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A- Introduction

1- La maladie rénale chronique

La maladie rénale chronique (MRC), ou insuffisance rénale chronique (IRC), est la
conséquence d’une réduction permanente et progressive des fonctions rénales (excrétrices,
endocrines et métaboliques) due a une destruction progressive et irréversible du nombre de
néphrons qui constituent I’unité fonctionnelle du rein. Le débit de filtration glomérulaire (DFQG)
permet d’en faire le diagnostic et d’en estimer la sévérité. Ainsi, la National Kidney
Foundation (NKF) et la fondation Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), dans
un travail commun, ont élaboré¢ un guide de recommandations pour le diagnostic, 1’évaluation
et la classification des différents stades de la MRC nommé Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI). La MRC se définit alors par la manifestation depuis plus de trois mois de

marqueurs d’atteintes rénales ou d’un DFG inférieur a 60mL/min/1.73m? (Tableau 1) (1).

Tableau 1. Les stades de la maladie rénale chronique selon les criteres KDOQI (1)

Stade (KDOQI) Définition DFG ® (mL/min/1.73m?)
Stade 1 Maladie rénale > 90
Stade 2 IRC légere Entre 60 et 89
Stade 3a IRC légere a modérée Entre 45 et 59
Stade 3b IRC modérée a sévere Entre 30 et 44
Stade 4 IRC sévere Entre 15 et 29
Stade 5 IRC terminale <15

(1) DFG selon la formule Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) (2) persistance > 3 mois de marqueurs
d’atteinte rénale : protéinurie, microalbuminurie, hématurie, leucocyturie, anomalies morphologiques a
I’échographie. KDOQI, Kidney Disease Outcomes Quality Initiative ; DFG, Débit de Filtration Glomérulaire ;
IRC, Insuffisance Rénale Chronique.

Son mécanisme physiopathologique en fait une maladie silencieuse pendant de
nombreuses années, avec des signes cliniques qui apparaissent tardivement, c¢’est-a-dire a un
stade avancé, ayant pour conséquence un diagnostic tardif. Il est donc difficile d’estimer la
population atteinte par cette pathologie, cependant le Réseau d’Epidémiologie et d’Information
en Néphrologie rapporte qu’en 2015, en France, 8 a 15% de la population en souffrirait et 5 a
10% de la population frangaise souffrirait d’une maladie rénale pouvant conduire a une
insuffisance rénale (2,3). La prévalence de cette maladie augmente avec 1’age et le nombre de
patients concernés augmente de 2% chaque année (2,3). Les causes en sont le vieillissement de
la population, le diabéte et I’hypertension — dont une estimation les incrimine dans 50% des cas

d’insuffisance rénale sévére — ainsi que 1’amélioration de la survie des patients transplantés et
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dialysés (3). En 2015, en France, ¢’est environ 82 300 patients qui sont traités pour insuffisance

rénale chronique terminale soit par dialyse (56%), soit par greffe (44%) (2).

Comme énoncé précédemment, le rein permet I’élimination des déchets, le maintien de
I’homéostasie et assure une fonction endocrine. La perte de ces fonctions va entrainer de
nombreuses complications. Parmi celles-ci, les complications cardiovasculaires sont les plus
fréquentes. En effet, la MRC représente un facteur de risque cardiovasculaire majeur capable
de multiplier la morbi-mortalité cardiovasculaire par un facteur variant de 4.9 a 19 selon les
publications (4). Ainsi, la MRC est un enjeu majeur de santé publique, avec un taux de mortalité
de 10.6% (7730 déces en 2015), la compréhension de ses mécanismes physiopathologiques et
de ses conséquences sont importants dans la prise en charge de la maladie afin d’en contenir les
complications (2). Pour expliquer ce risque augmenté dans la MRC, les facteurs de risque dits
traditionnels (tel que 1’hypertension, le tabac, la dyslipidémie...) ne suffisent pas. Un certain
nombre de facteurs de risque dits « non

traditionnels » ont ét¢ identifiés, c’est le cas des toxines urémiques (TU).

2- Les toxines urémiques
La MRC va donc entrainer de nombreux désordres cliniques et biologiques. Ils sont
regroupés sous le terme de syndrome urémique, syndrome toxique caractérisé par la rétention
de métabolites toxiques associée a des changements de la composition des fluides corporels et
un exces ou une carence en diverses hormones (5). Parmi ces désordres, on retrouve
I’accumulation de bon nombre de molécules, métabolites toxiques, appelés toxines urémiques

ou solutés urémiques (6).

Ces toxines répondent a une définition stricte basée sur le postulat de Koch. Ainsi les

prérequis a I’identification d’une TU sont (6) :

La toxine doit étre identifiée et caractérisée chimiquement ;
- Une analyse quantitative est possible dans les fluides biologiques ;

- La concentration de cette toxine est élevée dans ces fluides chez des animaux ou

sujets urémiques ;

- Il existe une relation entre la concentration de la toxine dans les fluides biologiques

et une manifestation ou plus du syndrome urémique ;



- Une diminution de la concentration de la toxine dans les fluides biologiques entraine
une amélioration des manifestations du syndrome urémique ;

- L’administration de la toxine a des concentrations similaires a celles observées dans
le syndrome urémique entraine des manifestations urémiques chez des sujets sains

(animaux ou étres humains).

Cette définition a permis ’identification de 156 TU que l’on peut différencier en
fonction de leur taille et de leur capacité a se lier aux protéines plasmatiques (7). On retrouve
alors les petites molécules hydrosolubles de taille inférieure a 500 Da, les molécules de taille
moyenne, supérieure a 500 Da et les molécules liées aux protéines plasmatiques. Un autre
systéme de classification est proposé en fonction de leur lieu de synthése (intestinal ou non) afin
d’appréhender les différentes approches thérapeutiques pour en faire diminuer les

concentrations ¢levées dans la MRC (8).

Les TU faisant partie des petites molécules hydrosolubles, TU de bas poids moléculaire,
sont pour la plupart d’origine alimentaire et sont des molécules qui sont facilement éliminées
par les différentes méthodes d’épuration extra-rénale (EER) de par leur faible capacité a se lier
aux protéines plasmatiques (9). On peut citer 1’urée, dont la clairance et le volume de
distribution sont d’ailleurs utilisés pour évaluer I’efficacité des techniques d’EER. En effet, la
toxicité de cette molécule a ét¢ montrée in vitro, elle est capable d’induire 1’apoptose des
cellules musculaires lisses (CML), d’induire du stress oxydatif et une dysfonction des
adipocytes, mais également in vivo par la promotion de I’inflammation, la destruction de la

barriere épithéliale intestinale et 1’augmentation de la morbidité cardiovasculaire (10).

Les TU appartenant aux molécules de taille moyenne sont principalement d’origine
endogeéne. Contrairement aux TU de bas poids moléculaires et a celles liées aux protéines
plasmatiques leur concentration élevée dans la MRC ne dépend pas uniquement de leur
rétention mais aussi de leur sécrétion endocrine et paracrine dans le but de corriger les désordres
entrainés par I’état urémique (5,9). Ces molécules peuvent étre éliminées par certaines méthodes
d’EER avec membrane a haut flux, cependant, elles ne permettent pas une correction totale de
leur concentration (11,12). Le prototype de cette classe de TU est la f2microglobuline qui est a
I’origine de I’amylose des patients en IRC terminale et dont une concentration sanguine élevée

est associée a un risque de mortalité plus important chez des patients urémiques (13,14).



Les TU liées aux protéines plasmatiques forment quant a elle une famille plus petite que
les précédentes, ne comptant qu’une vingtaine de molécules identifiées (9). D’origine
alimentaire pour la plupart, elles représentent un obstacle aux techniques d’EER actuelles, car
leur liaison aux protéines plasmatiques en fait des molécules difficilement ¢liminables (6,15).
C’est parmi cette famille de TU que 1’on va retrouver trois des douze TU classées comme ayant
le plus d’effets délétéres selon un score établi en fonction des preuves expérimentales de leur
toxicité et de preuves cliniques recensées dans la littérature de 1967 a 2017 : I’indoxyle sulfate
(IS), le 3-indole acide acétique (IAA) et le p-crésyl sulfate (pCS) (9). De plus, I'TAA, I'IS et le
pCS sont fortement liés aux protéines plasmatiques, respectivement
82%, 89% et 91%, ce qui en fait des molécules extrémement difficiles a éliminer par les
techniques d’EER (9,16). Les concentrations en TU dans les liquides biologiques sont par
définition augmentées chez des sujets urémiques, c’est en effet le cas des toxines citées

précédemment au niveau sanguin (Tableau 2) (17).

Tableau 2. Concentrations sériques des TU d'intérét en fonction du stade de MRC (17)

Stade MRC (KDOQI)

Toxines ) 3 4 5
pCS (ng/mL)
Libre 0.28 £0.32 0.3+0.3 0.8+0.8 0.19+0.12
Total 59+33 10.3+6.7 16.8 +13.4 29.1+16.7
IS (ng/mL)
Libre 0.32+0.05 0.3+0.04 46+2.38 9.2+6.5
Total 1.5+0.6 26+1.4 4.6+2.8 92+6.5
TAA (pg/mL)
Libre 0.23£0.02 0.3+0.04 0.3+0.07 0.3+0.09
Total 0.6+0.3 09+04 1.0+04 1.4+89

Les données sont exprimées en moyennes = 1’écart type. MRC, Maladie Rénale Chronique ; KDOQI, Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative ; pCS, p-Crésyl Sulfate ; IS, Indoxyle Sulfate ; IAA, Indole Acide Acétique.




Le pCS est issu du métabolisme hépatique du p-crésol, lui-méme synthétisé par le
microbiote intestinal a partir de la tyrosine (18) (Figure 1). In vitro le pCS stimule la libération
de marqueurs de dommages endothéliaux sur des cellules endothéliales de veines ombilicales
humaines et est capable d’induire du stress oxydatif sur ces mémes cellules ainsi que sur des
CML vasculaires humaines et sur des cellules épithéliales tubulaires rénales humaines (19-21).
In vivo, chez la souris ayant subi 1’ablation d’un rein, I’injection de pCS induit une fibrose rénale
(22). Sa concentration sanguine ¢levée est associée, dans les études cliniques, a une

augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire (15,23-25).

L’IS est quant a lui issu du métabolisme hépatique de I’indole, produit de la fermentation
du tryptophane par les bactéries intestinales (18) (Figure 1). L’IS, comme le pCS, est capable
d’induire du stress oxydatif sur les CML et cellule épithéliales tubulaires rénales humaines,
entrainant la progression de la MRC (26). Chez le rat hypertendu, I’administration d’IS est
capable d’aggraver la fibrose cardiaque par la production de stress oxydatif (27). Il est
¢galement inducteur d’inflammation et de calcifications vasculaires (28).

Ainsi, I’'IS est lui aussi associé a la morbi-mortalité cardiovasculaire (15,24,29,30).

L’TAA, également issu de 1’indole ne subit pas de métabolisme hépatique. En effet, sa
synthése se fait directement au niveau intestinal depuis le microbiote (18) (Figure 1). Tout
comme ses homologues, il est associ¢ a la progression des maladies cardiovasculaires par
I’induction de mécanismes pro-inflammatoires (31,32). Chez le rat en IRC, des concentrations
sériques ¢élevées en IS ont également accéléré la progression de la MRC, notamment par

I’induction de stress oxydatif (33,34).



Alimentation
= | e
-—"re,
A " LB
Lumiére intestinale Entérocytes
Circulation sanguine
Foie
| fonction MT {
Tyrosine -cré CS
N [} u p-crésol J, E 1 concentration TU
Indole — | production O, IS
Tryptophane =1
s 1AA \L
u Cytotoxicité
0 e—rt
Translocation
des bactéries
I] Inflammation : 5 7 :
—> Calcifications cardiovasculaires
u Stress oxydant
Progression dela MRC ——— Maladies cardiovasculaires
un Bactéries intestinales \ )
I
Albumine
T morbi-mortalité cardiovasculaire
© Hématies

Figure 1. Synthése, métabolisme et effets des TU d’intérét sur I'organisme (adapté depuis Ramezani ef al. Am
J Kidney Dis. 2016)

Synthése du pCS, de I’IS et de I'IAA depuis les acides aminés contenus dans 1’alimentation aprés fermentation par
les bactéries intestinales, absorption et métabolisme hépatique (pCS et IS), avant de se retrouver dans la circulation
sanguine liées aux protéines plasmatiques. IAA, Indole Acide Acétique ; pCS, p-Crésyl Sulfate ; IS, Indoxyle
Sulfate ; LPP, Liaison aux Protéines Plasmatiques ; MT, mitochondriale.

Ces toxines représentent donc une cible thérapeutique d’intérét de par I’impact négatif
qu’elles ont sur la MRC mais également grace a leur lieu et mécanisme de synthése. Ainsi, de
nombreuses hypothéses sont émises pour moduler leurs concentrations : agir sur la liaison aux
protéines plasmatiques afin d’améliorer la clairance des TU par les techniques d’EER ; agir sur
leur métabolisme et leurs transporteurs (hépatiques ou rénaux) afin d’en diminuer la production
ou d’en augmenter I’excrétion ; modifier les conditions de dialyse (augmenter la taille des

membranes, augmenter le flux de sang/dialysat, augmenter la durée et fréquence) (35-37).

L’utilisation de pré et probiotiques permettrait également de moduler la synthése de ces

TU par le microbiote intestinal (35). Chez la souris souffrant de MRC, 1’administration
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d’arabinoxylane, un prébiotique (oligosaccharide) utilisé dans le but de prévenir la synthése
intestinale de p-crésol en favorisant la croissance des bifidobactéries au détriment des bactéries
fermentatives entraine une diminution de la concentration sérique en pCS aprés 4 semaines
d’administration par rapport a des souris MRC témoins (38). Les études cliniques chez des
patients hémodialysés ou atteint d’IRC non dialysés (stades 3 et 4) sont nombreuses et
répertorient des résultats divergeant. Ces résultats divergent tant au niveau de ’efficacité de
I’administration de prébiotiques sur les concentrations sériques des TU que sur I’efficacité de

ces prébiotiques sur chaque TU (39-41).

Enfin, I'utilisation d’adsorbants, chélateurs intestinaux, tels que 1’AST-120 ou le
sevelamer permettrait de diminuer 1’absorption de ces TU au niveau intestinal. L’AST-120 ou
Kremezin® est un médicament utilisé dans les pays asiatiques (Japon, Corée, Taiwan et
Philippines) pour le traitement des symptomes urémiques et la prolongation du délai de dialyse
chez les patients atteints de néphropathies chroniques (42,43). Il permet I’adsorption des TU et
de leurs précurseurs dans le tractus gastro-intestinal et entraine ainsi leur excrétion dans les
feces, permettant la diminution de leur concentration sanguine et la prévention des effets
néfastes associés a ces TU (43—45). 1l faut cependant relever que 1’'impact clinique de cette
molécule requiert de plus amples évaluations. En effet, malgré de nombreuses études cliniques
prospectives randomisées, certaines ne permettent pas d’observer une diminution significative
de la progression de la MRC, I’observance et les concentrations sériques en TU n’avaient

cependant pas ét€¢ mesurées (46—48).

3- Le carbonate de sevelamer

Le carbonate de sevelamer est un médicament utilisé depuis 2009, dans le cadre de son
autorisation de mise sur le marché (AMM), dans I’hyperphosphatémie chez 1’adulte
hémodialysé ou atteint d’IRC non dialysé, dont les taux de phosphates sériques sont supérieurs
a 1.78mmol/L (49). C’est un chélateur intestinal de phosphates, non absorbé par 1’organisme.
Polymére poly-allylaminé, sa structure chimique que 1’on peut apprécier en Figure 2.a, va
permettre la chélation des phosphates intestinaux chargés négativement grace a ses groupements
amines par échanges d’ions et par la formation de ponts hydrogénes (Figure

2.b) (50).
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Figure 2. Le carbonate de sevelamer (49,50)
(a) Structure chimique et (b) Mécanisme d’action du carbonate de sevelamer adapté de Extract from the Clinical
Evaluation Report for Sevelamer carbonate, 2014.

Les ¢études cliniques ont montré I’efficacité ainsi que la non-infériorité d’un traitement
par carbonate de sevelamer par rapport a un traitement par hydrochloride de sevelamer
commercialis¢ dans le cadre de son AMM depuis 2001, dans le controle de
I’hyperphosphatémie chez I’adulte hémodialysé (51,52). Son efficacité a également été montrée
dans la réduction des taux de phosphates sériques chez 1’adulte en

hyperphosphatémie, non dialysé, contrairement a la forme hydrochloride (53,54).

En association ou non aux méthodes d’EER, la place du carbonate de sevelamer dans la
prise en charge de la MRC est majeure dans le contrdle de I’hyperphosphatémie (55). En effet,
les niveaux ¢levés de phosphates sériques que 1’on rencontre dans la MRC a un stade avancé
sont associés a la progression de la maladie et a I’apparition de comorbidités cardiovasculaires

et osseuses telles que les calcifications vasculaires et I’ostéodystrophie rénale (56).

Enfin, le sevelamer ne semble pas agir uniquement sur les taux de phosphates sériques,
on retrouve dans la littérature sa capacité a avoir de nombreux effets sur 1’organisme, il est
qualifié d’agent pléiotrope (15,57) (Figure 3). Le sevelamer permet par exemple la chélation
des acides biliaires entrainant ainsi la diminution des taux de LDL cholestérol (15,57,58).
Certaines études font référence a sa capacité a complexer 1’acide urique, TU de bas poids

moléculaire, cependant les résultats restent controversés a ce sujet (15,57,58). Parmi ses
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nombreux effets, on retrouve une association avec la diminution de la progression des
calcifications coronaires et aortiques des sujets dialysés via ’augmentation des concentrations
en fétuine A, inhibiteurs des calcifications vasculaires (15,57,58). On note également des effets
bénéfiques sur I’inflammation par la diminution des marqueurs de I’inflammation comme la
protéine C réactive (CRP) ou les produits avancés de la glycation (AGE) ; sur la fonction
endothéliale via la diminution de la production de stress oxydatif ; et sur le remodelage osseux
via le controle des taux de phosphates, d’hormone parathyroidienne

(PTH), du fibroblast growth factor 23 (FGF23) et de Klotho (15,57,58). Pour terminer, une
¢tude pilote suggere que le sevelamer serait également capable de diminuer les concentrations
sériques de certaines TU issues du microbiote intestinal tel que le pCS (59). Cependant, cette

¢tude comportait un faible nombre de sujets, était non interventionnelle et non comparative.

Systeme ostéo-articulaire
1 Structure
T Résistance

Systeme cardiovasculaire
o | Calcifications vasculaires

| Athérosclérose

Facteurs

circulants
| : phosphate, CRP,
LDL cholestérol,
acide urique, PTH, <

endotoxines, AGE, N

FGF23 Morbi-mortalité cardiovasculaire
1 : Fétuine A, klotho T Survie

. . | Progression de la MRC
—> Association averée

— — = » Association potentielle / discutée

Figure 3. Effets pléiotropes avérés et potentiels du sevelamer dans la MRC (adapté depuis Massy et
Maizel, Nephrol Ther. 2014)

CRP, Protéine C Réactive ; LDL, Low Density Lipoprotein ; PTH, Hormone Parathyroidienne ; AGE, Produits
Avancés de la Glycation ; FGF23, Fibroblast Growth Factor 23 ; MRC, Maladie Rénale Chronique.

B- Hypothése et Objectifs
Compte tenu des informations citées précédemment, I’hypothése menant a la réalisation de ce

travail est que le carbonate de sevelamer serait capable de complexer certaines toxines
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urémiques et leurs précurseurs et ainsi d’en diminuer les concentrations sériques chez des

patients atteints d’insuffisance rénale chronique.

Les objectifs de ce travail sont donc : d’évaluer I’effet in vitro du carbonate de sevelamer sur
trois toxines urémiques issues du microbiote intestinal (IS, IAA, pCS), ainsi que sur leurs
précurseurs (indole et p-crésol) et d’évaluer I’impact d’un traitement par carbonate de sevelamer
sur les concentrations sériques de ces mémes TU (IAA, IS, pCS) chez des patients en

insuffisance rénale chronique de stade 3b et 4 (définis selon les critéres KDOQI).

C- Matériels et Méthodes

1- Produits chimiques et réactifs
L’TAA et I'IS ont été obtenus auprés de Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France), le pCS aupres de TCI Europe (Paris, France). Les précurseurs des TU, I’indole et le p-
crésol ont été obtenus aupres de Sigma Aldrich. L’étalon interne (EI) utilisé pour le dosage

par chromatographie liquide haute performance (HPLC) est [1’étofylline (7-(-
hydroxyethyl)theophylline) obtenu aupres de Sigma Aldrich.

L’acétonitrile (ACN) et le méthanol (MeOH) >99.8% ont été acheté a VWR
Chemicals (Fontenay-sous-bois, France), le tampon phosphate salin de Dulbecco (DPBS)
modifié, sans chlorure de calcium ni chlorure de magnésium, a Sigma Aldrich. Le tampon
formiate d’ammonium (TPFA), pH 3, 0.1M, est reconstitué¢ au Centre de Biologie Humaine
(CBH) du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Amiens-Picardie a partir de formiate
d’ammonium de chez Fisher Scientific (Illkirsh, France), d’acide formique de chez VWR
Chemicals et d’eau osmosée obtenue au CBH. Les solutions d’hydroxyde de sodium (NaOH)
IN et d’acide chlorhydrique (HCI) 1N et 2N sont respectivement reconstituées a partir de NaOH
2N Titripur® de chez Sigma Aldrich et d’HCI 25% de chez VWR Chemicals dans de I’eau
milli-Q. L’eau ultra pure, milli-Q, est obtenue au CBH a partir d’un systeme de purification

depuis I’eau de ville.

Le carbonate de sevelamer utilisé est obtenu a partir d’un sachet de poudre pour solution
buvable dont le nom de commercialisation est Renvela®, commercialisé¢ par le laboratoire

Sanofi-Aventis (Gentilly, France).
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2- Effet du carbonate de sevelamer in vitro

a) Préparation des échantillons et des standards
Les solutions méres d’IAA, IS, pCS, indole et p-crésol sont préparées dans du MeOH
(IAA, IS, p-crésol) ou de I’eau milli-Q (indole, pCS) a une concentration de 1mg/L. Une
solution fille contenant les 5 toxines et précurseurs a 100pug/mL dans du DPBS est obtenue a
partir des solutions méres. Le carbonate de sevelamer est dilu¢ dans du DPBS pour obtenir une

solution a 30mg/mL.

Au total, 4 échantillons et 2 controles sont préparés a partir de la solution fille et de la
solution de carbonate de sevelamer dans du DPBS (n=3 pour IS et pCS ; n=4 pour TAA, pcrésol
et indole) ; 2 échantillons a 1pg/mL en toxines et précurseurs, a 3 et 15mg/mL en carbonate de
sevelamer ; 2 échantillons a 100pug/mL en toxines et précurseurs, a 3 et 15mg/mL en carbonate

de sevelamer ; 2 controles a 1 et 100pug/mL en toxines et précurseurs.

La gamme ¢étalon est composée de 6 standards a 0, 0.5, 2, 5, 15 et 25ug/mL en toxines

et précurseurs dans du DPBS, préparée a partir de la solution fille.

Les échantillons, contréles et standards sont incubés 2h a 37°C en agitation rotative lente
(9RPM). Apres incubation, S00pL des échantillons et contrdles sont transférés dans des tubes-
filtres (Amicon) de 0.5mL et de poids moléculaire nominal limite 30kDa pour centrifugation

(10000G pendant 10min). 150uL des filtrats sont ensuite récupérés pour analyse.

b) Influence du pH sur I’effet du carbonate de sevelamer
Afin de tester ’influence du pH sur I’effet du carbonate de sevelamer, des échantillons,
controles et standards sont préparés dans les mémes conditions que celles décrites
précédemment a des pH finaux de 6+0.5 (n=3 pour pCS, IAA et indole ; n=4 pour IS et p-
crésol) et 8+0.5 (n=3).

L’ajustement de pH des échantillons, controles et standards se fait par 1’ajout de petits
volumes de solution d’HCI 1 ou 2N et de NaOH IN déterminés au préalable avec controle au

pH-metre.

¢) Méthode de dosage — instrumentation
Le dosage des TU et précurseurs se fait au sein du Laboratoire de Pharmacologie et

Toxicologie du CHU Amiens-Picardie, par chromatographie liquide haute performance (HPLC
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— Separation Module 2695, Waters, Milford Massachusetts, USA) avec une détection dans
I’ultra-violet (UV — photodiode array detector 2996, Waters, Milford Massachusetts,

USA) a 270nm, adaptée aux longueurs d’onde d’absorption maximale des molécules étudi¢es
(Tableau 3). L’¢lution se fait en phase inverse compte tenu des propriétés de nos molécules
(Tableau 3), avec une colonne apolaire dC18 Atlantis de 3um de granulométrie, 3.9mm de
diamétre intérieur et 100mm de longueur (Waters, Milford Massachusetts, USA) et une

précolonne dC18 Atlantis (granulométrie : 3um ; diametre intérieur : 3.9mm ; longueur : Smm

; Waters, Milford Massachusetts, USA).

Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques des TU et de leurs précurseurs (60)

Indole TIAA IS p-Crésol pCS
Formule chimique CsH/N  CioHoNO2  CsH7NO4S C;7H30 C7Hg04S
OH
O T o:é—o
NH /|
27N o :
Structure chimique Y
HO (o]
4 /\s< Chy
HN o/ \o CH3
Poids moléculaire (Da) 117.15 175.19 213.21 108.14 188.19
logP 2.1 1.4 1.3 1.9 1.3
pKa 2.4 4.7 -1.8 10.3 -2
Longueurs d’onde d’absorption
maximum (nm) 270 279 278 278 265

IAA, Indole Acide Acétique ; IS, Indoxyle Sulfate ; pCS, p-Crésyl Sulfate.

La phase mobile polaire est en gradient d’élution a 0.8mL/min, constituée d’ACN
(solvant A) et de TPFA (solvant B) selon les modalités suivantes : 10% (en volume) de A de 0
a 1min ; augmentation progressive a 20% de A de 1 a 4min ; augmentation progressive a 30%
de A de 4 a 8min ; augmentation progressive a 60% de A de 8 a 10min ; augmentation
progressive a 70% de A de 10 a 11min ; 70% de A de 11 a 12min ; diminution progressive a
50% de A de 12 a 13min ; diminution progressive a 10% de A de 13 & 14min ; 10% de A de 14

a 15min. Avant le dosage, la colonne est conditionnée par de 1’eau osmosée pendant 2min puis
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équilibrée a 10% de A et 90% de B pendant 20min. Apres le dosage, la colonne est rincée par
un mélange d’eau osmosée/ACN (V50/50) pendant 31min. Le volume d’injection est de 30uL.

Le logiciel d’acquisition des données est Empower Pro 2002 (Waters Corporation).

Les courbes de calibration des toxines et précurseurs étaient linéaires de 0.5ug/mL a
50ug/mL avec un coefficient de régression (r?) d’au moins 0.996. Les coefficients de variation
et les biais de répétabilité et de fidélité¢ intermédiaire étaient inférieurs a 15%. La Figure 4

montre un chromatogramme représentatif de cette méthode.
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Figure 4. Chromatogramme de la technique de dosage par HPLC
Elution des TU et précurseurs a 25ug/mL selon la méthode de dosage utilisée. AU, Arbitrary Unit ; IS, Indoxyle
Sulfate ; pCS, p-Crésyl Sulfate ; IAA, Indole Acide Acétique.

d) Dosage du phosphore inorganique
Le dosage du phosphore inorganique est réalisé au Centre Universitaire de Recherche en Santé
(CURS) au sein du Laboratoire Mécanismes Physiopathologiques et Conséquences des
Calcifications Cardiovasculaires (MP3CV, EA-7517), sur RX Daytona+ (Randox Laboratories,
Crumlin, Irlande) selon les recommandations et la méthode de dosage UV décrites par le

fournisseur. Le logiciel d’acquisition des données est RX séries (Randox Laboratories).

Le dosage est réalisé sur les échantillons et contréles a pH non contrélé (n=2), a pH 6 (n=5) et

a pH 8 (n=5).
3- Effet du carbonate de sevelamer, étude clinique

a) Collection et préparation des échantillons

Etude FRENCH
Les échantillons utilisés pour le dosage de ’effet clinique du carbonate de sevelamer
sont issus de la population de 1’étude clinique FRENCH (FGF23 Reduction : Efficacy of a
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New phosphate binder in CHronic kidney disease). FRENCH est une étude interventionnelle,
multicentrique, randomisée en double aveugle, versus placebo dont 1'un des objectifs
secondaires est 1’évaluation de 1’impact d’un traitement par carbonate de sevelamer sur les
concentrations sériques de différentes TU chez des patients en insuffisance rénale chronique
non dialysés (61). La population FRENCH est composée de 78 sujets adultes en IRC de stade
3b et 4 (définis selon les criteres KDOQI), normophosphatémiques (compris entre 1mmol/L et
1.78mmol/L). Les sujets ont ét¢ randomisés dans deux groupes, placebo ou sevelamer et ont
recu 4.8g de carbonate de sevelamer (ou placebo) trois fois par jour pendant 12 semaines. La
collection des échantillons sanguins pour le dosage des TU a été faite a la visite 1, jour de la
randomisation et a la visite 5, apres les 12 semaines de traitement. Les échantillons ont été
prélevés sur tubes secs, centrifugés pour récupération du sérum, aliquotés et conservés au

congélateur -80°C.

Extraction des toxines urémiques et préparation des échantillons

L’extraction des TU se fait selon la méthode validée et mise au point précédemment au
CHU Amiens-Picardie (62). Un volume de MeOH — contenant I’EI (étofylline) — deux fois
supérieur a celui de I’échantillon est ajouté afin de précipiter les protéines et rendre le
surnageant limpide aprés centrifugation. Le surnageant est ensuite prélevé et évaporé par

courant d’azote a 30°C puis repris dans du TPFA pour dosage.

b) Méthode de dosage

Tout comme I’extraction des TU, les méthodes de dosage et de préparation des gammes

¢talons sont celles validées et mises au point précédemment par le CHU AmiensPicardie (62).

Instrumentation

Le dosage se fait par HPLC avec le méme appareillage (appareil HPLC, détecteur UV,
longueur d’onde d’absorption, colonne, pré-colonne et logiciel d’acquisition) que pour le
dosage des TU décrit précédemment. L’¢lution se fait également en phase inverse. La phase

mobile polaire est en gradient d’¢lution a 0.8mL/min, constituée d’ACN (solvant A) et de
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TPFA (solvant B) selon les modalités suivantes : 10% (en volume) de A de 0 & Imin ;
augmentation progressive a 20% de A de 1 a 4min ; augmentation progressive a 30% de A de
4 a 8min ; diminution progressive a 10% de A de 8 a 10min. Avant et aprés le dosage, la colonne
est respectivement conditionnée et rincée dans les mémes conditions que celles décrites

précédemment pour 1’expérimentation in vitro. Le volume d’injection est de 30pL.

Préparation des gammes étalons
Les solutions meres d’TAA, d’IS et de pCS sont préparées dans du MeOH (IAA et IS)
ou de I’eau milli-Q (pCS) a une concentration de Img/L. Une solution fille contenant les 3

toxines a 100ug/mL dans du sérum de porc est obtenue a partir de ces solutions meres.

La gamme étalon est composée de 6 standards a 0, 0.5, 2, 5, 25 et 50pg/mL en toxines
dans du sérum de porc, préparée a partir de la solution fille. Les standards sont ensuite traités
de la méme manieére que les échantillons (2V de MeOH contenant I’El, centrifugation,

récupération du surnageant, évaporation par courant d’azote, reprise dans TPFA et dosage).

4- Analyse statistique

Pour la partie in vitro, les tests utilisés pour comparer les différents groupes ont été un
test d’analyse de la variance pour les groupes dont la distribution le permettait, autrement, le
choix s’est porté sur un test de Kruskal Wallis suivis respectivement par un test post-hoc de
Tukey et un test post-hoc de Dunn non corrigé. Pour la partie clinique, les patients ont été
stratifiés en fonction du traitement qu’ils ont recu. Les comparaisons intergroupes ont été
effectuées avec un test du Khi-deux pour les variables qualitatives et un test t de Student
(distribution normale) ou test de Mann-Whitney pour les variables continues. Le seuil de
significativité a été fixé pour un p<0.05. L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel

GraphPad Prsim 7.

D- Résultats

1- Effet du carbonate de sevelamer in vitro

Mesure du pH apreés incubation avec le sevelamer
Le pH des échantillons apres incubation et filtration (filtrat) était de 8+0.5 (dans la condition
sans sevelamer), 10+0.5 (dans la condition 3mg/mL de sevelamer) et 12+0.5 (dans la condition

15mg/mL de sevelamer) (Tableau 4).
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Tableau 4. pH des échantillons

Omg/mL en sevelamer 3mg/mL en sevelamer 15mg/mL en sevelamer

pH 8+0.5 10+0.5 12+0.5

Les données sont exprimées en moyennes =+ 1’écart type.

Effet du filtre sur les toxines et précurseurs

Afin de vérifier que les toxines et précurseurs ne soient pas retenus par le filtre dans nos
conditions expérimentales, les résultats des dosages du filtrat des échantillons a 1 et 10pg/mL
sans sevelamer ont été récupérés et rapportés a la concentration théorique initiale (Figure 5).
Quelles que soient les conditions de pH et les concentrations en toxines et précurseurs, il
n’existait pas de différence significative entre les valeurs obtenues et les concentrations

théoriques initiales en toxines et précurseurs.
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Figure 5. Effet du filtre sur la rétention des TU et précurseurs

Concentration (en % de concentration théorique) des TU et précurseurs a (A) pH non contrdlé, (B) pH 8 et (C) pH
6 aprés centrifugation des échantillons dans les tubes filtres sans sevelamer a (a) 1pug/mL et (b) 10ug/mL en TU et
précurseurs. IS, Indoxyle Sulfate ; pCS, p-Crésyl Sulfate ; IAA, Indole Acide Acétique.

Effet du carbonate de sevelamer sur le phosphore inorganique

Dans un second temps, nous avons voulu vérifier que la solution de carbonate de
sevelamer était active dans nos conditions expérimentales afin d’avoir un contrdle positif. Le
phosphore inorganique restant dans les filtrats a été dosé et rapporté a la concentration initiale
théorique (9-10mmol/L) présente dans les échantillons (Figure 6). A pH non contr6lé, la faible
quantité d’échantillon (n=2) n’a pas permis la réalisation de test statistique mais on observe une

tendance a la diminution de la concentration en phosphore inorganique en présence de
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sevelamer (-14% a 3mg/mL ; -22% a 15mg/mL) par rapport aux témoins, sans sevelamer. A pH
8, les concentrations en phosphore inorganique sont significativement réduites de 73% avec
15mg/mL de sevelamer comparativement a 1’absence de sevelamer

(p=0.0145). Une tendance a la diminution (-20%) est observée en présence de 3mg/mL de
sevelamer par rapport aux conditions sans sevelamer. A pH 6, on observe une diminution
significative de la concentration en phosphore inorganique en présence de sevelamer (-79% a
3mg/mL et -94% a 15mg/mL) par rapport aux conditions témoins (p=0.0016 et p<0.0001). On
peut également observer une diminution plus importante (bien que non significative) de la
concentration en phosphore inorganique a 15mg/mL en sevelamer qu’a 3mg/mL en sevelamer
quelles que soient les conditions de pH. Enfin, en présence de sevelamer on remarque une
diminution de la concentration en phosphore inorganique plus importante a pH 6 qu’a pH 8

(p=0.1010 a 3mg/mL en sevelamer et p=0.0958 a 15mg/mL).
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Figure 6. Effet de la solution de sevelamer sur le phosphore inorganique

Effet de la solution de sevelamer a différentes concentrations (0, 3 et 15mg/mL) sur le phosphore inorganique dans
les différentes conditions de pH étudiées (pH non contrélé, pH 8 et pH 6). CTL, contrdlé. * p<0.05, ** p<0.01,
*EE* p<0.0001.
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Effet du carbonate de sevelamer sur les précurseurs des TU
Aucune différence significative n’a été observée sur les précurseurs des TU que sont

I’indole (Figure 7.A) et le p-crésol F (Figure 7.B), quelles que soient les conditions de pH, de

concentrations initiales en précurseurs et de concentration en carbonate de sevelamer.
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Figure 7. Effet du carbonate de sevelamer sur les précurseurs des TU

Effet du carbonate de sevelamer a différentes concentrations (0, 3 et 15mg/mL) dans les conditions de pH étudiées
(pH non controlé, pH 8 et pH 6) sur A : I’indole a (a) 1pg/mL et (b) 10pug/mL et B : le p-crésol a (a) 1pg/mL et (b)
10pug/mL. Sev, Sevelamer ; CTL, controlé.

Effet du carbonate de sevelamer sur les TU

Effet sur le pCS

Sur le filtrat des échantillons a 1pug/mL en pCS, aucune différence significative n’a été
retrouvée, quelles que soient les conditions de pH et les concentrations en sevelamer (Figure
8.a). Cependant a 10pg/mL en pCS (Figure 8.b), a pH 8, nous constatons que les concentrations
en pCS dans le filtrat sont significativement réduites de 23% apres incubation avec 15mg/mL
de sevelamer comparativement a I’absence de sevelamer (7.92+0.47ug/mL vs
10.24+0.71pg/mL, p=0.0332) et de 25% comparativement a 3mg/ml de sevelamer
(7.92+0.47pug/mL vs 10.50£1.11pg/mL, p=0.0135). De la méme maniére, a pH 6, les
concentrations en pCS dans le filtrat sont réduites significativement de 26% apres incubation

avec 15mg/mL de sevelamer par rapport aux conditions sans sevelamer (7.65+0.86ug/mL vs
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10.27+0.59ug/mL, p=0.0029) et de 22% par rapport aux conditions a 3mg/mL en sevelamer
(7.65+£0.86pug/mL vs 9.8440.81pg/mL, p=0.0165).
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Figure 8. Effet du carbonate de sevelamer sur le pCS

Effet du carbonate de sevelamer a différentes concentrations (0, 3 et 15mg/mL) dans les conditions de pH étudic¢es
(pH non contr6lé, pH 8 et pH 6) sur le pCS a (a) 1pg/mL et (b) 10ug/mL. Sev, sevelamer ; CTL, contrdlé ; pCS,
p-Crésyl Sulfate. * p<0.05 vs Sev Omg/mL aux mémes conditions de pH, ** p<0.01 vs Sev Omg/mL aux mémes

conditions de pH, # p<0.05 vs Sev 3mg/mL aux mémes conditions de pH. Effet sur [’[AA

A lpg/mL en IAA (Figure 9.a), a pH 8 uniquement, les concentrations en IAA sont
significativement réduites de 8% aprés incubation avec 15mg/mL de sevelamer
comparativement a I’absence de sevelamer (0.89+0.13pg/mL vs 1.08+0.13pg/mL, p=0.0367)
et de 9% comparativement a 3mg/mL de sevelamer (0.89+0.13ug/mL vs 1.10+£0.07pug/mL,
p=0.0061).

Cependant, a 10pg/mL en IAA (Figure 9.b), a pH non contr6lé, nous constatons que les
concentrations en IAA dans le filtrat sont significativement réduites de 13% apres incubation
avec 15mg/mL de sevelamer comparativement a 3mg/ml de sevelamer (8.88+0.48ug/mL vs
10.16+£0.62ug/mL, p=0.0237). A pH 8, les concentrations en IAA dans le filtrat sont réduites
significativement de 26% apres incubation avec 15mg/mL de sevelamer par rapport aux
conditions sans sevelamer (7.41+0.27pg/mL vs 10.07+0.45pg/mL, p<0.0001) et de 27% par
rapport aux conditions & 3mg/mL en sevelamer (7.41£0.27pug/mL vs 10.19+0.45pg/mL,
p<0.0001). De la méme manicre, a pH 6, les concentrations en IAA dans le filtrat sont également
significativement diminuées de 39% apres incubation avec 15mg/mL comparativement a
I’absence de sevelamer (6.17+£0.58ug/mL vs 10.14+£0.65pug/mL, p<0.0001) et de 35%
comparativement a 3mg/mL en sevelamer (6.17+£0.58ug/mL vs 9.504+0.38ug/mL, p<0.0001).

Enfin, on peut remarquer qu’a 15mg/mL en sevelamer, a 10ug/mL en concentration
initiale en toxine (Figure 9.b), les concentrations en IAA dans le filtrat baissent de maniére

significative a pH 6 comparé aux conditions a pH non contrélée (p<0.0001). De la méme
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maniére, une diminution significative s’observe a pH 8 par rapport aux conditions a pH non

controlé (p=0.0154).
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Figure 9. Effet du carbonate de sevelamer sur I'IAA

Effet du carbonate de sevelamer a différentes concentrations (0, 3 et 15mg/mL) dans les conditions de pH étudic¢es
(pH non contrdlé, pH 8 et pH 6) sur I'IAA a (a) 1pg/mL et (b) 10ug/. Sev, sevelamer ; CTL, controlé ;

IAA, Indole Acide Acétique. **** p<0.0001 vs Sev Omg/mL aux mémes conditions de pH, # p<0.05 vs Sev
3mg/mL aux mémes conditions de pH, ##### p<0.0001 vs Sev 3mg/mL aux mémes conditions de pH, & p< 0.05,
o p<0.0001.

Effet sur I’'IS

A lpg/mL en IS (Figure 10.a), a pH non contrdlé, les concentrations en IS dans le filtrat
sont significativement réduites de 43% aprés incubation avec 15mg/mL de sevelamer
comparativement a I’absence de sevelamer (0.57+£0.09ug/mL vs 1.00+£0.08ug/mL, p<0.0001)
et de 34% comparativement a 3mg/ml de sevelamer (0.57+0.09ug/mL vs 0.87+0.01pg/mL,
p<0.0001). De la méme manicre, a pH 8, les concentrations en IS dans le filtrat sont réduites
significativement de 54% aprés incubation avec 15mg/mL de sevelamer par rapport aux
conditions sans sevelamer (0.49+0.02ug/mL vs 1.06+£0.08pug/mL, p<0.0001) et de 50% par
rapport aux conditions & 3mg/mL en sevelamer (0.49+0.02ug/mL vs 0.98+0.07pg/mL,
p<0.0001). A pH 6, les concentrations en IS dans le filtrat sont également significativement
diminuées de 51% aprés incubation avec 15mg/mL comparativement a I’absence de sevelamer
(0.49+0.06pg/mL vs 0.99+0.01pg/mL, p<0.0001) et de 45% comparativement a 3mg/mL en
sevelamer (0.49+0.06pug/mL vs 0.89+0.03pug/mL, p<0.0001).

A 10pug/mL en IS (Figure 10.b), a pH non contrdlé, les concentrations en IS dans le
filtrat sont significativement réduites de 44% apres incubation avec 15mg/mL de sevelamer
comparativement a 1’absence de sevelamer (5.59+0.44pg/mL vs 9.95+0.27pug/mL, p=0.0367).
A pH 8, les concentrations en IS dans le filtrat sont réduites significativement de 60% apres
incubation avec 15mg/mL de sevelamer par rapport aux conditions sans sevelamer
(3.99+£0.98ug/mL vs 10.04+0.42pg/mL, p=0.0035) et de 57% par rapport aux conditions a
3mg/mL en sevelamer (3.99+0.98ug/mL vs 9.20+£0.98ug/mL, p=0.0413). De la méme manicre,
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a pH 6, les concentrations en IS dans le filtrat sont également significativement diminuées de
58% aprés incubation avec 15mg/mL comparativement a [’absence de sevelamer
(4.29+0.79ug/mL vs 10.20+0.53pug/mL, p=0.0006) et de 52% comparativement a 3mg/mL en
sevelamer (4.29+0.79ug/mL vs 9.01+0.58ug/mL, p=0.0491).
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Figure 10. Effet du carbonate de sevelamer sur 1'IS
Effet du carbonate de sevelamer a différentes concentrations (0, 3 et 15mg/mL) dans les conditions de pH étudic¢es
(pH non contr6lé, pH 8 et pH 6) sur I’IS a (a) 1ug/mL et (b) 10pg/mL. Sev, sevelamer ; CTL, controlé ;
IS, Indoxyle Sulfate. * p<0.05 vs Sev Omg/mL aux mémes conditions de pH, ** p<0.01 vs Sev 0mg/mL aux mémes
conditions de pH, *** p<0.001 vs Sev Omg/mL aux mémes conditions de pH, **** p<0.0001 vs Sev Omg/mL aux
mémes conditions de pH, # p<0.05 vs Sev 3mg/mL aux mémes conditions de pH, ##### p<0.0001 vs Sev 3mg/mL
aux mémes conditions de pH.
2- Dosage des toxines urémiques dans la population FRENCH

Les caractéristiques des 78 patients a 1’inclusion (visite 1) sont répertoriées dans le
Tableau 5. L’age moyen des patients était de 63+13 ans, 55 (71%) étaient des hommes, le
DFG moyen était de 27+9mL/min/1.73m?, la concentration moyenne sérique en phosphate était
de 1.24+0.17mmol/L, la concentration sérique médiane en IS était de 3.57 (interquartiles (1Q),
1.32; 6.31) ug/mL, en pCS de 10.65 (IQ, 6.05 ; 17.69) pg/mL et en IAA de 1.02 (IQ, 0.58 ;
1.44) pg/mL. Les dosages des TU ont été effectués sur 71 sujets (34 du groupe placebo et 37
du groupe sevelamer), en effet certains sujets n’ont pas pu bénéficier des dosages pour des

raisons techniques. A I’inclusion, il n’existait pas de différence significative entre les patients

inclus dans le groupe placebo et ceux du groupe sevelamer.
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Tableau 5. Caractéristiques de la population FRENCH a I'inclusion

Total Placebo Sevelamer
p
n=78 n=39 n=39
Age (années) 63+ 13 6314 63+ 13 0.918
Sexe masculin, n (%) 55 (70.5%) 28 (71.8%) 27 (69.2%) 0.804
IMC (kg/m?) 28+5 28+5 28+5 0.969
DFG MDRD (mL/min/1.73m?) 27.0+9.1 28.1+9.9 254 £8.1 0.193
PAS (mmHg) 142 +£20 143 £20 141 £20 0.656
PAD (mmHg) 79+ 10 80+ 10 78 £ 10 0.528
Phosphate (mmol/L) 1.24+£0.17 1.25+£0.16 1.23+£0.18 0.705
Calcium (mmol/L) 2.34£0.11 2.33+0.11 235+0.11 0.486
Potassium (mmol/L) 48+0.6 4.8+0.6 473+0.6 0.647
Créatinine (umol/L) 234+ 76 227+ 75 241+ 79 0.379
Urée (mmol/l) 18+7 17+6 18+7 0.545
Albumine (g/L) 41.7+£34 41.5+3.7 419 +3.1 0.645
Glucose (mmol/L) 5449;6.7) 544.9;6.5) 54 (4.8;6.8) 0.912
PTH intacte (pg/mL) 97 (61 ;127) 103 (71 ; 141) 91 (58 ; 123) 0.169
CRP (mg/L) 3(2;8) 3(2:4) 5(3;10) 0.075
Triglycérides (mmol/L) 1.5(1.1;2.3) 1.7 (1.1 ;2.9) 1.5(1.0; 1.8) 0.301
Cholestérol total (mmol/l) 47+1.1 47+£1.0 47+12 0.522
HDL cholesterol (mmol/L) 14+0.5 14+0.5 14+0.5 0.547
LDL cholesterol (mmol/L) 25+1.0 24+1.0 26=+1.0 0.430
Hémoglobine (g/dL) 12614 125+1.3 12.7+1.5 0.407

Indoxyle sulfate (pg/mL)*

0.119 p-crésyl sulfate (ng/mL)*
0.681 3-indole acide acétique (ng/mL)*

1.44) 0812

3.57(1.32;6.31)
10.65 (6.05 ; 17.69)
1.02 (0.58 ; 1.44)

3.45(1.07 ; 5.61)
10.34 (5.12 ; 21.00)
0.96 (0.59 ; 1.47)

426 (1.77 ; 7.35)
11.34 (7.82 ; 16.44)

1.08 (0.57 ;

Les données sont exprimées en moyennes + I’écart type pour les variables suivant une distribution normale, en médiane
(rangs interquartiles) pour les variables ne suivant pas une distribution normale. IMC, Indice de Masse Corporelle ;
DFG, Débit de Filtration Glomérulaire ; MDRD, Modifcation of Diet in Renal Disease ; PAS, Pression Artérielle
Systolique ; PAD, Pression Artériclle Diastolique ; CRP, Protéine C réactive ; HDL, High Density Lipoprotein ; LDL,
Low Density Lipoprotein. * : placebo, n=34 ; sevelamer, n=37.
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Aprés 12 semaines de traitement, 8 DFG constant, le groupe sevelamer et le groupe placebo ne
différaient pas de manicre significative dans 1’évolution des concentrations de phosphate
(p=0.204), de pCS (p=0.302), d’IS (p=0.308) et d’IAA (p=0.053) comme on peut le voir en
Figure 11. Ces paramétres n’ont pas ét¢é modifiés de maniére significative dans aucun des

groupes, cependant pour I’AA, la différence était a la limite de la significativité.

Tableau 6. Evolution dans le temps du phosphate et des TU pendant la période d'étude

Toxines Visite 1 (V1) Visite 5 (V5) V5-V1

Phosphate (mmol/L)

Placebo 1.25+0.16 1.26 £0.19 0.01 £0.16

Sevelamer 1.23 £0.18 1.20+0.19 -0.04 £ 0.20

pCS (ng/mL)

Placebo 10.34 (5.12;21.00)  11.69 (7.97 ; 25.37) 1.97 (-1.33; 7.89)

Sevelamer 11.34 (7.82;16.44) 11.17 (8.89 ; 16.13) -0.12 (-2.70 ; 4.30)

IS (ng/mL)

Placebo  3.45(1.07;5.61) 3.46 (1.65;9.99) 0.38 (-0.36 ; 4.39)
Sevelamer  4.26 (1.77 ; 7.35) 3.84(2.10; 7.49) 0.26 (-0.85; 2.20)
TAA (pg/mL)
Placebo  0.96 (0.59 ; 1.47) 0.99 (0.58 ; 1.65) 0.05 (-0.07 ; 0.16)
Sevelamer  1.08 (0.57 ; 1.44) 0.92 (0.57 ; 1.44) -0.06 (-0.12; 0.05)

Les données sont exprimées en moyennes + 1’écart type pour le phosphate et en médiane (rangs interquartiles)
pour le pCS, I'ISA et 'TAA. pCS, p-Crésyl Sulfate ; IS, Indoxyle Sulfate ; [AA, Indole Acide Acétique.

En effet, pour le phosphate, dans le groupe placebo, la moyenne d’évolution des
concentrations ¢était de 0.01+0.16mmol/L pour wune concentration moyenne de
1.26+0.19mmol/L a la fin de I’étude. Dans le groupe sevelamer, la moyenne d’évolution des
concentrations ¢tait de -0.04£0.20mmol/L pour une concentration moyenne de

1.20+0.19mmol/L aprées 12 semaines de traitement (Tableau 6, Figure 11.a).

Pour le pCS dans le groupe placebo, la médiane d’évolution des concentrations était de
1.97 (1Q, -1.33 ; 7.89) ug/mL pour une concentration médiane de 11.69 (1Q, 7.97 ; 25.37) ug/mL
a la fin de I’étude. Dans le groupe sevelamer, la médiane d’évolution des concentrations était
de -0.12 (IQ, -2.70 ; 4.30) ug/mL pour une concentration médiane de
11.17 (IQ, 8.89 ; 16.13) ng/mL apres 12 semaines de traitement (Tableau 6, Figure 11.b).
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Pour I’'TAA, dans le groupe placebo, la médiane d’évolution des concentrations était de
0.05 (IQ, -0.07 ; 0.16) pg/mL pour une concentration médiane de 0.99 (1Q, 0.58 ; 1.65) pg/mL
a la fin de I’étude. Dans le groupe sevelamer, la médiane d’évolution des concentrations était
de -0.06 (IQ, -0.12 ; 0.05) pg/mL pour une concentration médiane de 0.92 (1Q, 0.57 ; 1.44)

pg/mL aprés 12 semaines de traitement (Tableau 6, Figure 11.c).

Enfin, pour I’'IS, dans le groupe placebo, la médiane d’évolution des concentrations était
de 0.38 (IQ, -0.36 ; 4.39) pg/mL pour une concentration médiane de 3.46 (IQ, 1.65 ; 9.99)
pg/mL a la fin de I’étude. Dans le groupe sevelamer, la médiane d’évolution des concentrations
¢tait de 0.26 (IQ, -0.85 ; 2.20) pg/mL pour une concentration médiane de 3.84 (1Q, 2.10 ; 7.49)
pug/mL apres 12 semaines de traitement (Tableau 6, Figure 11.d).
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Figure 11. Evolution des concentrations sériques en phosphate et TU aprés 12 semaines de traitement
Evolution des concentrations en (a) phosphate, (b) pCS, (c) IAA et (d) IS aprés 12 semaines de traitement par
carbonate de sevelamer ou placebo. pCS, p-Crésyl Sulfate ; IAA, Indole Acide Acétique ; IS, Indoxyle Sulfate.
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E- Discussion
Ce travail comportant une partie in vitro et une partie clinique a permis d’évaluer I’impact du
carbonate de sevelamer sur la chélation de trois TU que sont le pCS, I’'IS et I'TAA.
L’évaluation in vitro a montré un effet du carbonate de sevelamer sur les trois toxines, mais pas
sur I’indole et le p-crésol, les précurseurs. Ces résultats n’ont pas été confirmés dans une étude

clinique méme si une tendance a été retrouvée pour '[AA.

Dans un premier temps, pour ce qui est de la partie in vitro, nous avons créé¢ des
conditions expérimentales optimales, ¢’est-a-dire que nous avons vérifié que les filtres utilisés
ne retenaient pas les TU et leurs précurseurs. Puis, dans un souci de contrdle du pH des
conditions expérimentales, nous avons décidé de réaliser 1’expérience aux pH 6 et 8, qui sont
les extrémités des pH physiologiques que I’on retrouve au niveau intestinal (63,64). Enfin, nous
avons vérifié I’activité de notre solution de carbonate de sevelamer sur le phosphate, car pour
rappel, le carbonate de sevelamer est un médicament a mécanisme d’action local, utilis¢ en

thérapeutique afin de chélater les phosphates intestinaux (49).

Dans la littérature, une seule étude a évalué 1’effet in vitro du sevelamer, sur certaines
TU et leurs précurseurs, ces résultats ont été uniquement rapportés en poster (65). Dans ces
travaux De Smet et al. étudient ’effet de I’hydrochloride de sevelamer (a 2.5mg/mL) a
différents pH (4, 7 et 8) sur le tryptophane, 1’indole, le p-crésol, I’IS et le phosphate et en
concluent que I’hydrochloride de sevelamer permet la chélation de ’indole, du p-crésol, de I’IS
et du phosphate quelles que soient les conditions de pH (65). A I'inverse, nous n’avons pas
démontré d’effet du carbonate de sevelamer sur les précurseurs, I’indole et le p-crésol.
Cependant, De Smet et al. travaillaient avec des concentrations en indole prés de 40 a 400 fois
plus élevées que les notres, tandis que les concentrations en p-crésol étaient de 7ug/mL,

concentration qui n’est pas si différente des notres (1 et 10pg/mL).

Parmi nos conditions expérimentales, les conditions optimales de chélation des TU par
le carbonate de sevelamer €taient a forte concentration en TU (10pug/mL), sauf pour I’'IS dont la
concentration diminue également a 1pg/mL en présence de sevelamer. Ces mémes résultats ont
été retrouvés par De Smet ef al. (65). De la méme maniére, une forte concentration en carbonate
de sevelamer (15mg/mL) permet une chélation optimale. On peut également remarquer que les
conditions de pH jouent un role dans la chélation de I'TAA. En effet, a pH 6 et/ou 8, la chélation

de cette toxine est significativement plus importante qu’a pH non controlé
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(pH=12 & 15mg/mL en sevelamer a pH non contr6l¢). L’équipe de De Smet n’a pas précisé
quels pH étaient optimums dans la chélation des composés étudiés (65). Ces résultats rejoignent
les résultats obtenus pour le phosphate dont la chélation par le carbonate de sevelamer semble
étre plus importante a pH 6 qu’a pH 8 (p=0.1010 a 3mg/mL en

sevelamer et p=0.0958 a 15mg/mL) et qu’a pH non contr6lé. Cela correspond également a ce
que I’on peut retrouver dans la littérature (66). En effet, le pKa du carbonate de sevelamer étant
de 9.5 (66) et sa forme dite « active » étant la forme protonée (NH3"), ¢’est a des pH inférieurs
ou égaux a 8.5 que I’on trouvera pres de 100% de forme protonée active de sevelamer, ce qui
explique une chélation plus importante a pH 6 et 8 des TU et du phosphate par rapport a pH
non contrélé (pH=12). Si ’on tient également compte des pKa des TU et du phosphate cela
explique que pour le phosphate (pKal=2.15 ; pKa2=7.2 ; pKa3=12.3) et 'TAA (pKa=4.7) il
existerait une chélation plus importante a pH 6 qu’a pH 8 contrairement a I’'IS et au pCS qui

sont des acides forts (pKa négatifs) (60).

Afin de tenter d’expliquer la chélation ou non de nos toxines et précurseurs, nous nous
sommes intéressés aux structures chimiques de nos molécules (Figure 12). Il se pourrait ainsi
que les groupements sulfates (R-HSO4) de I’'IS et du pCS se comportent de la méme maniére
que le phosphate (HPO4*) vis-a-vis du sevelamer. L’TAA quant a lui posséde une fonction acide
carboxylique (R-COOH), comme les acides biliaires qui sont également chélatés par le
sevelamer (67). Nos précurseurs quant a eux ne possedent aucun de ce type de groupement et

sont constitués principalement (p-crésol) ou uniquement (indole) de cycles.
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Figure 12. Mécanisme de chélation du carbonate de sevelamer de I'IS, du pCS et de I'TAA
Meécanisme de chélation du carbonate de sevelamer de (a) I’IS et du pCS et (b) de I'TAA. IS, Indoxyle Sulfate ;
pCS, p-Crésyl Sulfate ; IAA, Indole Acide Acétique.

Les résultats de I’étude clinique — étude interventionnelle, multicentrique, randomisée
en double aveugle, versus placebo — chez des patients en IRC de stade 3b et 4 (selon les criteres
KDOQI) n’ont pas montré de différence significative entre le groupe placebo et le groupe
sevelamer apres 12 semaines dans 1’évolution des concentrations sériques de phosphate, de
pCS, d’IS et d’TAA, méme si ce dernier tend a diminuer. Cependant, cette diminution est a
pondérer, en effet, il s’agit d’une baisse de concentration médiane en [AA de
-0.06 (1Q, -0.12 ; 0.05) pg/mL pour une concentration médiane initiale de 1.08 (IQ, 0.57 ; 1.44)
pg/mL soit une baisse d’un peu plus de 5% de la concentration initiale, quid de la relevance
clinique ? Peut-étre qu’a des stades plus avancés de MRC dans lesquels les concentrations
sériques en IAA peuvent atteindre presque 10pg/mL (stade 5), I’effet du sevelamer pourrait étre
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plus important, tant sur le pourcentage de réduction des concentrations sériques que sur 1’effet
clinique. En effet, I’effet minime sur les concentrations d’IAA dans notre étude en comparaison
avec les résultats expérimentaux in vitro, peut étre di au fait que les concentrations d’IAA chez
ces patients a un stade modéré a sévere de la maladie ne sont pas suffisantes pour démontrer un
effet plus marqué. Par rapport aux doses de sevelamer utilisé€es in vitro, il est difficile d’estimer
si la concentration de sevelamer au niveau intestinal chez ’homme est la méme — bien que nous
ayons tenté¢ d’utiliser des concentrations rationnelles, compte tenu de la posologie de ce

médicament — or nous avons vu in vitro que ces effets étaient doses dépendants.

Une étude sur des souris urémiques n’a pas montrée de diminution significative des
concentrations sériques d’IAA et d’IS aprés 8 semaines de traitement par sevelamer, la
concentration sériques en phosphates était quant-a-elle diminuée a la fin de cette période (68).
De rares études cliniques ont évalué I’impact potentiel du sevelamer sur certaines toxines
urémiques et les résultats publiés semblent contradictoires. Dans une étude transversale et
observationnelle non-comparative, Guida ef al. se sont intéressés aux concentrations sériques
de pCS de 57 patients en dialyse péritonéale (45 en hyperphosphatémie dont 29 étaient traités
par hydrochloride de sevelamer et 16 recevaient un autre chélateur intestinal de phosphate ; 12
normophosphatémiques, n’étaient pas traités) (69). Les résultats n’ont montré aucune différence
significative entre le groupe sevelamer vs sans traitement et le groupe sevelamer vs autre
chélateur intestinal de phosphate (69). Une autre étude observationnelle, noncomparative, de
2017 s’est intéressée a 1’évolution des concentrations sériques d’IS et de pCS chez 5 patients
hémodialysés pendant 12 semaines de traitement par hydrochloride de sevelamer et a ainsi
montré une diminution significative de la concentration sérique en pCS a 3 mois mais aucune
différence significative pour I’IS bien qu’a 3 mois elle présentait une tendance a la baisse (59).
Cependant, le nombre de patients était tres faible. La seule étude controlée retrouvée sur le sujet
date de 2010, Brandenburg et al. dans une étude interventionnelle en cross-over (type A-B-A)
ont inclus 57 patients hémodialysés qui ont recu pendant 8 semaines de I’hydrochloride de
sevelamer (période A) entre deux périodes de 8 semaines (périodes B) sous un autre chélateur
intestinal de phosphate (70). Quarante et un patients ont complété I’étude et a I’issue des 8
semaines de sevelamer aucun changement des concentrations sériques n’avait été observé pour
I’'TAA et I’'IS. Le pCS quant a lui voyait sa concentration augmenter de maniére significative
(70). 11 faut noter que ces études étaient toutes réalisées chez des patients dialysés avec des
effectifs peu importants, la méthodologie de ces études était critiquable puisqu’il ne s’agissait
pas d’études randomisées en groupes paralléles contre placebo.
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Le sevelamer n’a qu’une action locale au niveau intestinal et n’est pas absorbé par
I’organisme, il ne peut interagir en théorie, a cet endroit, qu’avec les substances présentes au
niveau intestinal. Or, il est supposé que ce sont I’indole et le p-crésol, les précurseurs et 'TAA
(TU dont la synthese se fait au niveau intestinal) que I’on retrouve a cet endroit, contrairement
au pCS et a I’'IS qui proviennent d’un métabolisme hépatique (18,49). Ainsi, le sevelamer ne
devrait donc entrainer la diminution des concentrations sériques que de I’IAA puisque nous
avons démontré in vitro que le carbonate de sevelamer n’avait pas d’action sur les précurseurs
que sont le p-crésol et I’indole. En effet, dans I’étude FRENCH, il n’a pas été montré de
diminution significative des concentrations en pCS et IS dans le groupe sevelamer, alors qu’une
tendance était trouvée pour I’'ITAA. Dans la littérature seule 1’é¢tude de Bradenburg et al. évalue
I’évolution des concentrations en IAA mais ne retrouve pas de résultat significatif. Cependant
cette étude était peu robuste du fait de son caractére monocentrique, d’'un nombre de sujet limité,
d’un design non optimal et d’un comparateur actif. Lin et al. (59) suggérent que le sevelamer
serait capable de diminuer les concentrations sériques en pCS, cependant notre étude in vitro
n’a pas montré d’efficacité du sevelamer a chélater son précurseur intestinal, le p-crésol. Bien
qu’il n’existe aucune donnée sur la présence de pCS au niveau intestinal, une publication fait
référence a la détoxification des phénols (comme le p-crésol) au niveau de I’intestin par des
procédés de sulfatation (71). Ces données soutiennent ainsi la possibilit¢ que le sevelamer
pourrait agir sur la concentration sérique en pCS. Enfin, une autre hypothése peut étre émise
s’il s’avere que le sevelamer ne chélate pas le p-crésol — précurseur du pCS — mais entraine tout
de méme une diminution de sa concentration sérique comme le suggere Lin et al. (59), c’est

I’existence d’un cycle entéro-hépatique de cette toxine.

Ce travail comporte cependant quelques limites, notamment en in vitro, le pCS a
lug/mL est utilisé a une concentration proche de la limite inférieure de quantification de la
méthode de dosage. De plus, la technologie HPLC-UV ne permet pas de s’affranchir
d’interférences analytiques. Pour ce qui est de la partie étude clinique, bien que la méthodologie
de D’étude soit robuste (interventionnelle, multicentrique, comparative versus placebo,
randomisée, en double aveugle), il faut cependant relever que les patients étaient a des stades

d’IRC pour lesquels les concentrations en TU sont faibles.
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F- Conclusion et Perspectives
Nous avons montré qu’in vitro le carbonate de sevelamer était capable de chélater I'TAA, I’'IS
et le pCS, TU d’origine intestinale mais pas 1’indole et le p-crésol, leur précurseur. L’étude
clinique quant a elle n’a pas permis d’observer de changement significatif des concentrations
de ces TU aprés 12 semaines de traitement par sevelamer chez des sujets en IRC de stades 3b
et 4 (selon les critéres KDOQI), bien que les concentrations en [AA tendent & diminuer. La
capacité de ces TU a augmenter la morbi-mortalité cardiovasculaire et la progression de la MRC
en fait des molécules d’intérét dans la prise en charge de cette maladie. Compte tenu des limites
de ce travail, il est prévu par la suite avec le Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du
CHU Amiens-Picardie, d’optimiser la méthode de dosage afin d’améliorer la sensibilité de la
méthode, de diminuer la durée d’analyse et d’augmenter le nombre de TU analysables. 11 serait
¢galement intéressant d’évaluer la capacité de chélation du sevelamer sur des concentrations en
précurseurs plus importantes. Pour ce qui est de la partie clinique, un essai randomisé,
multicentrique sur des patients en IRC terminale avec des concentrations sériques plus élevées
en TU pourrait permettre d’évaluer I’impact d’un traitement par sevelamer dans ce contexte
clinique. Enfin, des études chez I’animal nous permettraient de compléter ce travail, notamment
pour tenter d’évaluer la présence et la concentration de ces toxines et précurseurs au niveau

intestinal, ainsi que 1’existence d’un cycle entéro-hépatique.
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Abstract: High serum levels of gut-derived uremic toxins, especially p-cresyl sulfate (pCS), indoxyl sulfate (IS)
and indole acetic acid (IAA), have been linked to adverse outcomes in patients with chronic kidney disease
(CKD). Sevelamer carbonate could represent an interesting option to limit the elevation of gut-derived uremic
toxins. The aim of the present study was to evaluate the adsorptive effect of sevelamer carbonate on
different gut-derived protein-bound uremic toxins or their precursors in vitro, and its impact on the serum
levels of pCS, IS and IAA in patients with CKD stage 3b/4. For the in vitro experiments, IAA, p-cresol (precursor
of pCS) and indole (precursor of IS), each at a final concentration of 1 or 10 ug/mL, were incubated in
centrifugal 30 kDa filter devices with 3 or 15 mg/mL sevelamer carbonate in phosphate-buffered saline at a
pH adjusted to 6 or 8. Then, samples were centrifuged and free uremic toxins in the filtrates were analyzed.
As a control experiment, the adsorption of phosphate was also evaluated. Additionally, patients with stage
3b/4 CKD (defined as an eGFR between 15 and 45 mL/min per 1.73 m?) were included in a multicenter,
double-blind, placebo-controlled, randomized clinical trial. The participants received either placebo or
sevelamer carbonate (4.8 g) three times a day for 12 weeks. The concentrations of the toxins and their
precursors were measured using a validated high-performance liquid chromatography method with a diode
array detector. In vitro, regardless of the pH and concentration tested, sevelamer carbonate did not show
adsorption of indole and p-cresol. Conversely, with 10 ug/mL IAA, use of a high concentration of sevelamer
carbonate (15 mg/mL) resulted in a significant toxin adsorption both at pH 8 (mean reduction: 26.3 * 3.4%)
and pH 6 (mean reduction: 38.7 + 1.7%). In patients with CKD stage 3b/4, a 12-week course of treatment with
sevelamer carbonate was not associated with significant decreases in serum pCS, IS and IAA levels (median
difference to baseline levels: -0.12, 0.26 and -0.06 ug/mL in the sevelamer group vs. 1.97, 0.38 and 0.05
ug/mL in the placebo group, respectively). Finally, in vitro, sevelamer carbonate was capable of chelating a
gut-derived uremic toxin IAA but not p-cresol and indole, the precursors of pCS and IS in the gut. In a well-
designed clinical study of patients with stage 3b/4 CKD, a 12-week

Toxins 2019, 11, 279; doi:10.3390/toxins11050279 www.mdpi.com/journal/toxins
course of treatment with sevelamer carbonate was not associated with significant changes in the serum
concentrations of pCS, IS and 1AA.

Keywords: sevelamer; uremic toxins

Key Contribution: In vitro, sevelamer carbonate was capable of chelating a gut-derived uremic toxin IAA but
not p-cresol and indole, the precursors of pCS and IS in the gut. In predialysis patients, sevelamer carbonate
was not associated with significant changes in the serum concentrations of pCS, IS and IAA.



http://www.mdpi.com/journal/toxins
https://orcid.org/0000-0002-0186-4797
https://orcid.org/0000-0003-2514-4193
https://orcid.org/0000-0001-6757-1906
https://orcid.org/0000-0001-6757-1906
https://orcid.org/0000-0002-9707-7199
https://orcid.org/0000-0002-9707-7199
https://orcid.org/0000-0001-5384-9006
http://dx.doi.org/10.3390/toxins11050279
http://dx.doi.org/10.3390/toxins11050279
http://dx.doi.org/10.3390/toxins11050279
http://www.mdpi.com/journal/toxins
http://www.mdpi.com/journal/toxins
http://www.mdpi.com/journal/toxins
http://www.mdpi.com/journal/toxins
http://www.mdpi.com/journal/toxins

Toxins 2019, 11,279 20f 12
1. Introduction

Patients with late-stage chronic kidney disease (CKD) are permanently exposed to uremic toxins as a
result of progressive nephron loss and dietary protein metabolites. These toxins also have a role in the
development of uremia-related complications, such as cardiovascular and brain disorders. Uremic toxins can
be classified into three classes as a function of their molecular weight: Small, water-soluble molecules (e.g.,
urea and creatinine), middle molecules (e.g., beta-2-microglobulin) and protein-bound uremic toxins [1].
Alternatively, toxins can be classified according to their origin (microbiota-derived or not) [2]. Indeed, the
uremic toxins indoxyl sulfate (IS), indole acetic acid (IAA) and p-cresyl sulfate (pCS) emanate from the gut
microbiota’s metabolism of indole and p-cresol that are derived from tryptophan and tyrosine respectively.
While IS and pCS are liver metabolites, IAA can be produced directly in the intestine before being absorbed
[3]. 1S, IAA and pCS are mainly cleared from the body by urinary excretion, but both biliary excretion and
intestine secretion are possible and can be strengthened in the case of renal deficiency [4-6]. Moreover, the
most part of p-cresol metabolites (and other phenolic compounds) excreted in the bile is known to undergo
enterohepatic circulation [7].

These microbiota-derived compounds have emerged as a major subclass of protein-bound uremic toxins;
they are thought to have a negative impact on the kidney, insulin resistance and might also be involved in the
pathogenesis of vascular disease [8]. Indeed, high circulating levels of IS, IAA and pCS have been linked to an
elevated incidence of cardiovascular events [9-12]. Due to the potential toxicity of high levels of uremic toxins,
preventing the latter’s accumulation might be a promising way of reducing the complications associated with
CKD. This could potentially be achieved by reducing the production of toxins and/or by accelerating their
elimination [13]. In Japan, the orally administered charcoal adsorbent AST-120 (Kremezin, Kureha Chemical
Industry, Tokyo, Japan) has been used to adsorb uremic toxins [14], although its clinical impact requires further
evaluation. The poly(allylamine) phosphate binder sevelamer carbonate is used to limit hyperphosphatemia in
CKD patients. When taken with meals, the polymer binds dietary phosphate and prevents its absorption.
Sevelamer carbonate is not absorbed from the gut, and thus has a solely local action. It is partially ionized in
the bowel, and interacts with phosphate through ionic and hydrogen bonds. When bound to phosphate, other
molecules (including uric acid [15], bile acids [16], vitamin C, vitamin K, folic acid [17], ciprofloxacin [18] and
levothyroxine [19]) can also be adsorbed by sevelamer. Given the presence of indole, cresol and IAA in the gut,
in the case of CKD, sevelamer may therefore constitute a valuable means of limiting the accumulation of gut-
derived compounds. Only one abstract publication has reported on sevelamer hydrochloride’s ability to adsorb
the uremic toxins IS, indole and p-cresol in the intestinal lumen [20]. However, the few preclinical and clinical
studies of sevelamer’s effect on gut-derived uremic toxins has given inconclusive, conflicting results [20-22].
Furthermore, Brandenburg et al. observed a significant rise in serum p-cresol levels in dialyzed patients treated
with the sevelamer group [21]. Given that these data have not been confirmed, we decided to evaluate
sevelamer’s effect on uremic toxins in pre-dialysis patients (i.e., when toxins levels were lower).

Hence, the objective of the present study was to evaluate i) the adsorption effect in vitro of sevelamer
carbonate on one gut-derived protein-bound uremic toxins IAA and on the precursor of pCS named p-cresol
and precursor of IS named indole and ii) the impact of sevelamer carbonate on uremic toxins levels in the
serum of patients with CKD included in a multicenter, double-blind, placebo-controlled, parallel-group,
randomized clinical trial.

2. Results

2.1. The Impact of Sevelamer In Vitro

In the absence of sevelamer (and regardless of the pH and concentration tested), there were no
significant differences in the concentration of p-Cresol, Indole and IAA in filtered versus non-filtered samples
(Supplementary Figure S1).

After incubation with sevelamer, a significant decrease (relative to a control without sevelamer) in the
filtrates’ phosphorus concentration was observed at both pH 8 (mean + SD reduction: 20.7 + 7.6% with 3
mg/mL sevelamer, and 74 + 3.5% with 15 mg/mL sevelamer) and pH 6 (mean reduction:

78.7 + 2.4% with 3 mg/mL, and 93.7 + 0.7% with 15 mg/mL) (Supplementary Figure S2).

With regard to the precursors, neither 3 nor 15 mg/mL sevelamer had any effect on the filtrate
concentration of p-cresol (Figure 1a,b) or indole (Figure 1c,d) at either of the initial precursor concentrations
(1 or 10 pg/mL) and at pH 8 or pH 6. With regard to IAA, 3 mg/mL of sevelamer did not show a significant effect
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on the filtrate concentration of IAA (Figure 1e,f) at either of the initial toxin concentrations (1 or 10 ug/mL)
and at pH 8 or pH 6. With 15 mg/mL of sevelamer and an initial toxin concentration of 1 pg/mL, there were
low reductions (mean reduction: 11.5 + 1.6% at pH 8 and 15 + 17% at pH 6) in the initial concentration of IAA
(Figure 1e). Conversely, with 15 mg/mL of sevelamer and an initial toxin concentration of 10 pug/mL, the
concentration of IAA (Figure 1f) in the filtrates

was significantly reduced (relative to a control without sevelamer) at both pH 8 (mean reduction: 26.3 + 3.4%)
and pH 6 (mean reduction: 38.7 + 1.7%). At a starting concentration of 10 pg/mL, IAA was adsorbed more
significantly by 15 mg/mL of sevelamer than by 3 mg/mL of sevelamer (Figure 1f), at both pH 8 (mean
reduction: 27.2 £ 4.2%, respectively, relative to 3 mg/mL of sevelamer) and pH 6 (mean reduction: 34.2 +5.1%
respectively, relative to 3 mg/mL sevelamer). In addition, the incubation of 10 pg/mL IAA with 15 mg/mL of
sevelamer was associated with significantly higher adsorption at pH 6 than at pH 8 (mean reduction, relative
to control without sevelamer: 38.7 + 1.7% at pH 6, and 26.3 + 3.4% at pH 8; Figure 1f).
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Figure 1. Sevelamer carbonate does not adsorb p-Cresol and Indole but significantly adsorbs IAA at a high
concentration. Concentration in the filtrates of p-cresol (a,b); indole (c,d) and 1AA (e,f) with 0, 3 or 15 mg/mL
sevelamer carbonate, at pH 8 or 6, with 1 ug/mL (a, c and e) or 10 pg/mL (b, d and f) initial concentration.
Data are expressed as the mean + SD (n = 3—4). *** p < 0.001 vs. Sev 0 mg/mL same pH condition, **** p <
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0.0001 vs. Sev 0 mg/mL same pH condition, # p < 0.05 vs. Sev 3 mg/mL same pH condition, ### p < 0.0001 vs.
Sev 3 mg/mL same pH condition, X p < 0.05. Abbreviations: IAA, indole acid acetic; Sev, Sevelamer.

2.2. Impact of Sevelamer in Chronic Kidney Disease Patients

The baseline characteristics of randomized patients is summarized in Table 1; the sevelamer and placebo
groups did not differ significantly. The mean + SD age was 63 + 13, 71% of the participants were male, the
mean serum phosphorus level was 1.24 + 0.17 mmol/L, and the mean eGFR was
27 £ 9 mL/min per 1.73 m2. The median (IQR) toxin level was 3.57 (1.32; 6.31) pug/mL for IS, 10.65 (6.05; 17.69)
pg/mL for pCS and 1.02 (0.58; 1.44) pug/mL for IAA.

Table 1. Baseline characteristics of the randomized study participants.

All Placebo n= Sevelamer n=
Variables n=78 39 39 p
Age (years) 6313 63+14 63+13 0.918
Male gender, n (%) 55 (70.5%) 28 (71.8%) 27 (69.2%) 0.804
GFR MDRD (mL/min per 1.73 m?) 27.0+9.1 28.1+9.9 25481 0.193
Serum phosphorus (mmol/L) 1.24+0.17 1.25+0.16 1.23+0.18 0.705
Serum calcium (mmol/L) 2.34+0.11 2.33+0.11 2.35+0.11 0.486
Serum creatinine (umol/L) 234+ 76 227 +75 24179 0.379
Serum albumin (g/L) 41.7+3.4 415+3.7 419+3.1 0.645
Serum intact PTH (pg/mL) 97 (61; 127) 103 (71; 141) 91 (58; 123) 0.169
Table 1. Cont.
All Placebo n= Sevelamer n=
Variables n=78 39 39 P
Serum total cholesterol (mmol/L) 47+1.1 4.7+1.0 47+1.2 0.522
Serum LDL cholesterol (mmol/L) 25+1.0 24+10 2.6+1.0 0.430
Serum indoxyl sulfate (ug/mL) * 0.53 +
0.29 pg/mL in healthy adults * [23] 3.57(1.32; 6.31) 3.45 (1.07; 5.61) 4.26 (1.77; 7.35) 0.119

Serum p-cresyl sulfate (ug/mL) * 1.9 +

1.3 pug/mL in healthy adults * [23] 10.65 (6.05;17.69)  10.34(5.12;21.00)  11.34(7.82;16.44)  0.681

Serum indole acetic acid (ug/mL) * 0.5 =

0.3 ug/mL in healthy adults 23] 1.02(0.58;1.44)  0.96 (0.59; 1.47) 1.08 (0.57; 1.44) 0.812

Data are quoted as the mean + SD for normally distributed variables, the median (interquartile range) for non-normally
distributed variables, or the number (percentage) for qualitative variables. GFR MDRD: Glomerular filtration rate estimated
using the Modification of Diet in Renal Disease equation; FGF23, fibroblast growth factor 23; RU, relative units; PTH,
parathyroid hormone. * Available for 72 patients (placebo group: n = 35; sevelamer group: n = 37). # [23].

As reported in the original article, there were no statistically significant differences between the
sevelamer and placebo group in the changes in serum levels of C-terminal FGF23, intact FGF23, a-klotho, and
phosphate [24]. However, the urinary phosphate-to-creatinine ratio and total and LDL cholesterol levels fell
significantly in the sevelamer group but remained stable in the placebo group. In the intention-to-treat
population, the mean adherence rate was 88% in the placebo group and 86% in the sevelamer group [24].

Seventy two of the 78 randomized patients had a complete set of assay data for IAA, IS and pCS at
inclusion and at the end-of-study visit. After 12 weeks of treatment, the placebo and sevelamer groups did
not differ significantly (after correction for the eGFR) in the median change in serum levels of phosphorus (p
=0.204), pCS (p = 0.302), IS (p = 0.308) and IAA (p = 0.053) (Figure 2 and Table 2). The intergroup difference
for IAA was closest to the significance threshold.

Table 2. Change over time in clinical biochemistry parameters during the study period.
Toxin Visit 1 (V1) Visit 5 (V5) V5-v1

Phosphorus (mmol/L)
Placebo 1.25+0.16 1.26 +0.19 0.01+0.16
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Sevelamer

1.23+0.18

1.20+0.19

-0.04+0.20

pCS (ug/mL) Placebo

Sevelamer

10.34 (5.12; 21.00)
11.34 (7.82; 16.44)

11.69 (7.97; 25.37)
11.17 (8.89; 16.13)

1.97 (-1.33; 7.89)
-0.12 (-2.70; 4.30)

IS (ug/mL) Placebo

Sevelamer

3.45 (1.07; 5.61)
4.26 (1.77; 7.35)

3.46 (1.65; 9.99)
3.84 (2.10; 7.49)

0.38 (-0.36; 4.39)
0.26 (-0.85; 2.20)

1AA (ug/mL) Placebo

Sevelamer

0.96 (0.59; 1.47)
1.08 (0.57; 1.44)

0.99 (0.58; 1.65)
0.92 (0.57; 1.44)

0.05 (-0.07; 0.16)
-0.06 (-0.12; 0.05)

50f 12

Data are quoted as the mean * SD for normally distributed variables, and the median (interquartile range) for non-normally
distributed variables. pCS, p-cresyl sulfate; IS, indoxyl sulfate; IAA, indole acetic acid.
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Figure 2. The absence of a significant sevelamer versus placebo difference in serum levels of phosphate and
uremic toxins. Changes in serum levels of (A) phosphate, (B) p-cresylsulfate, (C) indoxyl sulfate and (D) serum
indole acetic acid. Dots in Figure 2B,D represents outlier patients.

3. Discussion

Our combination of in vitro experiments and a clinical study was designed to investigate the ability of
sevelamer carbonate to adsorb different gut-derived protein bound uremic toxins or their precursors in vitro,
and its impact on the serum levels of pCS, IS and IAA in patients with CKD stage 3b/4. Our in vitro results
showed that sevelamer carbonate was able to adsorb IAA but not p-Cresol and Indole, the gut precursors of
pCS and IS. In a well-designed clinical study of patients with stage 3b/4 CKD, we did not observe a statistically
significant sevelamer versus placebo difference in the change in concentrations of these uremic toxins over 12
weeks of treatment. However, there was a non-significant trend for the change in the IAA concentrations.

In the in vitro incubation experiments, we used a filtration device with a 30 kDa pore size; this retained
the sevelamer polymer but not the uremic toxins and their precursors. Next, in order to control for a possible
effect on pH, we carried out the experiments at pH 6 and pH 8, i.e., the physiological pH values in the intestine
[25,26]. As a positive control, we confirmed the ability of a sevelamer carbonate solution to chelate
phosphorus, as in the intestine. If we focused on chemical structures of tested molecules to explain in vitro
results, I1AA has a carboxylic acid function, such as bile acids, which are also chelated by sevelamer [16],
however the precursors do not present any type of chemical group that could be chelated by sevelamer. The
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in vitro effect of sevelamer on certain uremic toxins and their precursors has been reported in abstract form
only [21]. Indeed, De Smet et al. studied the effect of 2.5 mg/mL sevelamer hydrochloride on levels of
tryptophan, indole, p-cresol, IS and phosphate at pH 4, 7 and 8. They concluded that regardless of the pH value,
sevelamer hydrochloride chelated indole, p-cresol, IS, and phosphate [21]. In contrast, we did not observe a
significant effect of sevelamer carbonate on indole and p-cresol. However, De Smet et al. used sevelamer
hydrochloride (rather than carbonate) and tested its adsorption effect on toxins in a phosphate-less medium,
which was not relevant here. Moreover, the indole concentration they tested was 40 to 400-fold greater than
those studied here, while their p-cresol concentration was 7 pg/mL, i.e., the same order of magnitude as the
concentrations in our experiments (1 and 10 pg/mL) [21]. Under our experimental conditions, IAA was
significantly adsorbed by sevelamer at the higher initial toxin concentration (10 pg/mL).
Similarly, significant adsorption of IAA was observed with a high concentration of sevelamer carbonate
(15 mg/mL). Although the adsorption of phosphorus by sevelamer carbonate was significantly greater at pH 6
than at pH 8, which was consistent with a previous study showing a higher effect of sevelamer on
phosphorus adsorption in an acid condition [27,28]. We did not observe other major differences between pH
6 and pH 8 with regard to sevelamer’s adsorption of uremic toxins; indeed the difference
was statistically significant but small for IAA.

The serum concentrations of pCS, IS and IAA measured at baseline from our multicenter, interventional,
double-blind, placebo-controlled, randomized clinical study of patients with stage 3b/4 CKD were consistent
with the values previously reported in CKD stage 4 (pCS: 3.9 pg/mL; IS: 10.1 pg/mL and IAA: 1.0 pg/mL)
[9,10,29]. However, this study did not reveal a significant sevelamer versus placebo difference in the change
over time in serum concentrations of pCS, IS or IAA as well as phosphate, after 12 weeks of treatment. We
hypothesized that the concentrations of toxins at baseline were not high enough for the effect of sevelamer
over 1 year to be shown. Particularly, the initial median
IAA concentration of 1.08 (IQ, 0.57; 1.44) ug/mL fell by 0.06 (IQ, -0.12, 0.05) pug/mL (i.e., by around 5%).

The clinical relevance of this decrease is questionable even though it was nearly statistically significant

(p =0.053). Sevelamer’s effect on percentage reduction in serum toxin concentrations and/or its clinical effect
might be greater over a longer treatment period and in stage 5 CKD, where the serum IAA concentration can
reach nearly 10 ug/mL. However, it is difficult to estimate the intestinal concentration of sevelamer in humans;
this is probably an important parameter, given that sevelamer’s effect was concentration-dependent in our in
vitro experiments. It should be noted that the study participants showed good adherence to the treatment, as
demonstrated by both pill counts and the decrease in LDL cholesterol levels after 12 weeks of sevelamer
treatment [24]. Another hypothesis could be that the sevelamer did not work enough, indeed we failed to find
a difference in serum level of phosphate between sevelamer and the placebo group.

In a previous study conducted in uremic apolipoprotein E-deficient mice, the serum concentration of IS
and IAA had not significantly decreased after 8 weeks of a sevelamer-containing diet, on the contrary of the
serum phosphorus concentration [30]. Additionally, only a few clinical studies have evaluated the impact of
phosphate binders on uremic toxins, but the published results appear to be conflicting. In a non-comparative
cross-sectional and observational study, Guida et al. measured the serum pCS concentration in 57 patients on
peritoneal dialysis [22]. Among the 45 patients with hyperphosphatemia, 29 were treated with sevelamer
hydrochloride and 16 received another phosphate binder. The 12 patients with normal phosphatemia were
not treated. There was no significant difference in the serum pCS concentration between patients treated with
sevelamer and non-treated patients, or between patients treated with sevelamer and those treated with
another phosphate binder [22]. Another recent observational, non-comparative study evaluated the changes
over time in serum IS and pCS concentrations in hemodialysis patients after 12 weeks of treatment with
sevelamer hydrochloride; although the decrease was significant for pCS, only a non-significant trend was seen
for IS [31]. However, the study population was very small (n = 5 patients). Brandenburg et al. included 57
hemodialysis patients in an interventional, controlled, cross-over study [21]. Forty-one patients completed the
study. After 8 weeks of sevelamer hydrochloride treatment, no changes in serum concentrations were
observed for IS and IAA; surprisingly, the serum level of pCS increased significantly [21]. It is important to note
that these studies included small numbers of dialyzed patients and did not have a parallel-group and
randomized designs. Very recently, a single-blind, placebo-controlled randomized clinical trial compared
sevelamer with placebo in non-dialyzed patients with regard to plasma levels of p-cresol, which fell significantly
in the sevelamer group only [32].
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It should be noted that the circulating toxic form is pCS and not p-cresol, which is essentially generated ex vivo
by the treatment of phenol-containing blood samples [33].

The present study’s main strength was its comprehensive design; we tested our hypothesis by combining
in vitro experiments with observations from a multicenter, double-blind, randomized clinical trial. The
limitations were the limited experimental conditions, including different pH, additional uremic toxins
concentrations and reaction times. For the clinical study, the main limitation was the absence of data on the
study participants’ diet and that, similar to what has been observed with phosphate, uremic toxins serum level
as an outcome measure may have been too insensitive to capture changes in net gastrointestinal absorption.
Finally, the study power seemed to be sufficient (near 80%) for IAA, which was the toxin with the least
variability. However, a lack of power cannot be excluded for the other toxins with higher variability.

In conclusion, our in vitro results showed that sevelamer carbonate was capable of chelating the gut-
derived uremic toxin IAA but not the IS and pCS gut precursors indole and p-cresol. In a well-designed clinical
study of patients with stage 3b/4 CKD, a 12-week course of treatment with sevelamer carbonate was not
associated with significant changes in the serum concentrations of the three toxins. There was a non-significant
trend towards a decrease in the serum IAA concentration. In view of the known associations between uremic
toxins and hard outcomes in CKD, further research on methods of decreasing toxin concentrations is essential.

4. Methods
4.1. The In Vitro Study

4.1.1. Chemicals

Indole, p-cresol, IS and IAA were obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), and pCS
was purchased from TCI Chemicals Europe (Paris, France). Stock solutions were prepared in methanol (for IAA
and p-cresol) or reverse osmosis water (indole) at a concentration of 1 mg/mL and stored at -25 +5 °C. Working
solutions were prepared by mixing and diluting the stock solutions in phosphate buffered saline (PBS, Sigma
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Sevelamer carbonate was obtained from 2.4 g packets of Renvela®
(Sanofi Aventis, Paris, France). The powder was dissolved

in PBS to obtain a 30 mg/mL working solution.

4.1.2. Adsorption Experiments

Samples containing the IAA and two precursors (indole and p-cresol) at a final concentration of 1 or 10
pg/mL in PBS (pH adjusted to 6 or 8, as expected in the gut) were incubated in Amicon® Ultra-0.5 centrifugal
30 kDa filter devices (Merck-Millipore, Molsheim, France) with gentle agitation for
120 min at 37 °C in the presence or absence of sevelamer carbonate. Two concentrations of sevelamer
carbonate were tested: 3 mg/mL was close to the concentrations used in literature reports on sevelamer’s
adsorption of uric acid [15], bile acids [11], vitamin C, vitamin K, and folic acid [12], and 15 mg/mL was
approximately the concentration obtained when 4.8 g of sevelamer carbonate was dispersed in a volume of
320 mL, which corresponded to the average volume of small intestine fluid distributed into 6 “pockets” as
measured in healthy volunteers after a meal [24]. Next, the samples were centrifuged at 10,000x g for 10 min,
and the filtrates were assayed for the uremic toxins. To check that the toxins and precursors were not bound
to the filter under our experimental conditions, concentrations of IAA, indole and p-cresol in non-filtered
solutions were also measured. Lastly, to confirm that sevelamer was able to adsorb phosphate under our
experimental conditions, the inorganic phosphorus concentrations in filtrates after incubation were compared
with those in the absence of sevelamer.

4.1.3. Analysis of Uremic Toxin Concentrations in Filtrates

The concentrations of toxins and precursors in filtrates were measured using a validated high-
performance liquid chromatography (HPLC) method, with a diode array detector (DAD) set to 270 nm
(Alliance®, Waters, Milford, MA, USA) using a 3 pm 3.9 mm x 150 mm Atlantis dC18 column (Waters, Milford,
MA, USA) and a solvent gradient (acetonitrile/0.1 M ammonium formate buffer, pH 3) at a flow rate of 0.8
mL/min. The lower limit of quantification (LOQ) was 0.2 pg/mL for IAA, indole and p-cresol. The method gave
linear results between the LOQ and 50 pg/mL (correlation coefficient: >0.999). The intraday and interday
coefficients of variation were all below 15%, and the bias ranged from -12.9% to 7.1%. This method was
validated according to the European Medicine Agency’s guideline on bioanalytical method validation.
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4.1.4. Analysis of The Inorganic Phosphorus Concentration in Filtrates

Inorganic phosphorus was assayed on an RX Daytona+ system (Randox Laboratories, Crumlin, UK),
according to the manufacturer’s instructions.

4.2. Clinical Study

4.2.1. Study Design

Ninety-six patients with stage 3b/4 CKD (defined as an eGFR between 15 and 45 mL/min per

1.73 m?) were included in the “FGF23 Reduction Efficacy of a New Phosphate Binder in Chronic Kidney Disease”
(FRENCH) multicenter double-blind, placebo-controlled, parallel-group, randomized clinical trial between
December 2010 and December 2012. After screening, 78 patients were randomized by 14 nephrology
outpatient clinics in France (Appendix A). The study’s objectives and procedures
were approved by an independent investigational review board (CPP Nord QOuest Il, Amiens, France; approval
date 2 June 2010, ref 2010/19) and the French drug agency (Approval Date 30 July 2010, ref A100615-32).
Each patient provided written informed consent to participate in the study. The study was registered at
clinicaltrials.gov (NCT01220843) in October 2010. Details of the study population and the study design have
been published elsewhere [25].

The FRENCH study’s primary objective was to assess sevelamer carbonate’s effect (relative to that of
placebo) on the serum C-terminal FGF23 levels. The present report describes one of the study’s secondary
objectives: The evaluation of sevelamer carbonate’s effect (relative to a placebo) on uremic toxin levels.

4.2.2. Sample Size Determination

The sample size of 80 patients was initially calculated on the FRENCH study’s primary objective to detect
a 30% reduction in median C-terminal FGF23 levels in the sevelamer carbonate group compared with the
placebo group after 3 months [25]. Evaluation of the reduction in pCS, IS and IAA levels in the sevelamer
carbonate group compared with the placebo group was a secondary objective of the FRENCH study and did
not drive the sample size determination. However, the study power seemed to be sufficient (near 80%) for the
detection of IAA (toxin with the least variability) differences.

4.2.3. Study Procedures

After a screening visit, participants completed a 1- to 2-week run-in period during which baseline blood
and urine samples were collected. This was followed by a 12-week treatment period. At randomization, the
study personnel and participants were blinded to the use of phosphate binder. The study participants took a
dose of 4.8 g of sevelamer or placebo three times a day for 12 weeks. If the serum phosphate level fell below
0.8 mmol/L, the dose of treatment was halved. Adherence to study medication was monitored via pill counts.
4.2.4. Clinical and Laboratory Evaluations

All patients had an interview with a physician (to establish their personal medical history) and underwent
a clinical examination. Age, gender, anthropometric data, and medication use were recorded. Fasting blood
samples were collected after inclusion in the study and after 12 weeks of treatment.

4.2.5. Analysis of Uremic Toxins in Serum Samples

Proteins in standards, quality controls, and patient samples (200 uL of serum, in all cases) were
precipitated with 400 puL methanol containing ethofylline as an internal standard. After centrifugation at
14,000x g for 10 min, 500 pL of supernatant was evaporated at 40 °C under nitrogen. Next, the dry residues
were dissolved in 100 pL of pH 3 0.1 M ammonium formate buffer. Samples were assayed for pCS, IS and IAA
using the validated HPLC-DAD method described above.

4.3. Statistical Analysis

In the in vitro study, intergroup comparisons were performed using an analysis of variance

(for normally distributed data) or a Kruskal-Wallis test (for non-normally distributed data), followed
respectively by a Tukey post hoc test or a non-corrected Dunnett’s post hoc test.

In the clinical study, all patients with available data were analyzed. Data were expressed as the mean +

standard deviation (SD), median (interquartile range [IQR], or the number (percentage)), as appropriate.
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Patients were stratified by treatment group. Intergroup comparisons were performed with a chi-squared test
(for categorical variables) or a t test or Mann—Whitney test (for continuous variables). We compared the
changes in phosphorus and uremic toxin levels over time (i.e., between randomization and week 12) in the
two treatment groups. The paired ¢ test method was applied for the comparison of repeated measures.

The threshold for statistical significance was set to p < 0.05. All statistical analyses were performed using
SPSS software (version 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) for Windows (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA) or
GraphPad Prism (version 7.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6651/11/5/279/s1, Figure
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Figure S1. In the absence of sevelamer carbonate, the filter devices did not retain the toxins. The
concentrations of indoxyl sulfate (IS) and p-cresyl sulfate (pCS) gut precursors (p-Cresol and Indole)
and TAA in the filtrates were measured at pH 8 (a,b) and pH 6 (c,d) after centrifugation of samples,
with initial concentrations of 1 ug/mL (a, c¢) and 10 pg/mL (b, d). Data are expressed as the mean + SD
value relative to the initial concentration (i.e. 100%) before centrifugation (n = 3-4). Abbreviation: IAA,
indole acetic acid.
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Figure S2. Sevelamer carbonate effectively adsorbs phosphorus. Phosphorus concentration in the
filtrate after incubation with 0, 3 or 15 mg/mL sevelamer carbonate at pH 8 or 6. Data are expressed
as the mean + SD, relative to the initial concentration before centrifugation (1 = 4-6). *** p <0.001, ****
p <0.0001.






CLUET Yan
Effet du carbonate de sevelamer sur certaines toxines urémiques issues du microbiote intestinal
Thése pour le diplome d’état de Docteur en Pharmacie
Université de Picardie Jules Verne
2019

Mots clés: toxines urémiques, carbonate de sevelamer, maladie rénale chronique, insuffisance rénale

chronique, chromatographie liquide haute performance

RESUME

L’augmentation des concentrations sériques en toxines urémiques (TU) d’origine intestinale telles que
le p-crésyl sulfate (pCS), I’indoxyle sulfate (IS) et I’indole acide acétique (IAA) comme on peut le voir
dans la maladie rénale chronique (MRC), est associée a une augmentation de la morbi-mortalité
cardiovasculaire. Le sevelamer, chélateur de phosphates intestinaux utilisé dans la MRC a des stades
avancés est également capable de diminuer les concentrations sériques en cholestérol 1ié aux
lipoprotéines de basse densité (LDL-cholestérol) par la chélation des acides biliaires. Certaines études
pilotes suggerent que le sevelamer serait capable de chélater les précurseurs des TU d’origine intestinale
et ainsi d’en diminuer les concentrations sériques. L’objectif de ce travail a donc été d’évaluer ’effet in
vitro du carbonate de sevelamer sur les TU ainsi que sur leurs précurseurs et d’évaluer 1’effet d’un
traitement de 12 semaines par sevelamer versus placebo sur une population de

78 sujets en MRC de stades 3b et 4 sur leurs concentrations sériques en TU.

In vitro, aucun effet n’a été retrouvé sur I’indole et le p-crésol, les précurseurs des TU. Cependant ’'TAA,
le pCS et I’IS étaient chélatés par le carbonate de sevelamer a forte concentration. Par ailleurs, le
carbonate de sevelamer n’avait pas d’effet sur les concentrations sériques de ces TU aprés 12 semaines
de traitement chez des sujets en MRC de stades 3b et 4, bien qu’une tendance a la baisse était observée

pour I'TAA.
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