoup et
systématiquement. Chaque composante principale (CP) est une combinaison linéaire des variables
d’origine, et chaque CP est orthogonales (décorrélées) a la CP précédente. Les résultats de I’ACP sont
généralement  reportés sous le terme de  Component Scores et Loadings.
Dans un Scores plot, chaque point correspond au spectre d’un échantillon. Les Scores plots fournissent
une vue d’ensemble de la totalité des tendances, des groupements et des valeurs aberrantes.
Un Loading Plot illustre quelles variables contribuent le plus au niveau du positionnement des
échantillons sur les Scores Plot.

Habituellement, I’ACP constitue la premiere étape de I'analyse des données en métabolomique et est
souvent suivie par des analyses supervisées. Ces méthodes utilisent des informations d’appartenance
aux classes pour améliorer la séparation des différents groupes d’échantillons et donc détecter la
signature métabolomique  qui  contribue aux  classifications  (ex: PLS, OPLS).
Le progiciel MATLAB est un langage informatique permet de réaliser I'analyse statistique des données

numériques issues du spectrometre.
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Pour créer ce modele, les 18 échantillons sont sélectionnés et les patients sont appariés en fonction de
leur nom et en fonction du temps afin de pouvoir comparer les deux échantillons d’un méme patient.
Les spectres sont normalisés pour supprimer la variabilité associée a la dilution des échantillons 1l s’agit
de : Quotient Normalization. Sur I’'ensemble des spectres, la région incluse entre 4,50 et 6,0 ppm doit
étre exclue. Cette région est constituée essentiellement du signal de I'eau et I'urée. Elle correspond a
un signal qui ne doit pas étre pris en compte car les pics attribués a cette région peuvent affecter les

autres pics qui sont plus faibles.

2.2. Résultats

Afin de pouvoir réaliser I'étude sur 10 patients, 12 patients ont été recrutés afin de palier au risque de
défection. Au total 9 patients (5 femmes et 4 hommes, d’age moyen : 36,9 ans 10,5 ans) ont pu étre
suivis selon le protocole initialement défini (tableau 4). Parmi ces patients 5 étaient atteints de
parodontite chronique généralisée modérée a sévere, 3 de parodontite agressive généralisée modérée
a sévere et 1 de parodontite agressive localisée sévere. Les patients 6, 8 et 9 atteints de parodontite
agressive ont recu une antibiothérapie per os associant amoxicilline (2g/jour) et métronidazole
(1,5g/jour) pendant 7 jours. Ce traitement a été instauré juste avant les séances de débridement sous-
gingival.

Sila moyenne d’age globale de notre échantillon de patients était de 37,2+10,4 ans, les patients atteints
de parodontite chronique avaient une moyenne de 4416,6 ans versus 28,8+7,6 ans pour ceux atteints
d’une parodontite agressive. Les patients atteints d’une parodontite chronique étaient majoritairement
des hommes (4 Hommes vs 1 Femme), tandis que la totalité des parodontites agressives étaient des

femmes.
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Tableau 5 : Tableau des données cliniques des 9 patients

Patient | Age | Genre Diagnostic Temps Clinique | Temps clinique
1 et valeur du 2 etvaleur du
pH pH
Sp1 51 Homme | Parodontite Chronique | 15/07/2014 14/01/2015
ans généralisée modérée a | pH=7,6
sévére
Sp2 47 Homme | Parodontite Chronique 12/11/2013 27/05/14
ans généralisée modérée a
séveére
Sp3 41 Femme | Parodontite Chronique 03/06/2014 29/10/2014
ans généralisée modérée a | pH=7,2 pH=7,2
séveére
Sp4 29 Femme | Parodontite agressive 06/05/2014 09/09/2014
ans généralisée modérée a | pH=6,8 pH=7
sévere
Sp5 34 Homme | Parodontite Chronique | 17/12/2013 10/06/2014
ans généralisée modérée a
sévere pH=7,4 pH=7,2
Sp6 18 Femme | Parodontite Agressive 15/07/2015 20/10/2015
ans localisée sévére pH=7,6 pH=7,8
Sp7 47 Homme | Parodontite Chronique | 01/07/2015 02/11/2015
ans généralisée modérée
pH=7.8 pH=7,6
Sp8 35 Femme | Parodontite agressive 06/05/2015 02/09/2015
ans généralisée sévére pH=5,6 pH=7,6
Sp9 33 Femme | Parodontite Agressive 08/02/2016 20/06/2016
ans généralisée modérée a | pH= 6,4
sévere pH=7,6

Source : Auteur
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Au niveau des parametres cliniques si le PCR, indice représentatif de la présence du facteur bactérien,
présentait une moyenne globale de 60% celui-ci était respectivement de 71% et de 45% lorsque I'on
comparait les parodontites chroniques aux parodontites agressives. Le GBI moyen des patients atteints
de parodontite agressive était trés diminué par rapport aux patients atteints de parodontite chronique
(9,6% vs. 39,2%). La valeur du GBI du patient 8 pourrait étre « faussée » car c’est le seul patient qui est
fumeur actif (5 PA) puisque le GBI semble souvent diminué chez les fumeurs* . Au moment de
I’évaluation de la situation parodontale (T!), la profondeur moyenne des poches était de 3,7+1,1mm
pour une perte d’attache moyenne de 4,8+1,4mm et 40% des sites saignaient au sondage. L’association
de ces parametres reflete que les patients étaient bien atteints de parodontites en activité.

Il est intéressant de noter que la mise en ceuvre du traitement se traduit par une faible réduction de la
profondeur de poche (3,7£1,1mm vs 3,3+0,7mm) mais par contre est associée a une réduction
significative du saignement au sondage puisque seulement 23% des sites sont identifiés positifs par
opposition aux 40% avant traitement. L’analyse détaillée des résultats montre que le traitement, en se
concentrant seulement sur le BOP, indice considéré comme représentatif de la présence d’'une
inflammation profonde, semble avoir été plus efficace sur les entités chroniques qu’agressives. Le BOP
passe de 46% a 22% pour les parodontites chroniques et de 32 a 24% pour les agressives. Il convient
néanmoins compte tenu du faible nombre de patients et de la courte durée de cette étude de ne

considérer ces résultats que comme des tendances.

46 Luzzi et al., « Evaluation of clinical periodontal conditions in smokers and non-smokers ».
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Tableau 6 : Parametres cliniques des 9 patients

—

| Paramétres |

E‘- Statut PD T1 | BOPT1 |CALT1|% CAL| % CAL | %CAL [CALMAX| PDTZ | BOPTZ
; Tabagique NDR|FCR (%) GBI (%) (mm) (%) |(mm)| 3-4 25 26 (mm) | (mm) (%)
Patiemts—___

Spl 1 27 100 89,8 34 46,2 6 14 83 65 9 3,3 11,5
Sp2 1 18 a8 8,5 31 358 b4 | 193 | 747 66,3 14 31 20
5p3 Z [4ans) 21 94,1 345 53 69 54 | 186 | 807 64,3 10 41 35
Spd 1 28 66,1 11,6 2,5 9,8 28 | 248 | 222 14,5 8 2,9 71
Sp5 1 27 100 41,7 4,7 66,7 55 | 265 | 70,1 504 11 4,2 44
Spé 1 28 26,9 10,2 2,7 342 2,7 29 2 1 6 2,9 a0
sp7 1 26 48 115 31 115 36 | 593 | 222 139 8 2 1
Sp8 3 22 16,7 6,8 333 227 ] 52 [ 304 ] 37 239 10 3.6 27,3
Sp9 2(10ans) 23 69,6 9,8 5,2 41,3 58 | 131 | 727 54,5 16 3,8 10
Moyenne 244 | 596 24,9 3,7 398 48 | 294 | 516 39,3 10,2 33 22,9
Ecart Type 36 11 14 31 | 07

Source : Auteur

Il est intéressant de noter également qu’en terme de résultats les patients 4 et 8, tous atteints de
parodontite agressive, ne présentent qu’un statu quo si I'on considére la profondeur de poches et/ou

le BOP voire une légéere aggravation au terme de cette étude.

Analyse statistique

L'ensemble des patients appartient a la sphere centrale de corrélations (cercle blanc central). Il n’y a
donc aucune valeur aberrante (Outlier) qui n‘a été détectée dans le plan défini par les deux
composantes PC1 (21,2%) et PC2 (18,7%).

Sur la figure 4, 7 points bleus sur 9 sont situes sur la moitie droite du plan et 7 points rouges sur 9 sont
situes sur la partie rouge du plan.

Cette séparation quasi nette entre le temps clinique 1 (avant la réalisation du traitement étiologique)
et le temps clinique 2 (lors de la réévaluation) indique qu’il existe une différence dans les métabolites
qui sont présents dans chaque prélevement. Pour rappel, cette distribution est totalement
indépendante du logiciel. Il n’y a aucune interférence de la part du logiciel pour obtenir une meilleure

discrimination.
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FC2 (18.19%)

La discrimination des patients n’a pu étre réalisée sur leur statut quant au diagnostic. En d’autres
termes, il n’a pas été possible de séparer dans notre échantillon les parodontites agressives des
parodontites chroniques qui semblent se comporter de facon similaire d’un point de vue métabolique
avec 'instauration du traitement.

De facon intéressante les deux patients représentés par les points 6 et 8 qui semblent étre inversés

guant a leur statut, sont également les patients qui présentaient des résultats cliniques mitigés.

Figure 4 : Score Plot

Source : Auteur, avec le logiciel MATLAB

Nous avons attribué au temps clinique 1 (avant traitement) la couleur bleue et au temps clinique 2 (lors
de la réévaluation) la couleur rouge. La composante principale PC1 est située sur I’axe des ordonnées
et la deuxiéme PC2 sur 'axe des abscisses. La position des points n’a aucune valeur numérique sur les
2 axes. Pour analyser I’Analyse en Composantes Principales (ACP), il faut observer la distance entre les

points d’'un méme patient et la position des points d’'un méme temps clinique

Identification des métabolites
L'identification des métabolites se fait grace au loadings plot, figure présentée par MATLAB lors de
I'analyse du modele. Les loadings plot représentent la covariance entre la matrice Y-réponse et

I‘intensité du signal des domaines de spectres variées. Les couleurs ont aussi été utilisées dans le loading
32
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plot en fonction de la corrélation entre I'intensité de chaque tranche de spectre (bucket) correspondant
etlavariable Y. Les signaux positifs correspondent aux métabolites qui ont augmenté en concentration
dans le deuxiéme temps clinique. Inversement, les signaux négatifs correspondent aux métabolites
ayant diminué en concentration. L'identification des tranches du spectre qui ont changé de maniere
significative entre I'ensemble des spectres du temps clinique 1 et du temps clinique 2 par plusieurs
moyens soit en comparant les p-value en comparant la corrélation soit par I'indice AUROC qui
correspond a I'aire sous la courbe ROC. L'utilisation de p-value a été privilégiée ici car c’est une valeur

statistique utilisée de maniéere réguliére dans le domaine médical.

En se basant sur la premiére composante principale de I’ACP (Ppcal = 21,2%), la comparaison entre les
deux cliniques se fait en identifiant les changements significatifs entre les deux temps cliniques colorées
en rouge (p<0,05 dans un premier temps puis p<0,01 dans un deuxiéme temps). Si la zone identifiée
correspond a un pic référencé et attribué a un métabolite, celui-ci a donc varié de maniéere significative
entre les deux temps cliniques, soit a la baisse soit a la hausse. L’attribution d’un pic se fait grace a une

base de données déja réalisées sur les métabolites salivaires par *H RMN, ou via le site www.hmdb.com

(Human Metabolome Database), site qui recense tous les métabolites retrouvés et les classe en fonction
de leur statut, de leur origine, en fonction du biofluide auxquels ils se trouvent. Une description
succincte, une formule, une structure, une masse, un numéro HMDB et un numéro CAS [séquence
biologique et alliage est son numéro d'enregistrement unique auprés de labanque de
données Chemical Abstracts Service (CAS), une division de I’American Chemical Society (ACS)] sont
fournis pour chaque métabolite.

L’aspect typique du pic de fréquence du métabolite sur les spectres différents dans lesquels se peut se
trouver le métabolite est également fourni. (*H RMN, 13C RMN, 2D RMN, Spectrométrie de Masse. etc.).

Le spectre 'H RMN est le spectre utilisé dans I’étude.

33


http://www.hmdb.com/

Figure 5 : Capture d'écran de la page d'accueil du site web de The Human Metabolome Database
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Entre les temps cliniques 1 et 2 nous observons une augmentation significative (p<0,05 notée par * et
p<0,01 notée par **) des métabolites suivants :

Tableau 7 : Les métabolites ayant varié de maniére significative

Acide Formique ou Formate (acide méthanoique) **

Acide Lactique ou Lactate *

La Glycine (acide 2-aminoacetique) *

L-Valine (acide 2-amino-3-methylbutanoique) *

Acide Succinique ou Succinate (acide butan1,4-dioique) **

Acide Propionique ou Propionate (acide propanoique) **

Acide Acétique ou Acétate *

Acide Isovalérique ou Isovalérate (acide 3-methylbutanoique) *

Source : Auteur
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Figure 6 : Loadings Plot (1)
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Source : Auteur, avec le logiciel MATLAB

Le premier graphe correspond aux différences significatives (en rouge) des spectres (p<0,05)
entre les deux temps cliniques. Le deuxieme graphe présente les intensités des signaux
provenant des spectres du T1 (Bleu) et T2 (Rouge).

Le troisieme graphe montre la médiane des intensités des signaux.
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Figure 7 : Loadings Plot (2)
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Vue élargie sur les Loadings plots. En rouge, la comparaison entre les deux cliniques se fait en

identifiant les changements significatifs entre les deux temps cliniques (p<0,05)

Les acides formique, acétique, propionique, isovalérique sont des acides gras a chaine courte. La chaine
courte consiste en un nombre d’atomes de carbone inferieur a 6. La présence de ces acides gras est

associée a un microbiote physiologique®’.

2.3. Discussion

Modifications métaboliques dans le fluide oral

Cette étude longitudinale s’inscrit dans la continuité de I'étude précédente SPAME 1. En effet, nous
avons montré dans cette étude cas-témoins (publication soumise) qu’il était possible de discriminer
des patients atteints de parodontite de patients témoins sur la base de leur empreinte
métabolomique. Les résultats complémentaires apportés par cette étude longitudinale semblent
montrer qu’il existe une modification importante du profil métabolomique faisant suite a

I'instauration du traitement (tableau 6 et figure 6). Ces résultats doivent étre pondérés compte tenu

47 Morrison et Preston, « Formation of short chain fatty acids by the gut microbiota and their impact on human
metabolism ».
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du faible nombre de patients inclus dans cette étude et de sa durée. |l est nécessaire de vérifier si
ces modifications perdurent sur une durée plus importante. En effet, sur la base de la littérature les
délais de réévaluation dans cette étude ont été fixés & 8 semaines®® aprés la derniére séance de
débridement sous-gingival. Or, il apparait de plus en plus aujourd’hui que cet intervalle est trop court
pour permettre la réinstallation d’'un microbiote commensal dans une relation équilibrée avec
I'héte. Ainsi, selon Lindhe et Rylander®, le délai nécessaire pour apprécier |'efficacité d’un
traitement pourrait étre porté a 6 mois.

Les résultats cliniques de notre échantillon semblent aller dans ce sens en considérant deux points.
D’une part les indices cliniques montrent une diminution significative du saignement au sondage
(BOP), diminution qui n’est pas assortie d’'une réduction marquée de la profondeur de poches. Il est
potentiellement possible que les tissus requiérent un délai plus important pour retrouver leur
architecture normale. D’autre part les résultats semblent différents entre le groupe des parodontites
agressives et celui des parodontites chroniques. Ces dernieres reposant plutét sur un modele associé
a une charge bactérienne importante, la réduction quantitative de ce facteur permettrait un retour
aI’homéostasie plus rapide que dans le cadre des parodontites agressives ou la notion de terrain est
un des éléments déterminants a c6té d’un facteur bactérien qui n’est que I'étincelle qui allume la
meche.

Par ailleurs une étude menée sur 6 mois montre la cinétique de recolonisation des sites™ et il semble
cohérent de vérifier si les changements observés dans notre étude au niveau des signatures

métaboliques perdurent.

En ce qui concerne les deux patients qui présentent des profils inversés identifiables sur le score
plots sous les numéros 4 et 8, une erreur de manipulation lors du stockage de I’échantillon, de sa
préparation ou de l'identification des spectres ne peut étre écartée. Au niveau clinique, en se
référant a la classification en vigueur des maladies parodontales et aux valeurs des indices recueillis,
le diagnostic de parodontites agressives généralisées avec des sites en activité, semble s’imposer
pour ces deux patients. Une autre hypothese peut se référer a une spécificité de la pathologie
parodontale dont sont atteints ces deux patients, spécificité en terme de mécanismes de destruction
tissulaire ou d’écologie microbienne se traduisant par des profils métabolomiques suffisamment
distincts pour qu’ils ne puissent étre intégrés dans le modele construit a partir du résultat des autres

échantillons.

48 Segelnick et Weinberg, « Reevaluation of initial therapy ».

49 Lindhe, Karring, et Lang, Clinical periodontology and implant dentistry.

50 Qigiang, Huanxin, et Xuejun, « Longitudinal study of volatile fatty acids in the gingival crevicular fluid of patients
with periodontitis before and after nonsurgical therapy ».
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Les données cliniques (tableau 5) ne refletent pas d’amélioration sensible a la suite du traitement
chez ces deux patients voire une tres légere aggravation. Toutefois cette derniere appréciation doit
étre pondérée compte tenu du caractere opérateur-dépendant d’un sondage qui cependant a été
réalisé par le méme praticien.

Statistiguement aucun modeéle séparant les parodontites agressives des parodontites chroniques
n‘a pu étre construit. Nous pourrions en déduire qu’aucune différence significative dans les
signatures métabolomiques n’a pu été mise en évidence entre les parodontites agressives et les
parodontites chroniques. Cependant, compte tenu du petit nombre de patients inclus dans cette
étude pilote, il n’est pas possible d’en tirer des conclusions définitives. Néanmoins, il est intéressant
de rapprocher ces résultats avec ceux obtenus par une étude transversale précédente (26 cas vs 25
témoins) dans laquelle il n’était pas mis en évidence de différence significative entre les parodontites

chroniques et agressives en terme de signature métabolique (publication soumise).

Identification des métabolites

Une modification de 'empreinte métabolique a été clairement identifiée dans le fluide oral faisant
suite a 'instauration du traitement. En particulier une augmentation significative du lactate et de
I'acétate (tableau 5). Les empreintes métaboliques observées dans la salive peuvent provenir en
premier lieu des mécanismes de destruction tissulaire. En second lieu ces signatures peuvent trouver
leur origine dans les produits du métabolisme bactérien. En ce cas les changements observés
seraient issus de modifications dans la composition du microbiote. Ainsi les niveaux augmentés de
certains acides gras a chaine courte (SCFAs) comme I'acide lactique ou acétique refleteraient ce
« basculement » bactérien. Dans notre étude précédente, nous avons montré que les patients
atteints de parodontites présentaient une empreinte métabolique associée a une forte réduction
des niveaux d’acétate et de lactate par rapport aux témoins sains. Or au niveau de la cavité buccale,
I'acide lactique provient de bactéries considérées comme des commensaux qui sont associées a la
santé comme dans d’autres niches muqueuses. Ainsi comme plusieurs études I'ont montré, le
microbiote commensal observé au niveau vaginal de femmes en bonne santé est fréquemment
dominé par ces espéces produisant entre autre de I'acide lactique. Ces bactéries contribuent a un
équilibre au sein du microbiote commensal par des mécanismes de compétition ol interviennent

I"adhésion aux cellules épithéliales ou la production de composants antimicrobiens. L’acide lactique
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est ainsi capable d’inhiber la croissance de bactéries notamment anaérobies Gram-négative!. Ces
relations symbiotiques supposent qu’il existe un dialogue étroit avec I'hote. Il semblerait cohérent
gu’un traitement permette une recolonisation par ces bactéries et que I'efficacité de la
thérapeutique puisse étre appréciée par le « retour » de ces especes bactériennes commensales,

encore faut-il que cette recolonisation perdure a long terme.

L'étude SPAME1 a montré la capacité de cette technique a séparer les patients sains des patients
atteints de parodontites sur la base de leur empreinte métabolique au niveau du fluide oral. Cette
étude pilote qui bien que ne portant que sur quelques cas confirme néanmoins cette capacité et par
ailleurs montre que cette technique présente une certaine sensibilité puisqu’elle permet de
visualiser des changements dans les profils métaboliques consécutivement a la mise en place d’un
traitement et ce de facon assez précoce. En effet, les seconds prélevements n'ont été réalisés que
huit semaines apres la fin du traitement initial ce qui d’un point de vue écologique peut paraitre tres
tot notamment dans des situations séveres ol subsistent des poches profondes. Les changements
métaboliques semblent refléter de profondes modifications dans les populations bactériennes, les
métabolites permettant la discrimination semblant plut6ét associés au métabolisme bactérien, ainsi
que 'avait montré la précédente étude. La validation de cette technique de métabolomique par
RMN va permettre de construire des études avec un échantillon de population plus large et un
monitorage plus complet sur du long terme. En effet, ces deux études assoient la crédibilité de la
technique quant a la recherche de financements. Par ailleurs, complétées par de la protéomique et
de la métagénomique, il deviendrait possible d’avoir une vision plus compléte des mécanismes en
jeu et d’identifier des marqueurs biologiques propres a intercepter trés tot une parodontite et a

confirmer I'efficacité d’un traitement.

51 Alakomi et al., « Lactic acid permeabilizes gram-negative bacteria by disrupting the outer membrane ».
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Conclusion

Les sciences en Omique représentent une opportunité quant a la compréhension des mécanismes
physiopathologiques intervenant dans les maladies parodontales et ce par la capacité de ces approches
a traiter un nombre important de données a un cot maitrisée a partir de fluides biologiques aisés a
recueillir. Cette étude préliminaire longitudinale menée sur 9 patients, comme |'étude cas-témoins
précédente, ont permis de valider ce protocole de métabolomique faisant appel a la RMN. En effet,
dans ces deux études il a été possible d’une part de séparer les patients atteints d’'une parodontite des
patients témoins sur la base de leur empreinte métabolique et d’autre part de mettre en évidence les
modifications de ces empreintes a la suite d’un traitement. Les métabolites identifiés semblent en
rapport avec le métabolisme bactérien et signent probablement des changements dans les
populations bactériennes. En effet, a titre d’exemple la thérapeutique parodontale s’accompagne
d’une augmentation importante du lactate. Or I'acide lactique est issu du métabolisme de bactéries
en relation avec la santé parodontale. De nombreux métabolites restent encore a identifier. La mise
en évidence de biomarqueurs signant une parodontite active semble donc théoriquement possible en
utilisant cette approche. Il est nécessaire pour cela de prévoir une étude a plus grande échelle tant en

terme de population que de durée.
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Métabolome salivaire et parodontites : modifications de la signature
métabolomique obtenue par résonance magnétique nucléaire

consécutives a une thérapeutique parodontale

Résumé :

La parodontite est une maladie infectieuse a composante inflammatoire qui atteint les tissus
de soutien de la dent de maniere irréversible. Des changements histopathologiques comme
la destruction du ligament alvéolo-dentaire, la création d’'une poche parodontale, la
destruction osseuse convergent vers la perte de la dent a terme si un traitement n’est pas
entrepris. La susceptibilité et la vitesse d’évolution de la maladie sont deux notions moins
claires jusqu'a présent malgré les efforts dans les domaines de la génomique,
transcriptomique, protéomiques et métabolomiques. Ces derniers n’ont pas encore trouvé
un biomarqueur objectif des maladies parodontales qui puisse évaluer leur incidence, leur
diagnostic ou leur pronostic. La salive et le fluide gingival ont été beaucoup analysés
récemment pour leur potentielle aide au diagnostic. Dans ce travail, nous nous focaliserons
sur I'analyse par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) de la salive en réalisant un suivi
longitudinal de neuf patients et I'analyse du profil métabolomique avant et aprés traitement.
Les résultats de cette étude montrent I’existence d’'un changement au niveau des métabolites,
notamment une augmentation de |'acétate, du valérate, du succinate, du propionate, du
lactate, du formate, de la valine, de la glycine.
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