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Introduction

Les diméthylarginines asymétrique (ADMA) et symétrique (SDMA) sont des dérivés
méthylés de la L-arginine présents naturellement dans le plasma sanguin. Ces deux
molécules sont synthétisées lors de la dégradation de protéines contenant des résidus
d’arginines préalablement méthylés lors de processus de maturation post-traductionnels. La
méthylation de [larginine est réalisée par la famille des protéines arginines
méthyltransférases (PRMT).

Les diméthylarginines font I'objet de recherches récentes du fait de leur lien avec le
métabolisme du monoxyde d’azote (NO). Le NO représente a la fois un agent vaso-actif
majeur responsable notamment du bon fonctionnement de 'endothélium et posséde de
multiples cibles dans l'organisme (systéme nerveux, immunitaire, cycle cellulaire...).
L’ADMA est un inhibiteur compétitif de la NO synthase, des études tentent de comprendre
'implication et le réle de la L-arginine et de ses métabolites dans différentes maladies et
notamment en cancérologie.

Avec prés de 45 % des causes de déces, le cancer apparait comme la principale cause de
mortalité chez les chiens de plus de dix ans (Davis et Ostrander, 2014). Avec 'augmentation
de I'espérance de vie des animaux domestiques, ces derniéres années, la découverte de
maladies diagnostiquées classiquement chez des chiens agés, telles que les néoplasies,
est devenue de plus en plus fréquente. Les propriétaires étant davantage préoccupés par
I'établissement rapide d’'un diagnostic précis duquel s’ensuit la mise en place de traitements,
la nécessité de développer des méthodes diagnostiques précises, fiables et dans la mesure
du possible peu colteuses, apparait comme une requéte urgente des cliniciens afin de
répondre au mieux aux attentes des propriétaires. L'étude de la biologie cellulaire et
moléculaire des cancers tente d’apporter des réponses a cette demande.

L’objectif de cette thése est de déterminer s'il existe, chez le chien, un lien entre les
concentrations plasmatiques en diméthylarginines, l'apparition de certaines maladies
cancéreuses et la mortalité des patients. Si ce lien est aujourd’hui établi en médecine
humaine pour un certain nombre de cancers, les données de médecine vétérinaire sur le
sujet sont minces.

L’étude bibliographique de cette thése présentera dans sa premiére partie la description du
métabolisme des diméthylarginines et de leur intégration dans le métabolisme de la L-
arginine et du monoxyde d’azote. Ensuite, la deuxiéme partie permettra de développer les
relations qui existent entre ces voies métaboliques préalablement décrites et les processus
tumoraux. La fin de cette deuxiéme partie permettra de décrire la place de l'utilisation des
diméthylarginines en médecine vétérinaire ce jour, et de présenter les principaux types de
cancers qui feront I'objet de I'étude expérimentale. Enfin, la partie expérimentale de cette

Page 13



thése permettra de présenter et discuter les résultats d’'une étude prospective ayant pour
ambition de décrire le lien qui existe entre les concentrations sanguines en
diméthylarginines. En raison de la crise sanitaire, seul le dosage de SDMA a pu étre réalisé
dans les temps impartis a la réalisation de cette thése, le dosage d’ADMA sera réalisé dans
un second temps.
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Premiére partie : Etude bibliographique

I. METABOLISME DES DIMETHYLARGININES

A. Description des molécules

1. Découverte

En 1970, une étude sur l'isolement de huit nouveaux composés retrouvés dans des
prélévements urinaires de treize hommes sains est publiée (Kakimoto et Akazawa, 1970).
Cette étude scinde les molécules découvertes en deux groupes, les hydroxylysines
glycosylées et les dérivés de la lysine et de I'arginine. Ce dernier groupe contient notamment
la guanido-N,N-dimethylarginine et la guanido-N,N’-dimethylarginine (ou N¢,N®- et NG N’C-
dimethylarginine). Ces composés seront par la suite renommés respectivement
diméthylarginine asymétrique (ADMA) et symétrique (SDMA). Leurs concentrations sont
semblables d’'un individu a lautre dans cette étude. lls montrent aussi que les
concentrations urinaires en diméthylarginines sont supérieures a celle de I'arginine elle-
méme et qu’elles ne sont pas modifiées par 'administration orale d’arginine tandis que la
concentration de cette derniére s’en trouve augmentée. Enfin, les concentrations urinaires
en ADMA et SDMA ont été mesurées chez un unique individu ayant subi une diete sans
protéines (amidon et glucose) pendant 32 heures. Celles-ci s’en sont trouvées non
significativement modifiées tandis que la concentration en arginine a diminué de moitié.
Face a cette absence d’influence de l'alimentation sur les concentrations urinaires en
dérivés de I'arginine, Kakimoto et Akazawa émirent ’hypothése d’une origine endogéne.

Dans la méme étude, Kakimoto et Akazawa exposent un résultat non publié obtenu par
deux chercheurs, Nakajima et Matsuoka, travaillant dans le méme laboratoire : une grande
quantité de ADMA et SDMA est retrouvée dans la fraction protéique des hydrolysats
d’organes de rats. En se rappelant qu’'une administration orale d’arginine ne modifie pas les
concentrations urinaires en diméthylarginines, il apparait plus probable que la méthylation
de l'arginine ait lieu sur les résidus d’arginine au sein des protéines plutét que sur I'arginine
libre. Cette hypothése est aussi soutenue par le fait qu’'une enzyme de méthylation de
I'arginine au sein des histones a été décrite auparavant (Paik et Kim, 1968). Il est de plus
décrit que les concentrations sériques de ces dérivés de I'arginine sont faibles comparées
aux concentrations urinaires ; Il est donc suggéré que ces substances ne sont pas
réabsorbées par les tubules rénaux et qu’elles sont peu réutilisées au sein de I'organisme.
Enfin, ils émettent I'hypothése que les concentrations urinaires en diméthylarginines
pourraient étre le reflet du degré de méthylation des protéines dans I'organisme et de leur
catabolisme, une information potentiellement importante pour I'exploration de certaines
maladies.

Page 15



Un an plus tard, Nakajima, Matsuoka et Kakimoto ont isolé d’une part les diméthylarginines
dans différents organes de rats et d’autre part un troisieme dérivé méthylé de I'arginine : la
NS-monométhylarginine (NMMA) (Nakajima et al., 1971).

L’arginine est un acide a aminé chargé positivement qui agit comme donneur de
nombreuses liaisons hydrogénes (jusqu’a 5), et intervient dans les interactions avec les
acides aminés aromatiques. Les deux atomes d’azote terminaux de la fonction guanidine
de I'arginine peuvent recevoir un ou deux groupements méthyls lors de la maturation post-
traductionnelle d’'un polypeptide. (Gary et Clarke, 1998). Les différentes études présentées
ci-dessus nous permettent de décrire les différents dérivés méthylés de I'arginine.

2. Description

a. Monométhylarginine (NMMA)

La NMMA posséde pour formule brute CzH1sN4O2 et pour masse molaire 188,231 g.mol'.
Elle posséde la méme structure que I'arginine avec I'ajout d’'un groupement méthyl sur le -
NH:2 libre de sa fonction guanidine (figure 1).

b. Diméthylarginine asymétrique (ADMA)

L’ADMA posséde pour formule brute CsH1sN4O2 et pour masse molaire 202,258 g.mol'.
Elle posséde deux groupements méthyls ajoutés au -NH: libre de la fonction guanidine de
l'arginine (figure 1).

c. Diméthylarginine symétrique (SDMA)

La SDMA posséde la méme formule brute et par conséquent la méme masse molaire que
I’ADMA. Ce sont des isoméres de constitution, plus précisément de position de fonction. A
'instar de TADMA, la SDMA posséde deux groupements méthyls ajoutés sur deux sites
différents : I'un sur le -NH> libre et I'autre sur le =NH de la fonction guanidine de I'arginine
(figure 1).
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Figure 1 : Formules semi-développées de la L-arginine et de ses dérivés méthylés
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Les groupements méthyls ajoutés sont représentés en rouge. Ainsi la deuxiéme méthylation est
dite asymétrique si elle a lieu sur le méme site azoté, elle est dite symétrique sinon (Béger, Rainer
H., 2008).

B. Biochimie des diméthylarginines

1. Synthése

a. Mise en évidence de I'activité méthyltransférase

En 1968, Paik et Kim publient la premiére étude mettant en évidence I'existence d'une
protéine a activité méthyltransférase sur un prélevement de thymus de veau. Cette protéine
est alors nommée « Protein methylase | ». Cette protéine utilise la S-adénosylméthionine
(SAM) en tant que donneur de groupe méthyl. lls observent alors que les histones sont les
protéines les plus largement méthylées et parviennent a distinguer deux types de produits
issus de cette méthylation. Ces deux produits sont nommés « Unknown | » et « Unknown
Il » (Paik et Kim, 1968).

Finalement, diverses techniques de chromatographies ont permis d’identifier de maniére
non-ambigué les composés impliqués (Kakimoto, 1971). Les produits de la réaction mise
en évidence par Paik et Kim sont la L-NMMA, la SDMA et TADMA. Le produit « Unknown
| » a finalement été identifié comme étant un mixte d ADMA et de SDMA (les méthodes alors
utilisées étaient trop peu performantes pour distinguer ces deux isomeres) et le produit
« Unknown Il », la L-NMMA.
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Afin de mieux caractériser les protéines a activité méthyltransférase, de nombreuses études
ont ensuite été conduites (Gary et Clarke, 1998). Il est rapidement apparu qu’il existait au
minimum deux types d’enzymes a activité méthyltransférase et qu’elles admettaient des
substrats différents. Les enzymes de cette famille sont appelées les protéines arginine
méthyltransférases (PRMTs). Il existe une classe d’enzyme de «type | » capable de
catalyser la formation de L-NMMA puis d’ADMA et admettant pour substrat préférentiel les
histones ainsi qu’'une autre classe de « type Il » capable de catalyser la formation de L-
NMMA puis de SDMA et admettant pour substrat préférentiel la protéine basique de la
myéline (MBP). Ces informations sont résumées dans la figure 2.

Figure 2 : Méthylation des résidus d'arginine par les PRMTs
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Les PRMTs de type | et Il catalysent I'addition d’un groupe méthyl provenant de la SAM sur un résidu
d’arginine pour former la NMMA. La SAM devient alors la S-adénosylhomocystéine (SAH). Puis les
PRMTs de type | effectuent une seconde méthylation sur le méme site azoté selon le méme modele
tandis que les PRMTs de type Il effectuent la seconde méthylation sur un site azoté différent. La
NMMA apparait donc comme un intermédiaire dans la formation de 'ADMA et la SDMA (Gary et
Clarke, 1998).
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b. La famille des protéines arginine méthyltransférases

Cette famille de protéines contient aujourd’hui neuf enzymes différentes. Ces enzymes sont
nommées PRMT1 a PRMT9. Certaines enzymes ont une activit¢ méthyltransférase
spontanée tandis que d’autres nécessitent des coenzymes pour exercer leur activité
catalytique. Ce lien avec ces coenzymes peut étre permanent ou transitoire, obligatoire ou
facultatif (Bedford et Clarke, 2009).

e Les PRMTs de type |

L’enzyme majoritaire des PRMTs de type | est la PRMT1. Il s’agit de la PRMT la plus active.
Son importance biologique est telle qu’elle est a elle seule responsable d’environ 85 % de
l'activité arginine méthyltransférase sur une lignée RAT1 de fibroblastes de souris ou dans
un foie de souris(Tang et al., 2000). De la méme maniére, des expériences de « full-body
knockout » ont mis en évidence I'absence de développement embryonnaire lors de
suppression de I'activité PRMT1 (Yu et al., 2009), les cellules embryonnaires fibroblastiques
de souris présentent un arrét de prolifération et une instabilité génomique majeure. Ce
résultat illustre par ailleurs I'importance biologique des phénomenes de méthylation.

La variété de substrat de cette enzyme est particulierement large. Une préférence pour les
résidus d’arginine entourés de résidus de glycine a été démontrée, en particulier pour les
motifs RG et RGG (Thandapani et al., 2013). Son activité co-activatrice de la transcription
par méthylation d’histone est reconnue. PRMT1 agit également en méthylant des protéines
se liant aux acides ribonucléiques (ARN) ou agissant dans la réparation de I'acide
désoxyribonucléique (ADN). Elle joue donc un réle dans le métabolisme des ARNs et dans
la stabilité du génome (Blanc et Richard, 2017).

La PRMT1 se retrouve in vivo sous forme d’homodimére. Cette homodimérisation est
essentielle pour I'activité de 'enzyme. La structure tertiaire d’'un monomere, représentée sur
la figure 3, peut se diviser en quatre parties distinctes : une extrémité N-terminale, un site
de liaison avec la SAM, un tonneau 3 et une zone de dimérisation (Zhang et Cheng, 2003).
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Figure 3 : Structure tertiaire d'un monomére de PRMT1

Dimerization Arm

On retrouve sur cette figure en rouge l'extrémité N-terminale, en vert le site de liaison avec la SAM
— dans la protéine, un atome de soufre agit en tant qu’accepteur du groupe méthyl de la SAM - en
jaune le tonneau B et en bleu la zone de dimérisation. Le site actif d’interaction avec les résidus
d’arginine se trouve dans une poche profonde entre le site de liaison a la SAM et le tonneau 3 (Zhang
et Cheng, 2003).

Deux autres enzymes a forte activité PRMT type | sont également décrites. Il s’agit des
PRMT4 et 6, ces enzymes possedent une spécificité de substrat plus étroite que la PRMT1.
PRMT4 est également dénommée CARM1 pour « coactivator associated arginine
methyltransferase 1 », cette enzyme posséde un réle de co-activation de la transcription par
méthylation d’histones ou directement de facteurs de transcription. Elle joue également un
réle dans le métabolisme des ARN messagers, notamment I'épissage alternatif (Cheng et
al., 2007). La PRMT6 posséde une localisation exclusivement nucléaire et méthyle un
nombre de substrats restreint : des histones, 'ADN polymérase 3 ou encore la « protéine
d’échafaudage nucléaire » HMGA1 (Bedford et Clarke, 2009).

Les enzymes PRMT3 et 8 sont deux PRMTs de type | minoritaires, dont les caractéristiques
sont peu décrites. La PRMT3 a la spécificité de posséder un doigt de zinc dans sa structure
tertiaire, elle interagit majoritairement avec des protéines ribosomales. PRMT8 est la seule
enzyme de cette famille a avoir une localisation transmembranaire (Bedford et Clarke,
2009).
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e Les PRMTs de type Il

Tout comme PRMT1, PRMT5 est I'enzyme majoritaire de type Il. A linstar de son
homologue de type |, un « full-body knockout » concernant le géne permettant I'expression
de cette protéine entraine une absence de développement embryonnaire (Tee et al., 2010).
En effet, I'activité de PRMTS5 est cruciale dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches embryonnaires en tant que répresseur de la transcription de certains génes de
différenciation.

La PRMT5 posséde une variété de substrat large. Son activité principale se concentre sur
les histones, elle a une activité de corépresseur de la transcription. Elle posséde également
un réle dans l'assemblage du splicéosome par méthylation des ribonucléoprotéines
impliquées (Blanc et Richard, 2017).

Cette enzyme posséde une structure in vivo quaternaire hétéro-octamérique, comme illustré
dans la figure 4. Quatre monomeéres de PRMT5 s’associent avec quatre « protéines 50 du
méthylosome » (MEP50) pour former I'enzyme active. Chaque monomére posséde une
structure tertiaire en deux parties : une extrémité N-terminale adoptant une structure de
tonneau TIM et I'extrémité C-terminale représentant le site catalytique. Les MEP50
interagissent exclusivement avec les tonneaux TIM dans la structure quaternaire
(Antonysamy et al., 2012). Par ailleurs, il est intéressant de noter que dans son mode
d’action, la PRMT5 est distributive et non pas processive. En effet sa structure est de telle
sorte qu’elle ne peut pas catalyser I'addition des deux groupements méthyls sans se
détacher de son substrat entre ces deux étapes.

Figure 4 : Structures tertiaire (a droite) et quaternaire (a gauche) du complexe
PRMT5:MEP50 (Antonysamy et al., 2012)
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Sont représentés sur la figure en rouge les MEP50, en bleu, vert, jaune et beige les monomeres de
PRMT5. Les codes couleurs sont conservés dans les deux parties de la figure. On peut ainsi
observer les sites catalytiques en bleu foncé et vert feuille tandis que les structures en tonneaux TIM
apparaissent en bleu clair et vert turquoise.
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La PRMT9 posséde également une activité de type Il. Elle posseéde néanmoins une
spécificité de substrat trés étroite. Cette enzyme méthyle la « spliceosome-associated
protein 145 » pour réguler I'épissage alternatif (Y. Yang et al., 2015).

Une fois I'activité méthyltransférase réalisée sur les résidus d’arginines, ’ADMA et la SDMA
sont relachées sous forme libre consécutivement a la dégradation non-spécifique des
protéines dans lesquelles les résidus méthylés sont présents.

2. Transport a travers la membrane plasmique

Sous leur forme libre, les molécules d'ADMA et de SDMA peuvent avoir une action
intracellulaire ou bien étre transportées dans le sang. Ces molécules sont sous forme de
cations au pH cellulaire, aussi elles ont besoin dun systeme de transporteur
transmembranaire pour traverser la membrane plasmique.

Le transport transmembranaire des acides aminés basiques tels que I'arginine, la lysine ou
I'ornithine est facilité par deux systémes de transport distincts. Ces systémes sont nommés
y+ et y+L (Teerlink, 2005). Le systéme y+ gere le transport des acides aminés cationiques
et posseéde pour effecteurs les transporteurs de la famille des CATs : « cationic amino acid
transporters », tandis que le systéme y+L permet le transport des acides aminés cationiques
et neutres (Mann et al., 2003). Ces transporteurs permettent un transport bidirectionnel des
molécules. Les trois transporteurs les plus importants chez les mammiféres sont CAT-1,
CAT-2A et CAT-2B. CAT-1 est ubiquitaire et est exprimé dans tous les organes a I'exception
du foie. A l'inverse, les deux autres transporteurs ont une expression plus restreinte. CAT-
2A est exprimé principalement dans le foie : Il posséde une faible affinité pour ses substrats
et son réle serait de capter le surplus d’acide aminés cationiques de la circulation porte.
CAT-2B posséde une expression inductible par des cytokines pro-inflammatoires. |l est
exprimé dans beaucoup de tissus différents (Closs et al., 1997a ; Teerlink et al., 2009).

Il a ainsi été démontré que le systéme y+ est capable de transporter TADMA et la SDMA a
travers la membrane plasmique des cellules, notamment via I'action du transporteur CAT-
2B (Closs et al., 1997b). Plus récemment, il a également été montré que 'ADMA et la SDMA
pouvaient étre transportées par le transporteur CAT-1 (Strobel et al., 2012).
Les diméthylarginines ne possédent donc aucun transporteur spécifique, décrit a ce jour.
Elles empruntent les transporteurs des acides aminés cationiques. Ainsi dans certaines
conditions pathologiques, le transport transmembranaire de ces molécules peut interagir et
entrer en compétition avec le transport de ces acides aminés, notamment de la L-arginine.
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3. Elimination
a. Excrétion rénale

Dés 1976, McDermott s’intéresse au devenir des diméthylarginines dans I'organisme des
lapins. Un des constats établis dans cette étude est que la SDMA est retrouvée dans les
urines de lapins dans des quantités environ 30 fois supérieures a 'TADMA (McDermott,
1976). Il en est déduit que '’ADMA doit subir une métabolisation pré-rénale importante.

En utilisant des isotopes radioactifs, Ogawa et al. étudient le catabolisme des
diméthylarginines. Ills montrent alors que 75 % de la radioactivité provenant d’une certaine
quantité de SDMA injectée se retrouve dans les urines récoltées dans les douze premiéeres
heures post-injection contre 13 % pour TADMA (Ogawa et al., 1987).

En accord avec les études précédentes, Fleck et al. constatent que d'une part les
concentrations plasmatiques en diméthylarginines sont basses chez des individus sains, et
que d’autre part les concentrations plasmatiques en SDMA chez des patients atteints
d’insuffisance rénale chronique sont quatre fois supérieures et 5,5 fois supérieures chez les
patients en attente d’hémodialyse. De maniére intéressante, les patients ayant subi une
transplantation rénale ont des concentrations en SDMA environ deux fois supérieures par
rapport au groupe témoin, ce qui est significativement moins élevé que les deux groupes
précédemment cités. Ces résultats illustrent la dépendance de l'intégrité de la fonction
rénale pour la clairance plasmatique en SDMA. En contraste, les concentrations
plasmatiques en ADMA sont augmentées de 38 % chez les patients atteints de maladie
rénale chronique (MRC) (Fleck et al., 2003). Ces résultats sont illustrés par la figure 5.

Figure 5 : Comparaison des concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA chez des
patients sains et atteints de pathologies rénales
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Le diagramme présente de gauche a droite les concentrations d’ADMA et de SDMA d’individus
sains, de patients avec maladie rénale chronique (CRF), en attente d’hémodialyse (HD) et ayant
subi une transplantation rénale (RT) par rapport aux individus sains. *, p<0.05 par rapport au
groupe témoin; +, p<0.05 par rapport aux groupe CRF (Fleck et al., 2003).
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Ces données illustrent les différences qui existent dans les voies d’élimination des deux
diméthylarginines. En effet, on estime aujourd’hui que 80 a 90 % de la SDMA est éliminée
par voie urinaire. L’évaluation de la concentration sérique de ce biomarqueur est
particuliéerement bien corrélée au débit de filtration glomérulaire (DFG), si bien que c’est le
marqueur de la fonction rénale le plus fiable autant en médecine vétérinaire que médecine
humaine (Kielstein et al., 2006 ; Yerramilli et al., 2016a). Les 10-20 % restants sont
métabolisés (cf. 1.B.3.b.). A linverse, il est estimé qu'environ 80 % de la clairance
plasmatique en ADMA est réalisée liée au métabolisme (cf. 1.B.3.b.) et que, par conséquent,
seulement 20 % de 'ADMA est éliminée sous forme inchangée dans les urines (Achan et
al., 2003).

b. Métabolisation intracellulaire

A ce jour, trois enzymes différentes ont été identifiées comme reponsables du métabolisme
de ’ADMA : les diméthylarginine diméthylaminohydrolase-1 (DDAH-1) et -2 (DDAH-2) ainsi
que lalanine-glyoxylate aminotransférase 2 (AGTX2). A linverse des DDAH-1 et -2,
FAGTX2 peut métaboliser TADMA et la SDMA (Tain et Hsu, 2017).

e Les diméthylarginines diméthylaminohydrolases

Ces deux enzymes sont les acteurs majoritaires de la dégradation de 'ADMA dans
'organisme, elles ont donc un rdle crucial dans la régulation du métabolisme de TADMA.
Elles ne dégradent cependant pas la SDMA. La premiére description de son activité date
de 1989 (Ogawa et al., 1989). Il est alors mis en évidence que I'enzyme DDAH catalyse la
dégradation par hydrolyse de ’ADMA pour former de la diméthylamine et de la L-citrulline,
cette réaction est schématisée sur la figure 6.
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Figure 6 : Hydrolyse de 'ADMA par la DDAH
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L’activité de 'enzyme est par ailleurs mise en évidence dans plusieurs tissus chez le rat, on
la retrouve principalement dans les reins, le pancréas, le foie et le cerveau.

Rapidement, des travaux sur l'isolement de la DDAH humaine sont entrepris. Ces travaux
montrent d’abord que la DDAH humaine et celles de mammiféres de laboratoire sont
identiques a 95 %. L’observation d’'une dissociation entre le niveau d’expression de la DDAH
et son activité a notamment permis de montrer que cette enzyme existe sous deux isoformes
alors dénommeées DDAH-1 et DDAH-2 (Leiper et al., 1999). Cette étude montre également
une différence dans la distribution tissulaire des deux isoformes : en corrélation avec les
résultats observés par Ogawa et al., la DDAH-1 est principalement exprimée dans les reins,
le pancréas, le foie et le cerveau, et de maniére moindre dans les muscles squelettiques.
La DDAH-2 se retrouve maijoritairement dans les reins, le cceur et le placenta. De plus
faibles niveaux d’expression sont retrouvés dans le pancréas, les poumons et le foie. Pour
aller plus loin, il est également montré que la DDAH-2, contrairement a la DDAH-1 est
exprimée dans les cellules du systeme lympho-hématopoiétique (rate, thymus, leucocytes
périphériques, nceuds lymphatiques et moelle osseuse). Enfin, I'isoforme DDAH-2 posséde
également des niveaux d’expression élevés dans les tissus fortement vascularisés car il est
présent dans les endothéliums (Tran et al., 2000). De maniére intéressante, il est observé
dans cette étude qu’il existe une expression conjointe de I'isoforme DDAH-1 et de I'isoforme
neuronal de la monoxyde d’azote synthase (NOS) d’une part, et de la DDAH-2 et des
isoformes endothélial ou inductible de la NOS.

La régulation de I'expression et de I'activité de ces enzymes est complexe. Concernant la
régulation de I'activité des deux isoformes de DDAH, il semble que les composés réactifs
de I'oxygéne (ROS) puissent induire une baisse du niveau d’activité des deux DDAHs. A
linverse les molécules anti-oxydantes 'augmentent (Palm et al., 2007). Concernant la
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régulation de I'expression de ces enzymes, linterleukine- B1 stimule I'expression de la
DDAH-1 tandis que le Tumor Necrosis Factor- a (TNF- a) et la low density lipoprotein oxydée
(oxLDL) r'inhibent. Concernant la DDAH-2, les dérivés de la vitamine A, I'cestradiol et la
plioglitazone stimulent son expression tandis que les lipopolysaccharides, le coupling factor-
6 et 'hyperglycémie l'inhibent. Ces informations sont synthétisées dans la figure 7.

Figure 7 : Schématisation de la régulation de I'expression et de I'activité enzymatique des
deux isoformes de la DDAH (Palm et al., 2007)
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Les DDAHSs, en tant qu’enzymes majoritaires de dégradation de ’ADMA, jouent donc un
réle déterminant dans le métabolisme de TADMA et dans la régulation de sa concentration
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dans le plasma sanguin mais aussi localement au niveau de différents organes ou encore
des endothéliums.

e L’alanine-glyoxylate aminotransférase 2

L’AGTX2 est capable de métaboliser TADMA et la SDMA. L’activité de cette enzyme fut
décrite pour la premiére fois en 1990 (Ogawa et al., 1990). L'AGTX2 catalyse la
transamination de ’ADMA ou de la SDMA au glyoxylate pour donner de 'acide a-kéto-6-
(NC,NC-dimethylguanidino)-valérique (DMGV ou DM'GV si la SDMA est métabolisée). Son
action se concentre principalement dans les reins et dans le foie. C’est une enzyme
mitochondriale.

Bien que son activité in vivo ne soit plus a démontrer (Caplin et al., 2012), I'importance de
cette enzyme dans le métabolisme des diméthylarginines est sujet a controverse. Il est
montré dans cette étude que des souris « knockout » pour le géne exprimant TAGTX2 voient
leurs concentrations plasmatiques en diméthylarginine significativement augmentées
comme illustré dans la figure 8.

Figure 8 : Comparaison des concentrations en dérivés méthylés de I'arginine chez des
souris "wild type" et "knockout" pour AGTX2
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Les concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA sont significativement plus élevées chez les
souris « knockout » pour AGTX2. Par ailleurs, ’ADGV correspondant au DMGYV n’est retrouvée que
chez les souris « wild type » (Caplin et al., 2012).

Dans une autre étude, des souris regoivent des injections intrapéritonéales d’ADMA a haute
dose ou de solution isotonique saline tous les jours pendant trois jours puis, la moitié d’entre-
elles subissent une néphrectomie bilatérale 24 heures avant la fin des injections (Rodionov
et al., 2014). Cette étude montre que les souris ayant subi une néphrectomie bilatérale avec
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injections de solution saline voient leur concentration plasmatique en ADMA inchangée et
leur concentration plasmatique en DMGV grandement augmentée. Cette augmentation est
majorée chez les souris ayant subi une néphrectomie bilatérale et des injections dADMA :
elle est jusqu’a 32 fois supérieure.

Parallélement, la SDMA était quatre fois augmentée chez les souris ayant subi des
injections de solution saline et une néphrectomie bilatérale. Par ailleurs, le niveau d’activité
de 'AGTX2 observé dans les différents cas n’est jamais augmenté. Cette étude montre
ainsi que l'activité constitutive de 'AGTX2 peut, en concert avec I'activité des DDAHS,
participer a maintenir la concentration plasmatique en ADMA dans les normes. Elle montre
également que, bien que la SDMA en soit un substrat, I'intégrité du débit de filtration
glomérulaire est cruciale pour maintenir une concentration plasmatique en SDMA dans les
normes.

Ainsi, bien que le réle de cette enzyme dans le métabolisme des diméthylarginines ne soit
pas entierement compris et décrit, il semble qu’elle participe a la régulation de leurs
concentrations dans 'organisme.

La synthése de la formation et du devenir des diméthylarginines dans I'organisme est
résumé dans la figure 9.
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Figure 9 : Biochimie des diméthylarginines

Protéine arginine
méthyltransférase
CH, (PRMTs) CH;
Typel Type Il f
Y
ADMA - Protéine SDMA - Protéine
l Proteases
Y SDMA e ADMA
ADMA intracellulaire SDMA intracellulaire circulante circulante
| |
Cationic amino acid
Diméthylarginine —VW\> transporters (CATs) W CATs
diméthylamino-
hydrolase (DDAH-I — m—
et DDAH-II) L-arginine L-arginine
intracellulaire circulante Y
ADMA
— A NOS | NOS €= AN/ intracellulaire
Y l
Citrulline + Dimethylamine NO + citrulline Excrétion rénale : SDMA > ADMA

Comme vu précédemment, les diméthylarginines proviennent de la dégradation de protéines
contenant des résidus d’arginine méthylés. Cette méthylation peut étre asymétrique ou symétrique
et est réalisée par les PRMTs respectivement de type | et Il. L’ADMA intracellulaire peut par la suite
étre métabolisée par les DDAHs et les deux diméthylarginines intracellulaires peuvent étre prises en
charge par 'AGTX2 (n’apparait pas sur le schéma). L'ADMA et la SDMA peuvent ensuite passer
sous forme circulante dans le sang via des transporteurs transmembranaires d’acides aminés
cationiques (CATs). Enfin une fois dans le sang, elles peuvent étre reprises en charge dans une
cellule pour métabolisation, ou subir une excrétion rénale par les urines (Teerlink et al., 2009). Dans
ce schéma, on peut observer que 'ADMA peut interagir avec le métabolisme de la L-arginine et du
monoxyde d’azote.
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C. Diméthylarginines et dysfonction endothéliale : interactions avec le
métabolisme du monoxyde d’azote

1. Le monoxyde d’azote : synthése et réle dans I’'organisme

a. Découverte et présentation de la molécule

Le monoxyde d’azote (NO) est décrit pour la premiére fois par deux équipes de recherche
simultanément en 1987 (Ignarro et al., 1987 ; Palmer et al., 1987). lIs l'identifient alors
comme le « facteur relaxant d’origine endothéliale », une molécule inconnue produite par
'endothélium et causant une vasodilatation locale des artéeres et des veines (Furchgott et
Zawadzki, 1980).

Le monoxyde d’azote est un gaz. Il posséde une structure diatomique simple. Sa formule
brute est NO. Elle est composée d’un atome d’azote relié a un atome d’oxygéne par une
double liaison. La demi-vie de cette molécule dans le sang n’est que de quelques secondes
(Garcia et Stein, 2006).

b. Synthése par la NO synthase

La synthése du NO est catalysée par I'oxyde nitrique synthase (NOS), une oxydo-réductase,
a partir de la L-arginine selon la réaction suivante : 2 L-arginine + 3 NADPH + 3 H" + 4 O
- 2 L-citrulline + 2 NO + 3 NAPD* + 4 H,0.

La forme quaternaire de la NOS est un hétéro-tétramére composée de deux monomeres de
'enzyme associés a deux monomeéres de calmodulines. Globalement, un monomeére de la
NOS est composé d’'un domaine réductase et d'un domaine oxygénase pour catalyser la
réaction d’oxydo-réduction. Ces composés nécessitent certaines coenzymes: la
tétrahydrobioptérine (BHa4), le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), les
flavines adénine dinucléotide et mononucléotide (FAD et FMN) et un héme (Alderton et al.,
2001). La réalisation de cette réaction est schématisée sur la figure 10.
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Figure 10 : Synthése du NO par la NOS
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Les électrons sont donnés par le NADPH dans le domaine réductase. lls transitent via le FAD et le
FMN jusqu’au domaine oxygénase. lIs interagissent ensuite avec I'héme et le BH, au niveau du site
actif pour catalyser la réaction d’oxygénation de la L-arginine et donner de la L-citrulline et du NO
(Boger, Rainer H., 2008).

La NOS reconnait au moins trois isoformes distinctes : I'isoforme neuronale (nNOS),
l'isoforme endothéliale (eNOS) et I'isoforme inductible (iINOS) (Wang et Marsden, 1995).
Ces différentes isoformes tiennent leurs noms du tissu dans lequel elles ont été initialement
identifiées mais leur distribution dans I'organisme est plus complexe. La nNOS et la iINOS
semblent avoir une distribution tissulaire trés large, tandis que la eNOS possede une
distribution restreinte aux endothéliums. Il est également intéressant de considérer que la
NNOS et la eNOS sont synthétisées de maniere constitutive, bien que leurs synthéses
nécessitent I'intégrité de la voie de signalisation du complexe Ca?*/Calmoduline, alors que
la INOS posséde une synthese inductible. Ce sont les cytokines pro-inflammatoires comme
le TNF-q, I'lL-1B, l'interféron y ou encore les lipopolysaccharides qui induisent la synthese
de cette isoforme.

c. Réles biologiques du NO

Etant donné sa courte demi-vie, le NO ne peut étre envisagé qu’en tant qu’acteur paracrine
des lieux ou il est synthétisé. Son action repose sur une activation de la guanylate cyclase
suivie d’'une transduction intracellulaire du signal émis, initi€ée par une augmentation
intracellulaire de la concentration en guanosine monophosphate cyclique (Russwurm et
Koesling, 2004).

Son rble le plus important est celui du maintien d’un tonus vasodilatateur. La découverte de
cette propriété a notamment été récompensée d’un prix Nobel (Furchgott et Zawadzki,
1980). Cependant le NO posséde de nombreuses cibles biologiques : le NO est ainsi produit
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notamment par les endothéliums sains et y agit non seulement comme agent vasodilatateur
mais également comme antiagrégant plaquettaire. Il limite aussi 'adhésion des leucocytes
a I'endothélium et inhibe la prolifération des muscles lisses de la paroi des endothéliums
(Garcia et Stein, 2006). Enfin il inhibe 'oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL).
Ces différents réles au sein de I'endothélium lui ont valu le surnom de « molécule endogéne
anti-athérosclérose ».

Dans le systéme nerveux central et périphérique, le NO joue un réle dans la communication
intercellulaire. Le NO posséde globalement des propriétés pro-inflammatoires par activation
du NF-kB, il posséde également des propriétés anti-infectieuses par formation d’espéces
réactives de I'azote comme le peroxynitrite (ONOO"). L’établissement d’'un environnement
pro-oxydant peut avoir des effets cependant déléteres sur le long terme (Bauer et Sotnikova,
2010). Le NO semble de surcroit jouer un role dans la régulation du cycle cellulaire et dans
'apoptose. Cependant ces effets ne font pas encore I'objet d’'un consensus au sein de la
communauté scientifique.

Ainsi, le NO est une molécule indispensable au fonctionnement de I'endothélium, et une
dysrégulation de sa synthése engendre une dysfonction endothéliale. LADMA étant un
inhibiteur compétitif de la NOS et la SDMA pouvant également interagir dans le métabolisme
du NO, ces deux molécules peuvent perturber les voies de signalisation du NO et ainsi
entrainer une altération de la endothéliale.

2. Diméthylarginines et dysfonction endothéliale

a. ADMA et dysfonction endothéliale

e  Physiopathologie
La dysfonction endothéliale se caractérise par un mauvais fonctionnement des
endothéliums, se manifestant notamment par une atténuation de la réponse dilatatrice aux
stimuli qui agissent en libérant du NO ou autres facteurs vasodilatateurs au niveau des
endothéliums (Schini-Kerth, 2012).

En 1992, une étude montre que chez des patients atteints de maladie rénale chronique, de
’ADMA s’accumule dans leur plasma jusqu’a atteindre des concentrations pouvant inhiber
la synthése de NO (Vallance et al., 1992 ; Leone et al., 1992).

Plusieurs études confirment cette découverte. LADMA est un inhibiteur de la NOS in vitro
et in vivo. Comme montré sur la figure 11, dans des cellules endothéliales humaines,
I’ADMA inhibe la formation de "®°NO a partir de L-['°Nz]-arginine de maniére concentration-
dépendante (Boger Rainer H. et al., 2000).
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Figure 11 : Formation d'un dérivé du NO en présence de L-arginine en fonction de la
concentration en ADMA
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des cellules endothéliales humaines en absence et en présence d’ADMA (Bdger Rainer H. et al.,
2000).

Ainsi, TADMA est décrit comme un inhibiteur compétitif des isoformes de la NOS. En prenant
la place de la L-arginine au niveau du site actif de I'enzyme, 'ADMA inhibe son
fonctionnement et diminue la production in situ de NO. La conséquence directe de cette
diminution de production de NO est un dysfonctionnement de I'endothélium avec une
diminution de I'activité vasodilatatrice des arteres et artérioles, une hyper-aggrégabilité
plaquettaire ou encore une augmentation de I'adhésion des leucocytes a I'endothélium
(Boger, 2005). En ce sens, '’ADMA est désignée comme une molécule pro-athérogéne.

Plusieurs études tendent donc a montrer le réle de 'ADMA dans le dysfonctionnement
endothélial et dans la physiopathologie des accidents cardiovasculaires dans plusieurs
maladies. Des injections intraveineuses d’ADMA chez des patients sains entrainent une
réduction du débit cardiaque et une augmentation des résistances vasculaires (Kielstein et
al., 2004). De maniére similaire, des souris « knockout » pour le gene codant la DDAH-1
montrent des concentrations plasmatiques en ADMA environ 20 % supérieures et des
signes de dysfonction endothéliale associés a une augmentation des résistances
vasculaires et de I'hypertension artérielle systémique et pulmonaire (Leiper et al., 2007).

Rappelons que la DDAH est une enzyme intracellulaire qui catabolise la ADMA en
diméthylamine et L-citrulline, elle est responsable de la majeure partie de I'élimination de la
ADMA. Il est intéressant de noter que la DDAH est une enzyme clé dans la synthése du
NO : par exemple, il est montré que les lieux d’expression de la DDAH et de la NOS
coincident. Plus précisément, I'expression de la DDAH-1 est corrélée a celle de la nNOS
tandis que I'expression de la DDAH-2 est associée a I'expression des eNOS et iNOS (Leiper
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et al., 1999). Des exceptions existent néanmoins, notamment dans la distribution de ces
enzymes au sein du rein. Le réle des DDAHs dans le bon fonctionnement des endothéliums
semble donc crucial. Des expériences d’inhibition sélective montrent d’ailleurs qu’elles
posseédent des effets différents : la DDAH-1 serait responsable de I'absence d’élévation de
la concentration plasmatique en ADMA tandis que la DDAH-2 aurait un réle plus local au
niveau des endothéliums. Son inhibition sélective résulte en une dysfonction endothéliale
sans élévation de la concentration plasmatique en ADMA. La dysrégulation des DDAHs a
été démontrée dans la plupart des maladies ou la concentration plasmatique en ADMA est
augmentée (Palm et al., 2007).

De plus, des études montrent qu’en plus d’inhiber la synthése de NO, le découplage de la
NOS par ’ADMA résulte en une augmentation de la synthése de ROS (Boger et al., 2000 ;
Patschan et al., 2006). Ceci participe de surcroit, via le stress oxydatif engendré, au
dysfonctionnement endothélial mais aussi, via I'inhibition de 'activité des DDAHSs, accentue
I'action locale de '’'ADMA sur la NOS et I'endothélium. Les éléments de la physiopathologie
de la dysfonction endothéliale par la voie de TADMA-NOS-DDAH sont résumés dans la
figure 12.
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Figure 12 : Physiopathologie de 'ADMA dans la dysfonction endothéliale (Palm et al., 2007)
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L’interaction entre ces voies métaboliques et I'angiotensine Il (ANG 1l) n’a pas été détaillée plus
haut. L’action de 'ANG |l se surajoute a celui de 'ADMA en diminuant I'activité des DDAHs et en
promouvant la synthése de ROS. AT1-R = Récepteur a l'angiotensine 1. SOD = Superoxide
dismutase. MMP = matrix metalloproteinase. VSMC = vascular smooth muscle cell (Palm et al.,
2007).
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b. Conséquences cliniques

Ainsi, une élévation de la concentration plasmatique en ADMA a été observée dans
plusieurs maladies cardiovasculaires ou métaboliques associées a des dysfonctionnements
de I'endothélium : hypertension artérielle, hypercholestérolémie, diabéte sucré, insuffisance
cardiaque et insuffisance rénale (Boger, 2005). Le lien entre ces maladies et la
physiopathologie au niveau cardiovasculaire de ’TADMA mais aussi de la SDMA a alors
rapidement émergé et beaucoup d’études cliniques désignent les diméthylarginines comme
des facteurs de risque d’évenements cardiovasculaires. Un précurseur fut Zocalli qui montra
que 'ADMA pouvait étre retenue comme un facteur de risque de survenue de maladies
cardiovasculaires chez des individus atteints de maladie rénale chronique de stade terminal
(Zoccali et al., 2001). Plus largement, une méta-analyse de 2016 s’appuyant sur de
nombreuses études cliniques prospectives désigne non seulement TADMA mais aussi la
SDMA comme des facteurs de risque indépendants de toute cause de mortalité et
d’accidents cardiovasculaires (Schlesinger et al., 2016).

3. SDMA et dysfonction endothéliale

A linverse de TADMA, la SDMA n’est pas un inhibiteur compétitif de la NOS. A tort, elle a
longtemps été considérée comme une molécule inerte dont la concentration plasmatique
représente uniqguement un marqueur fiable de la fonction rénale.

Pourtant, de récentes études montrent que la SDMA joue elle aussi un réle dans le
dysfonctionnement endothélial en agissant, de maniére plus indirecte, sur la synthése de
NO. En 2006, une premiere étude a montré un effet dose-dépendant d’inhibition in vitro de
la synthése de NO en présence de SDMA sur des cellules endothéliales (Bode-Boger et al.,
2006). Il est également montré que lincubation des cellules endothéliales par la SDMA
induit une augmentation de la production de ROS par ces dernieres. Ce mécanisme est mal
connu mais pourrait provenir d’une interaction de la SDMA avec des canaux calciques. Il
existe également une interaction entre la SDMA et les « high density lipoproteins » : Un
complexe peut s’établir entre ces deux entités et causer, via un récepteur, une augmentation
de la production de ROS (Schepers et al., 2014). Comme vu précédemment, cette
augmentation de synthése des ROS peut étre a l'origine de la diminution de la synthese et
de la biodisponibilité du NO. De plus, il avait également été évoqué précédemment que la
SDMA interfére avec le transport transmembranaire et la réabsorption rénale de la L-
arginine (Closs et al., 1997b ; Tojo et al., 1997). En effet la SDMA, en empruntant le systéeme
y+ de transport des acides aminés cationiques, peut entrer en compétition avec la L-arginine
pour non seulement sa capture cellulaire mais aussi sa réabsorption rénale au sein de 'anse
de Henlé. En réduisant I'utilisation de la L-arginine, la SDMA interfére indirectement avec la
synthése de NO.

La SDMA posséde également des propriétés pro-inflammatoires. D’'une part, elle agit
directement sur les effecteurs de I'inflammation : elle est capable de promouvoir I'action du
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N-formyl-methionine-leucine-phénylalanine dans les monocytes et les granulocytes, ce qui
a pour conséquence une activation de ces derniers. De plus, elle est a l'origine de
I'expression de différents clusters de différenciation sur la membrane de ces cellules. La
SDMA promeut donc la différenciation, I'activation des leucocytes et leur adhésion a
'endothélium (Schepers et al., 2014). D’autre part, la SDMA est capable d’induire la
synthése de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6 ou le TNF-a.

Les mécanismes par lesquels la SDMA est responsable de dysfonction endothéliale par
diminution de la synthése de NO et promotion de la synthése de ROS ne sont pas encore
totalement élucidés. Cependant, bien que 'ADMA et la SDMA soient deux molécules
structurellement proches, leurs actions endogenes sont bien différentes. La synthése des
actions de la SDMA sur I'endothélium est présentée dans la figure 13.

Figure 13 : Synthése des actions de la SDMA sur I'endothélium (Schepers et al., 2014).
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Il. DIMETHYLARGININES ET CANCER

A. Rappels sur 'oncogenése

Dans son ouvrage « Molecular Biology of Cancer : 4th Edition », Lauren Pecorino
définit le cancer comme un groupe de maladies caractérisées par une dérégulation de la
croissance cellulaire et la dissémination de cellules a distance a partir d’'un site primaire
(Pecorino Lauren, 2016). Pour mieux appréhender ce type de maladies, il est nécessaire
d’approfondir cette définition.

On répertorie aujourd’hui plus de cent cancers affectant I'espéce humaine (Pecorino Lauren,
2016), et bien que souvent les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués soient
différents, leurs principales caractéristiques sont souvent similaires. C’est ainsi que dans les
années 2000, Hanahan et Weinberg définissent six propriétés qui caractérisent la plupart,
si ce n'est la totalité, des cancers: la capacité a croitre de maniére autonome,
I'échappement aux signaux d’inhibition de la croissance, I'’échappement a la mort cellulaire
(apoptose), un potentiel de réplication infini, 'angiogenése et la capacité d’envahissement
des tissus (Hanahan et Weinberg, 2000). Onze ans plus tard, ce concept est revisité a la
lumiére de nouvelles connaissances apparues au cours de la décennie. A ces six propriétés
s’en rajoutent deux nouvelles: La capacité de reprogrammation du métabolisme
énergétique cellulaire et 'échappement des cellules cancéreuses au systéeme immunitaire
de [I'hote. L'ensemble de ces huit propriéetés est rendu possible par deux
caractéristiques intrinséques aux cellules cancéreuses : [linstabilité génomique et
'accumulation de mutations, ainsi que le développement d’'un environnement pro-
inflammatoire au sein des tumeurs (Hanahan et Weinberg, 2011). Ces différentes
caractéristiques sont illustrées par la figure 14 (Pecorino Lauren, 2016).
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Figure 14 : "The hallmarks of cancer" (Pecorino Lauren, 2016)
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Bien que ce concept permette une appréhension simplifiée de la biologie du cancer, il est
important de garder a I'esprit la complexité de 'oncogenése. De plus, les tumeurs malignes
ne doivent pas étre appréhendées simplement comme un ensemble de cellules qui
proliférent mais réellement comme un tissu complexe composé de ces mémes cellules et
d’'un stroma environnant, la figure 15 schématise cette idée.
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Figure 15 : Schéma de la composition d'un tissu tumoral (Hanahan et Weinberg, 2011)
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Ainsi cette figure illustre que les tumeurs sont composées majoritairement de cellules cancéreuses,
mais que celles-ci croient conjointement a des cellules souches cancéreuses qui possédent des
propriétés particulieres (cf. 11.B.1.b.) ainsi que des fibroblastes, des vaisseaux et des cellules
immunitaires qui agissent contre la tumeur, ou dont la fonction a été détournée pour promouvoir la
croissance tumorale.

L’ensemble des caractéristiques présentées ci-dessus s’acquiérent progressivement, par
modification de la machinerie génomique : par modification de la séquence d’ADN elle-
méme (mutation) ou par des modifications épigénétiques. La méthylation des protéines, et
a fortiori de I'arginine, s’inscrit dans cette derniére catégorie.

B. Biochimie des diméthylarginines et cancer

Les modifications post-traductionnelles des protéines sont primordiales au sein d’'une cellule
pour diversifier son protéome et maintenir 'homéostasie cellulaire. Concernant la
génomique, si I'écriture, la lecture ou le renouvellement des modifications du génome sont
incontrélés, un cancer peut se développer. C’est a travers ce spectre que la méthylation de
I'arginine, un mécanisme longuement sous-étudié, fait 'objet d’'un intérét grandissant pour
certains cancers. Ainsi, en tant qu’effecteurs de la méthylation de I'arginine, les PRMTs (cf.
[.B.1.) ont gagné en intérét ces derniéres années.
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1. Méthylation de I’arginine et cancer

Les modifications post-traductionnelles des protéines ont été largement étudiées ces
dernieres années a la lumiere de différentes maladies. Le cancer ne fait pas exception. Alors
que la méthylation de la lysine a rapidement été au centre des recherches, la derniére
décennie a été marquée par plusieurs découvertes concernant la méthylation de I'arginine.

a. Mise en évidence

Yoshimatsu et al. sont les premiers a mettre en évidence une surexpression de certaines
enzymes de la famille des PRMTs pour certains cancers. Comme le montre la figure 16, en
utilisant 'immunohistochimie, ils ont prouvé que le niveau d’expression des PRMTs 1 et 6
(deux PRMTs de type |) est significativement augmenté au sein de tissus tumoraux de
vessie, comparé a des tissus vésicaux issus de patients sains (Yoshimatsu et al., 2011).
Par ailleurs, il démontre dans la méme étude, grace a des petits ARNs interférents (siRNA),
que la surexpression de ces enzymes rend possible la croissance excessive des lignées
tumorales. |l se pourrait donc que les PRMT1 et 6 jouent directement un rdle dans
'oncogeneése. En effet, il suggére que le mécanisme mis en jeu concerne la réplication de
I’ADN et le métabolisme des ARNSs.

Figure 16 : Imnmunohistochimie pour PRMT1 et PRMT6 dans des tissus sains de vessie et
des tissus tumoraux de vessie

Bladder
tumor

Examen immunohistochimique révélant la présence de PRMT1 (a gauche) et PRMT6 (a droite) ;
Elle se traduit par une coloration marron sur les photos ci-dessus. En haut, on observe les examens
histologiques de vessies saines, en bas ceux de tissu vésical tumoral. A gauche, la présence de
PRMT1 est révélée, a droite, celle de PRMT6 (Yoshimatsu et al., 2011).
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Par la suite, de nombreuses études ont évalué le réle des PRMTs dans certains cancers et
démontré une une surexpression de ces protéines au sein de tissus tumoraux. Par exemple,
PRMTS, la méthyltransférase majoritaire de type Il est également surexprimée dans les
cancers vésicaux, mais aussi dans les cancers des ovaires, de 'utérus, du poumon, les
lymphomes, les leucémies, etc. (Stopa et al., 2015)

b. La dérégulation des PRMTs dans I'oncogenése : mécanismes
d’action

Comme expliqué précédemment dans le paragraphe 1.B.1., les substrats préférentiels des
protéines a activité arginine méthyltransférases sont les histones d’'une part, et les protéines
exercant un réle dans les phénomeénes post-traductionnels de '’'ADN (maturation des ARNs
notamment) d’autre part. Leur réle dans la prolifération et la différenciation cellulaire est
majeur : ainsi une dérégulation de leur activité peut participer a 'oncogeneése.

Les mécanismes mis en évidence aujourd’hui sont multiples. Les effets biologiques produits
par ces mécanismes rejoignent les propriétés inhérentes au cancer exposées dans le
paragraphe Il.A. et illustrées dans la figure 14.

e Modifications épigénétiques

L’'un des mécanismes principaux concerne I'épigénétique. Par la méthylation des queues
d’arginines présentes sur les histones, les PRMTs peuvent modifier 'expression des génes.
De plus, les modifications des histones (appelées aussi « code histone ») sont lues par des
complexes protéiques intranucléaires. Par exemple, les méthylations asymétriques des
arginines méthylées par la PRMT1 peuvent étre lues par des « protéines contenant des
domaines Tudor », recrutant elles a leur tour des topoisomérases, facilitant ainsi la
réplication et la transcription de 'ADN (Yang et al., 2014). De maniére similaire, dans les
leucémies myéloides aigués de I'adulte, la surexpression de la PRMT5 entraine, via la
méthylation symétrique des histones, une suppression de I'expression du micro-ARN miR-
29b. Cette suppression entraine une accumulation du facteur Sp1, activant in fine le
promoteur du géne FLT3 (codant pour un récepteur a tyrosine kinase), un géne clé dans
l'initiation de la leucémie (Tarighat et al., 2016).

e Modifications de I’épissage des ARNs

La modulation de I'épissage des ARNs est un autre mécanisme par lequel I'action des
PRMTs aboutit a 'oncogenése. En effet, les ribonucléoprotéines du splicéosome sont des
substrats des PRMTs. Chez les humains atteints de lymphomes mutés pour c-Myc (un
proto-oncogéne cellulaire), une surexpression concomitante de PRMT5 et de protéines du
splicéosome est observée. Il a ainsi été montré que cette surexpression est cruciale pour
maintenir la fiabilité de I'épissage des ARNs dans les cellules lymphomateuses et assurer
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leur prolifération ainsi que leur survie (Koh et al., 2015). Si bien que la délétion d’un seul
allele du géne codant pour la protéine PRMTS dans ces cellules compromet séverement
leur tumorigeneése.

e Action sur les cellules souches cancéreuses

Les PRMTs jouant un réle dans le maintien de la pluripotence des cellules souches saines,
elles auraient également un role dans le maintien d’'un pool de cellules cancéreuses
appelées « cellules souches cancéreuses ». Ces cellules partagent des caractéristiques
communes avec les cellules souches embryonnaires et seraient responsables en partie des
résistances aux traitements, du potentiel métastatique des tumeurs et des récidives de
plusieurs cancers (Vlashi et Pajonk, 2015). Plus précisément, dans le cas des leucémies
myéloides chroniques, il est démontré que la PRMT5 module I'expression de la protéine
DVL3, un activateur de la voie de signalement Wnt/B-catenin (Jin et al., 2016). Ce
mécanisme est notamment responsable de la capacité d’auto-renouvelement des cellules
souches leucémiques. D’autres mécanismes non-€lucidés jouent probablement également
un réle.

e Echappement a la réponse immunitaire

L’échappement a la réponse immunitaire est également un mécanisme qui serait permis par
la surexpression des PRMTs. Des études récentes s’intéressant aux roles des lymphocytes
T régulateurs (Treg) ont notamment vu le jour. |l s’agit d’'une sous-population de lymphocyte
T CD4+ ayant la propriété d’inhiber d’autres lymphocytes effecteurs, leur action est
indispensable au maintien de la tolérance immunitaire. Dans certains cancers, les tumeurs
sont infiltrées de Tregs qui inhibent I'action des lymphocytes effecteurs, diminuant ainsi la
réponse immunitaire de I'’héte sur la tumeur (Nishikawa et Sakaguchi, 2010). L’action de ces
cellules est dépendante de 'action du facteur de transcription FOXP3 (la délétion du géne
codant pour ce facteur méne notamment chez ’humain au syndrome IPEX, un syndrome
d'immunodéficience particuliére). Or, la délétion du géne codant pour la PRMT5 dans les
Tregs de souris engendrent une immunodéficience semblable a celle observée dans le
syndrome IPEX. L’étude du transcriptome de ces Tregs montrent par ailleurs une
dérégulation des génes influencés par I'action de FOXP3, montrant ainsi le lien entre
PRMT5 et FOXP3. Ainsi en méthylant ce facteur de transcription, la PRMTS augmente
l'activité des Tregs et diminue la réponse immunitaire de I’h6te sur les cellules cancéreuses.
Il semblerait que les PRMT1 et 6 jouent un réle complémentaire a ce mécanisme, sans que
leurs actions concrétes ne soient a ce jour décrites (Jarrold et Davies, 2019).

Ces exemples illustrent comment la dérégulation des phénoménes de méthylation de
I'arginine peut jouer un réle dans I'apparition d’'un cancer. D’autres mécanismes, comme les
interférences avec la machinerie de réparation de 'ADN engendrant ainsi une instabilité
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génomique, sont également a I'étude (Jarrold et Davies, 2019). Une illustration de la pluralité
des actions cellulaires des PRMTs dans le cancer est présentée dans la figure 17.

Figure 17 : Pluralité des actions des PRMTs sur I'oncogenése (Jarrold et Davies, 2019)
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Cette figure illustre de haut en bas: les mécanismes par lesquels les PRMTs participent a
l'oncogenese, les conséquences engendrées par ces actions cellulaires et enfin les possibilités
thérapeutiques - PRMT5i = inhibiteur spécifique de la PRMT5 ; chemo = chimiothérapie ; CML =
leucémie myéloide chronique; AML = leucémie myéloide aigué; MDS = syndrome
myélodysplasique ; GBM = glioblastome multiforme.

Les cellules cancéreuses présentent ainsi une surexpression des méthyltransférases de
larginine et donc des taux de méthylation symétrique et asymétrique de Iarginine
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anormalement élevés. Ce phénoméne, associé a un catabolisme accru et donc un turn-over
protéique plus important, peut conduire a une augmentation de la concentration en
diméthylarginines asymétrique et symétrique, dans un premier temps in situ, mais aussi
dans le plasma.

Nous avons vu dans le paragraphe 1.B.3.b. que I'activité des DDAHSs était également un
élément déterminant de la concentration en ADMA dans les tissus et dans le plasma. Nous
pouvons donc nous demander si ces enzymes sont également dérégulées dans les
néoplasies.

2. DDAHs et cancer

L’étude de l'activité des DDAHs dans les cancers est moins bien documentée que celle de
l'activité arginine méthyltransférase. Cependant certaines études se sont intéressées a ce
sujet. Rappelons que lactivité des deux enzymes DDAHs est influencée par divers
facteurs (cf. 1.B.3.b.) : le stress oxydatif, par la génération de ROS, inhibe l'activité de ces
enzymes. Un environnement pro-inflammatoire engendre la méme conséquence : par
exemple le TNF-a diminue lactivité des deux DDAHs mais diminue aussi le niveau
d’expression de la DDAH-2. Ainsi il serait légitime de penser que dans les cancers, via
linflammation et le stress oxydatif généré par le métabolisme des tumeurs, I'activité de ces
enzymes soit réduite.

Etant donné le lien entre les DDAHs et la biodisponibilit¢ du NO, ces enzymes, et
notamment la DDAH-1, ont été étudiées dans divers cancers. Ainsi il a été montré que la
DDAH-1 est fréquemment surexprimée dans les gliomes, les mélanomes, les
hépatocarcinomes ou encore les cancers de la prostate (Kostourou et al., 2002 ; Wang et
al., 2014 ; Buijs et al., 2017 ; Reddy et al., 2018). Ces études montrent des augmentations
de I'expression de la DDAH-1 dans des lignées de cellules tumorales in vitro, ce qui n'est
pas pertinent étant donné la dépendance de l'activité de cette enzyme vis a vis de son
environnement. Cependant, les études de Buijs et al. et Reddy et al. montrent également
une augmentation de I'expression de la DDAH-1 in vivo. Ces études montrent que la DDAH-
1 joue alors le réle d’'un facteur pro-angiogénique dans ces cancers en augmentant la
biodisponibilité du NO qui a son tour induit la formation de Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), un facteur clé nécessaire a 'angiogenése (le réle du NO dans les néoplasies
est développé dans le paragraphe Il.C.). Il est également montré que les tumeurs
surexprimant la DDAH-1 possédent ainsi une croissance plus importante. La surexpression
de la DDAH-1 ne proviendrait cependant pas d’'une dérégulation génétique ou épigénétique,
mais serait secondaire a I’hypoxie tissulaire engendrée par un manque de vascularisation
au sein de la tumeur (Buijs et al., 2017). Cette hypothése n’a cependant pas été
formellement explorée.

Une autre étude s’est intéressée a la maniére dont la DDAH-1 promeut le développement
tumoral (Papaevangelou et al., 2018). Plusieurs lignées de gliomes C6 de rats déficients
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pour la synthése de NO sont étudiées. Les lignées sont modifiées génétiquement pour que
'une des lignées surexprime la DDAH-1 en absence de doxycycline, une autre ne la
surexprime pas en présence de doxycycline. Une autre lignée (D27) surexprime la DDAH-
1 de maniéere constitutive indépendamment de la présence ou non de doxycycline. Ces
cellules cancéreuses sont ensuite greffées chez des rats et les tumeurs qui en résultent sont
étudiées. Cette étude montre que la surexpression de la DDAH-1 n’a aucun effet significatif
sur la croissance tumorale en I'absence de synthése de NO, ce qui montre que son action
est NO-dépendante. Leurs résultats montrent également que le niveau d’activité de la
DDAH-1 de la lignée D27 est significativement diminuée par rapport aux lignées C6 en
'absence de doxycycline, et ce malgré des niveaux d’expression similaires. Ce résultat,
décrit dans aucune autre étude, met en exergue le fait que la régulation de I'activité de la
DDAH-1 est complexe et est dépendante de I'environnement cellulaire et de ses conditions
physico-chimiques. Enfin, un dernier résultat intéressant dans cette étude nous montre que
les tumeurs possédant des niveaux d’activité augmentés pour la DDAH-1 et donc des
concentrations locales en NO plus importante, sont plus nécrotiques. Or des études
montrent I'effet cytotoxique du NO a des concentrations élevées, pouvant expliquer cet effet
(Bonfoco et al., 1995).

Ces études nous montrent que la DDAH-1 peut étre surexprimée dans certains cancers.
Son action est pro-angiogénique et dépendante du NO. Cependant, sa surexpression est
prouvée dans un nombre restreint de cancers, et la régulation de son activité au sein des
tumeurs semble complexe et n’est pas explorée en détail. Sur la base d’'une augmentation
de I'expression et de l'activité de la DDAH-1, nous pouvons émettre I'hypothése qu’une
diminution des concentrations locales et plasmatiques en ADMA pourrait survenir. La
régulation de l'activité de la DDAH-1 étant complexe, cette relation de cause a effet
n'apparait pas si simple. De plus les concentrations en diméthylarginines reposent sur un
équilibre entre leur synthése, leur diffusion et leur élimination, aussi est-il difficile d’en
prédire les variations.

Enfin, ces données nous montrent que les effets du NO sur le développement tumoral
semble en faveur de sa croissance. Cependant I'étude de Papaevangelou et al. montre que
le NO peut avoir des effets ambivalents au sein des tumeurs.

C. Monoxyde d’azote et cancer

Nous avons étudié précédemment les divers réles du monoxyde d’azote dans I'organisme
ainsi que son intégration dans le métabolisme des diméthylarginines (partie 1.C.). Nous
pouvons alors nous demander si le NO posséde un réle particulier au sein des cancers.

La question a été largement étudiée et le réle du NO dans le cancer est complexe tant il est
ambivalent. Le NO possede ainsi, a l'instar de ses nombreux rdles physiologiques, un réle
pléiotrope dans les tumeurs cancéreuses : il agit a la fois sur le microenvironnement

Page 46



tumoral, la réponse immunitaire ou encore sur les cellules tumorales elles-mémes (Rizi et
al., 2017).

Le monoxyde d’azote participe au métabolisme du microenvironnement tumoral. En effet,
le NO produit par les cellules cancéreuses agit sur les cellules stromales pour favoriser le
développement tumoral : par exemple, dans les cancers du poumon, le NO produit par les
cellules tumorales induit une surexpression de la cavéoline-1 (CAV-1) chez les cellules du
stroma, induisant ainsi une augmentation de la migration des cellules tumorales (Sanuphan
et al., 2013). De maniére similaire, une concentration élevée en NO a été associée a une
surexpression du VEGF dans les glioblastomes et les hépatomes, illustrant le réle du NO
dans 'angiogenése tumorale (Kimura et al., 2000).

Le NO participe également a la réponse immunitaire de I'hdte contre les cellules
cancéreuses. Par exemple, une étude concernant 'immunothérapie sur des lymphomes
chez la souris a montré que le NO est indispensable a I'action anti-tumorale et cytotoxique
des lymphocytes CD8+ (Marigo et al., 2016). Ce NO est par ailleurs produit par les cellules
myéloides infiltrant la tumeur. Cependant, des effets inverses peuvent étre observés : par
exemple, une étude portant sur le traitement a base d’'imiquimod, un agoniste du Toll-Like-
Receptor 7, chez des souris porteuses de lymphomes, a montré que le traitement donne de
meilleurs résultats sur les cancers ne pouvant pas exprimer le géne NOS2 (Ito et al., 2015).
Ce résultat suggére que la production de NO par les cellules tumorales pourrait participer
au mécanisme d’échappement tumoral.

Un autre exemple de la dualité d’action du NO dans les cancers concerne son interaction
avec le mécanisme d’apoptose : le NO est capable d’induire le phénoméne d’apoptose par
I'intermédiaire d’'un micro-ARN pro-apoptotique via un mécanisme p53-dépendant (le géne
codant pour la protéine p53 est considéré comme un géne suppresseur de tumeur).
Cependant, les cellules tumorales mutées pour le géne p53 peuvent ainsi échapper a ce
mécanisme. Aussi, dans ce contexte, une élévation du NO peut-elle induire une apoptose
sélective des cellules saines, permettant ainsi a la tumeur de croitre plus rapidement (Li et
al., 2015 ; L. Yang et al., 2015).

Le NO joue également divers roles, notamment dans le détournement du métabolisme des
cellules cancéreuse ou encore dans le développement de modifications épigénétiques. Le
NO est souvent associé a des effets pro-tumoraux. Cependant ses actions sont
ambivalentes concernant la tumorigénése et dépendent de I'organe primairement atteint par
le processus tumoral, du stade de la maladie ou encore de l'interaction qui existe entre les
cellules stromales et les cellules cancéreuses (Rizi et al., 2017). Ces interactions complexes
sont synthétisées et schématisées dans la figure 18.

Aprés avoir vu que 'augmentation de la production des diméthylarginines pouvait provoquer
des phénomeénes de dysfonction endothéliale (cf. 1.C.2.), I'action indirecte qu’auraient les
diméthylarginines sur 'oncogenése via des modifications du métabolisme du NO, paraissent
plus floues et nécessiteraient des études spécifiques pour en déceler les véritables effets.
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Figure 18 : Implication du NO dans I'oncogenése a I'échelle cellulaire, d'aprés Rizi et al.
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Le schéma ci-dessus montre que le NO posséede plus d’actions qui promeuvent le développement
du cancer que d’actions qui I'inhibent ; Cependant sa dualité d’action est réelle. (TME = Tumor Micro-
Environnement)

Les enzymes impliquées dans le métabolisme des diméthylarginines semblent donc
dérégulées dans les maladies cancéreuses. D’une part les enzymes de la famille des
PRMTs, notamment les PRMT 1 et 5 semblent surexprimées dans une grande variété de
cancers et augmentent les taux de méthylation de I'arginine dans les tissus tumoraux.
D’autre part, la surexpression de la DDAH-1 a été démontrée dans un nombre plus restreint
de cancers. Cependant la régulation de son expression et de son activité au sein des
tumeurs semble plus complexe. La dérégulation de ces enzymes joue néanmoins un role
dans l'oncogéneése : les PRMTs, via les méthylations, dérégulent les mécanismes de
croissance physiologiques des cellules. La DDAH-1, via I'action du NO, aurait des effets
pro-oncogénes. L’ambivalence des actions du NO mérite néanmoins que I'on nuance une
nouvelle fois ce propos. En somme, on observe dans certains cancers une augmentation
de l'activité arginine-méthyltransférase et une augmentation de la dégradation de TADMA
concomitante.
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D. Conséquences cliniques et paracliniques du déréglement du métabolisme
des diméthylarginines dans le cancer

1. Concentrations sanguines en diméthylarginines chez les individus
atteints de cancers

La premiére étude concernant I'exploration des concentrations plasmatiques en
diméthylarginines chez les patients atteints de cancers date de 2008 (Szuba et al., 2008).
Elle s’'intéresse a I'’évaluation des concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA chez des
patients atteints d’hémopathies malignes. L’étude comprend 43 patients atteints
d’hémopathies malignes (Onze leucémies lymphoides chroniques, dix lymphomes non
Hodgkiniens et cing Hodgkiniens, sept leucémies myéloides aigués, quatre leucémies
lymphoides aigués et une leucémie aigué mixte ainsi que quatre myélomes multiples et un
syndrome lymphoprolifératif). Ces 43 patients sont appariés selon le critere de I'age et du
sexe a 43 patients volontaires en bonne santé, constituant ainsi un groupe « controle ». Les
concentrations plasmatiques du groupe « hémopathies malignes » étaient en moyenne plus
de deux fois plus élevées pour TADMA par rapport au groupe contréle, la différence
observée étant par ailleurs significative. Les valeurs les plus importantes observées
concernaient les lymphomes non Hodgkiniens et les leucémies aigués. Aucune différence
significative n’est observée concernant les concentrations plasmatiques en SDMA. Les
résultats sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Comparaison des concentrations sériques en ADMA, SDMA et L-arginine chez
des patients atteints d'hémopathies malignes et des personnes saines (Szuba et al. 2008)

Mean plasma levels in group with Mean plasma levels

hematological malignancies (SD)* in control group (SD)* t value p value
ADMA (umol/L) 1.59 (+0.79) 0.64 (+0.33) 7.20 <0.001
SDMA (umol/L) 0.53 (+0.38) 0.48 (+0.60) 0.48 0.637
L-arginine (umol/L) 34.84 (+17.21) 28.35 (+11.63) 2.05 0.044
L-arginine/ADMA 27.57 (+22.16) 78.52 (+121.62) —2.70 0.008

Cette étude est la premiére a montrer un lien entre élévations des concentrations
plasmatiques en diméthylarginines (ADMA ici seulement) et cancer.

Yoshimatsu et al., dans la méme étude que celle exposée en |I.B.1.a., explorent également
la relation entre le cancer et les concentrations sériques en ADMA (Yoshimatsu et al., 2011).
lIs ont pour cela utilisé des échantillons de sera d’une biobanque japonaise : I'étude a alors
admis des échantillons de 118 patients atteints de cancers (33 cancers du poumon, 22
tumeurs hémotopoiétiques, 33 cancers gastriques et 30 cancers du sein). Ces groupes ont
été comparés a un groupe « contrdle » composé de 41 patients atteints de maladies non
cancéreuses (22 bronchites asthmatiques et 19 parodontites). Les malades atteints de
maladies cardiovasculaires ou de diabéte sucré ont été naturellement exclus de I'étude car
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une élévation de 'ADMA est attendue chez ces patients. Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure 19.

Figure 19 : Comparaison des concentrations sériques en ADMA chez des patients atteints
de divers cancers comparés a des patients atteints de maladies non cancéreuses, d’aprés
Yoshimatsu et al. 2011

® 0.8 |

< 0.6 |
005+

Lung cancer Hematopoietic tumor Gastric cancer Breast cancer
1.01 0.8, 0.8
P=6.14 x 105" t P=1.54 x 104 P=598 x 104 [ P=194x102"
—_ i E— P— P
. 399 ° 307 207
§08] § 1 : § \
m o i |'® 0.6 ©06
7 Eo7| £ 8 g | A &
% | g g
. . 06 | E— 205 €05
g L <05 ‘ < < |
: I <057 == 1 =
= EigE el e S5, W 1
5 <04 ° < = B ] < i
i I o3l H . 03 . 03 0
Non-tumor Tumor Non-tumor Tumor Non-tumor Tumor Non-tumor Tumor
[n=41] [n=33] [n=41) [n=22] [n=41) [n=33] [n=41] [n=30]
Cut off = 0.49 Cut off = 0.50 Cut off = 0.49 Cut off =0.48
Sensitivity = 0.70 Sensitivity = 0.64 Sensitivity = 0.67 Sensitivity = 0.57
Specificity = 0.66 Specificity = 0.68 Specificity = 0.66 Specificity = 0.63

Ces résultats montrent ainsi que chez les patients atteints de différents types de cancers,
ici des tumeurs pulmonaires, gastriques, mammaires ou hématopoiétiques, une élévation
significative de la concentration sérique en ADMA est observée pour chacun de ces cancers
par rapport a un groupe contrdle. Il est raisonnable de penser que l'origine de cette élévation
est la surexpression des protéines a activité arginine méthyltransférase, bien qu’il se pourrait
que cela ne soit pas le seul mécanisme mis en jeu. Une augmentation du catabolisme
protéique ou une diminution de I'activité des DDAHs sont des hypothéses crédibles pouvant
également expliquer ce phénoméne. On peut également remarquer que la sensibilité et
spécificité des « cut-offs » ici exposés sont faibles. Ainsi le dosage seul de la ADMA dans
le sang ne peut pas étre retenu pour le diagnostic des affections cancéreuses.

Ces études nous apprennent donc I'existence d’un lien entre les concentrations sanguines
en diméthylarginines et I'existence de différents cancers, un accent particulier étant mis sur
les hémopathies malignes. La ADMA étant un inhibiteur compétitif de la L-arginine pour la
NOS, et la SDMA inhibant indirectement la synthése de NO, ces molécules sont
considérées comme des facteurs de risque de mortalité (cf. I.C.). Nous pouvons donc nous
demander si I'élévation des concentrations sanguines en diméthylarginines est a I'origine
d’'un dysfonctionnement endothélial chez ces patients atteints de cancers et si un lien existe
entre leur augmentation dans le sang et la mortalité chez ces mémes patients.
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2. Dysfonction endothéliale chez les patients atteints de cancers

Il est reconnu que les adultes ayant survécu a une leucémie lymphoide aigué (LLA),
survenue durant 'enfance ou I'adolescence, ont un risque accru de subir un accident
cardiovasculaire méme plusieurs années aprés l'apparition de leur maladie (Oeffinger,
2008). Bien que l'effet de la chimiothérapie soit souvent incriminé, I'exploration du rbéle des
diméthylarginines n’avait jamais été évoquée.

Pour explorer cette hypothése, Sulicka et al. ont réalisé une étude évaluant la concentration
plasmatique en ADMA et SDMA chez des adultes ayant survécu a une LLA (Sulicka et al.,
2012). Ainsi, I'étude compare 25 adultes ayant un antécédent de LLA et dont aucune
rechute n’a été observée durant les cinq derniéres années au minimum et un groupe de 20
personnes saines appariées sur I'age. Cette étude montre une augmentation significative
de la concentration plasmatique en ADMA chez les survivants de LLA. Aucune différence
significative n’est observée concernant la SDMA. Les résultats sont présentés dans le
tableau 2.

Tableau 2 : Comparaison des concentrations plasmatiques en diméthylarginines
chez des survivants de LLA et des personnes saines, d’aprés Sulicka et al. 2012

Variable ALL survivors (n = 25) Controls (n = 20) p-value
ADMA (pmol/L) 0.63 £ 0.09 0.57 4+ 0.07 0.016
SDMA (pmol/L) 0.60 £ 0.10 0.64 £+ 0.10 0.17

ADMA/SDMA ratio 1.08 + 0.22 0.91 £ 0.16 0.004

ALL : Leucémie lymphoide aigué

La raison pour laquelle la concentration plasmatique en ADMA (sans élévation de la SDMA)
reste significativement plus élevée, méme plusieurs années aprés I'épisode de leucémie,
n'est pas élucidée. Les hypothéses sont multiples et concernent une persistance de la
dérégulation du métabolisme de la ADMA : une suractivité des PRMTs résiduelle, un défaut
d’activité des DDAHs da a un stress oxydatif persistant, un endommagement endothélial
persistant secondaire a l'usage de molécules de chimiothérapie... Néanmoins, une
élévation persistante de la concentration plasmatique en ADMA peut étre un élément
explicatif du risque accru d’accident cardiovasculaire chez les survivants de LLA par
I'entretien d’'une dysfonction endothéliale.

Une autre étude s’est, par la suite, intéressée aux enfants dans la phase active de la méme
maladie, a savoir la LLA (Doroszko et al., 2016). Cette étude portant sur 18 patients atteints
de LLA, comparés a 14 personnes contrOles appariées sur I'adge, a pour objectif de
démontrer I'existence d’une dysfonction endothéliale chez les enfants atteints de LLA. Les
patients sont évalués le jour du diagnostic (J1), 33 jours (J33) aprés le début du traitement
chimiothérapique et 78 jours (J78) aprés le début du traitement. L’évaluation comprend le
dosage plasmatique de diverses molécules dont les ADMA, SDMA et L-arginine. Elle
comprend également une évaluation de la fonction endothéliale par une méthode de
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débitmétrie par laser doppler ou I'on compare la circulation capillaire avant et aprés une
injection de pilocarpine, un parasympathomimétique direct. Ce sont ainsi les capacités de
vasodilatation du réseau capillaire qui sont testées. Les résultats montrent une
augmentation significative des concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA chez les
patients atteints de LLA comparés au groupe controle a J1. Les concentrations
plasmatiques en diméthylarginines diminuent au cours du traitement, cependant les
concentrations plasmatiques en ADMA restent significativement plus élevées chez les
patients leucémiques a J78. Les résultats sont présentés dans la figure 20.

Figure 20 : Comparaison des concentrations plasmatiques en ADMA, SDMA et L-arginine a
différentes étapes du protocole de chimiothérapie chez les patients atteints de LLA et un
groupe contrdle (Doroszko et al., 2016)
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Concernant I'’évaluation de la fonction endothéliale, a J1 et J33, les patients leucémiques
présentent une réponse significativement plus faible a la pilocarpine comparés au groupe
contréle. Cependant, a J78, une amélioration significative est observée. Les résultats sont
présentés dans la figure 21.
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Figure 21 : Evaluation de la fonction endothéliale chez des patients atteints de LLA a
différentes étapes du protocole de chimiothérapie comparés a un groupe de personnes
saines (Doroszko et al., 2016)
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Les légendes sont similaires a celles de la Figure 20. La réponse a la pilocarpine est évaluée sur 5
minutes.

Cette étude montre donc, via un test fonctionnel, I'existence d’'une dysfonction endothéliale
chez les patients atteints de LLA. Une des causes de cette dysfonction endothéliale serait
ainsi I'élévation des concentrations plasmatiques en ADMA et en SDMA : la Figure 20 nous
montre une diminution significative du ratio L-Arginine/ADMA chez les patients atteints de
LLA comparés aux personnes saines. Une diminution de ce ratio se traduit par une
biodisponibilité réduite de la L-arginine, le substrat de la NOS pour former du NO. L’étude
montre également une corrélation entre 'augmentation des concentrations plasmatiques en
diméthylarginines et l'augmentation de la concentration plasmatique en lactate
déshydrogénase (LDH), un marqueur de cytolyse générale. Cette observation suggere ainsi
que les diméthylarginines peuvent provenir des cellules tumorales anormales. Enfin, cette
étude montre également que les élévations de la concentration plasmatique en SDMA chez
les patients leucémiques comparés au groupe contréle ne sont pas corrélées a une
élévation de la créatinine ou une diminution du débit de filtration glomérulaire. Cette
observation suggére alors que I'élévation des concentrations en SDMA ne sont pas
forcément liée a une diminution de son excrétion par le rein mais bien par un excés de
production qui aurait une origine similaire a la ADMA.

Une étude, détaillée en 11.D.3 (cf. infra), concernant des patients atteints de différentes
hémopathies malignes (leucémies lymphoides chroniques, leucémies myéloides aigués,
leucémies lymphoides aigués et lymphomes non Hodgkiniens), montrent que ces patients
possédent des concentrations anormalement élevées en « molécule d’adhésion aux
cellules vasculaires - 1 » (VCAM-1) comparés a un groupe contréle (Chachaj et al., 2018).
Cette molécule a été reconnue comme étant un marqueur de dysfonction endothéliale dans
différentes conditions (Blankenberg et al., 2003). Une corrélation positive entre les
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concentrations en ADMA et en VCAM-1 est également démontrée et renforce I'hypothése
selon laquelle une dysfonction endothéliale due a TADMA existe chez les patients atteints
de cancers. De plus, étant donné que la VCAM-1 peut étre augmentée lors d’inflammation,
I'étude précise qu’aucune corrélation n’est observée entre les concentrations en VCAM-1 et
en protéine C réactive, qui est un marqueur de I'inflammation.

3. Mortalité chez les patients atteints de cancers

En somme, nous savons que les patients atteints de certains types de cancers ont des
concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA anormalement élevées et que ces
concentrations élevées peuvent étre a l'origine d’'une dysfonction endothéliale. Des
concentrations élevées en ADMA et SDMA sont par ailleurs associées a une mortalité plus
élevée (cf. 1.C.2.). Quel serait donc I'impact, en termes de mortalité, de concentrations
anormalement élevées en ADMA et SDMA, chez des patients atteints de cancers ?

C’est la question que se sont posés Chachaj et al. dans une étude prospective de 2018 sur
96 patients atteints d’hémopathies malignes (33 leucémies myéloides aigués (LMA), 32
leucémies lymphoides chroniques (LLC) et 31 lymphomes non Hodgkiniens (LNH)). Ces
patients sont comparés a un groupe contréle de 48 personnes non atteintes de cancers
appariées sur I'age, le sexe et certaines comorbidités (hypertension artérielle systémique,
diabéte ou obésité) (Chachaj et al., 2018). lls ont montré que les patients atteints de ces
différents cancers possédent des concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA
significativement plus élevées que les patients du groupe contréle. Les concentrations en
ADMA sont en moyenne deux fois plus élevées chez les patients atteints d’hémopathies
malignes, I'élévation des concentrations en SDMA étant plus modérée. lIs ont ensuite étudié
la relation entre les concentrations plasmatiques en ADMA et SDMA et la mortalité chez les
patients atteints d’hémopathies malignes. Les différentes courbes de survie sont présentées
dans la figure 22.
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Figure 22 : Courbes de Kaplan-Meier selon les concentrations plasmatiques en
diméthylarginines chez des patients atteints d'hémopathies malignes (Chachaj et al., 2018)
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p a été calculé par régression de Cox. AML = leucémie myéloide aigué ; NHL = lymphome

non-Hodgkinien ; CLL = leucémie lymphoide chronique. Les valeurs seuil définissant les
groupes « low » et « high » ne sont pas précisées.

Cette analyse de survie montre donc qu’une élévation des concentrations plasmatiques en
ADMA et en SDMA chez les patients atteints de LLC est associée a une mortalité plus
élevée. Cette relation n’est pas retrouvée chez les patients atteints de LNH et LMA. Ainsi
cette étude est la premiére a démontrer que les concentrations plasmatiques en
diméthylarginines peuvent étre utilisées comme facteurs pronostiques chez des patients
atteints d’hémopathies malignes, ici de LLC. Un manque de puissance statistique est

évoqué concernant I'absence de relation significative entre la mortalité et les concentrations
en ADMA et SDMA chez les patients atteints de LNH.
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Les concentrations plasmatiques en ADMA et en SDMA sont donc anormalement élevées
chez les patients atteints de cancers. Cette élévation peut avoir plusieurs origines dont une
augmentation de l'activité des PRMTs, une augmentation du catabolisme protéique, une
diminution de 'activité des DDAHs. Une dysfonction endothéliale peut étre la conséquence
de 'augmentation de ces concentrations plasmatiques, notamment chez les patients atteints
d’hémopathies malignes, et cette dysfonction endothéliale peut engendrer une
augmentation de la mortalité chez ces patients.

E. Implications thérapeutiques

La chimiothérapie représente, avec la chirurgie, un des axes thérapeutiques majeurs
lorsque I'on parle de cancer. La chimiothérapie classique, ou a dose maximale tolérée,
repose sur la cytotoxicité des molécules utilisées, ces molécules ayant une action plus ou
moins sélective sur les cellules cancéreuses; ce qui explique les nombreux effets
secondaires engendreés.

Des différentes données présentées (cf. /1.B-D.) ci-dessus émergent de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles pour lutter contre la croissance tumorale.

1. Lutter contre 'augmentation des concentrations plasmatiques en ADMA

Nous avons précédemment vu que de nombreux cancers entrainaient une augmentation de
la concentration sanguine en ADMA chez les patients atteints (cf. /I.D.). Nous avons
également vu que cet état peut étre associé a une augmentation du risque de déces,
probablement secondaire aux phénoménes de dysfonction endothéliale : il parait ainsi
raisonnable de vouloir limiter 'apparition de cette dysfonction en diminuant les concentration
circulantes d’ADMA.

L’ADMA étant un inhibiteur compétitif de la NOS, la biodisponibilité de la L-arginine pour la
formation du NO peut s’exprimer par le ratio L-arginine/ADMA. Ainsi, des supplémentations
en L-arginine ou en L-citrulline (un précurseur de la L-arginine) ont été décrites dans des
modeéles animaux pour lutter contre la dysfonction endothéliale et augmenter la
biodisponibilité du NO (Tain et Hsu, 2017). Cependant, une méta-analyse récente suggere
une absence d’efficacité de la supplémentation orale en L-arginine comparée a des
placebos notamment sur 'lhémodynamique et les concentrations en ADMA des patients
atteints de troubles cardiovasculaires ou métaboliques (Rodrigues-Krause et al., 2018).
Aucune étude ne s’intéresse néanmoins a I'évolution du risque de déces chez des patients
traités avec une supplémentation en précurseur du NO.
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2. Les enzymes du métabolisme des diméthylarginines comme cibles
thérapeutiques

e Les PRMTs comme cibles thérapeutiques

Etant donné que les enzymes de la famille des PRMTs (responsables de la méthylation des
résidus d’arginine sur les protéines) se trouvent surexprimées dans un nombre important de
cancers, des inhibiteurs sélectifs de ces protéines ont rapidement été retenus comme des
molécules d’intérét dans la thérapeutique cancéreuse.

En médecine humaine, de nombreux inhibiteurs ciblant notamment PRMT1, PRMT5 ou
encore CARM1 sont a I'étude. Plus précisément concernant les inhibiteurs de PRMTS5,
certains ont fait leurs preuves in vitro et in vivo pour ralentir la croissance de tumeurs (Kim
et Ronai, 2020). Différentes molécules sont aujourd’hui en essai clinique de phase | : a titre
d’exemple, GSK3326595, un inhibiteur compétitif au site de liaison avec la SAM (le substrat
agissant comme donneur de groupe méthyl), est intégré dans deux essais cliniques
concernant les lymphomes non-Hodgkiniens (LNH), les syndromes myélodysplasiques et
les leucémies myéloides aigués (LMA) (Kim et Ronai, 2020). Ces molécules semblent
prometteuses dans le traitement des cancers, les inhibiteurs de PRMT5 étant
particuliéerement étudiés dans le cadre des hémopathies malignes. Ces considérations
s’étendent également en médecine vétérinaire (cf. I.F.2.c.).

e Les DDAHs comme cibles thérapeutiques

Il a également été prouvé que les DDAHs (les enzymes principalement responsables de la
métabolisation de la ADMA) étaient surexprimées dans certaines tumeurs (cf. //.B.2). Bien
qu’il puisse sembler contre-intuitif de vouloir cibler ces enzymes et diminuer la
métabolisation de la ADMA, ces protéines semblent jouer un réle crucial dans les
phénomeénes vasculaires au sein des tumeurs et notamment favoriser I'angiogeneése et le
mimétisme vasculaire (ou vasculogenic mimicry) (Hulin et al., 2019). Ce dernier est un
phénomeéne propre aux tumeurs agressives correspondant a la formation rapide de néo-
vaisseaux dépourvus d’endothélium.

Notons qu’aujourd’hui, aucune molécule n’est réputée pour augmenter spécifiquement
lactivité de la DDAH-1 et -2. Aucune molécule connue inhibe spécifiquement DDAH-2
également, ce qui représente une limite importante dans les recherches pharmacologiques
concernant la modulation de ces protéines. La recherche s’axe donc principalement sur les
inhibiteurs de la DDAH-1: a titre d’exemple la molécule DD1E5 inhibe de maniéere
irréversible I'activité de la DDAH-1. Cette molécule s’est montrée efficace in vitro pour limiter
la prolifération, migration et invasion de lignées cellulaires de cancers prostatiques (Kami
Reddy et al., 2019). Dans cette méme étude, l'utilisation de cette molécule in vivo s’est
révélée efficace pour limiter la croissance de ces mémes cellules xénogreffées. Une
diminution des niveaux de VEGF et de NOS dans la tumeur a également été observée,
résultant en une diminution de la vascularisation tumorale.
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Ainsi, ces différentes molécules se présentent comme de sérieux candidats pour développer
de nouvelles stratégies thérapeutiques pour lutter contre le cancer. Des efforts de recherche
sont encore nécessaires pour aboutir a un traitement efficace et commercialisé.

La littérature de médecine humaine jouit ainsi depuis une décennie de données de plus en
plus abondantes concernant les diméthylarginines et leur lien avec différentes pathologies
dont le cancer. Qu’en est-il des connaissances disponibles en médecine vétérinaire ?

F. ADMA et SDMA : état des connaissances chez les carnivores domestiques

Afin de pouvoir étudier ces marqueurs chez les carnivores domestiques, il faut dans un
premier temps étre capable de détecter et quantifier leur présence chez les individus testés.
Comme cité auparavant, en médecine humaine les concentrations en diméthylarginines
sont quantifiées dans des tissus organiques ou encore dans le sang. En médecine
vétérinaire, on s’intéresse encore exclusivement aux concentrations sanguines des
diméthylarginines, dont nous allons maintenant détailler les méthodes de dosage.

1. Méthodes de dosage

a. Méthodes de référence

La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) a été l'une des
premieres méthodes de dosage des diméthylarginines. C’est cette méthode qui est utilisée
dans I'étude de Kakimoto et al. qui décrit la présence de ces composés dans de l'urine
humaine (Kakimoto et Akazawa, 1970). Les premiéres études utilisaient néanmoins la
NMMA ou I'homoarginine comme référence interne pour le dosage, or ces molécules sont
présentes de maniere endogéne a des concentrations variables chez I'humain, ce qui
diminue fortement la précision du dosage.

L’utilisation de composés exogénes pour référence a la mesure de la ADMA et la SDMA a
permis d’améliorer la précision du dosage via la CLHP. Cette méthode permet ainsi d’obtenir
des concentrations sanguines fiables pour la ADMA et la SDMA (Schwedhelm et Boger,
2011).

Par la suite, des méthodes de spectrophotométrie de masse en association avec la
chromatographie en phase liquide ou en phase gazeuse (LC-MS ou GC-MS) ont permis de
développer des méthodes possédant une sensibilité telle qu’elles sont aujourd’hui
considérées comme les méthodes de référence pour le dosage de la L-arginine et ses
métabolites aussi bien chez 'lHomme que chez les carnivores domestiques (Schwedhelm
et al., 2006 ; Nabity et al., 2015). Ces analyses sont réalisables aujourd’hui en moins de 2
minutes, ce qui rend leur usage possible pour I'étude d’'un grand nombre de prélevements.
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b. Dosages commercialisés par le laboratoire IDEXX ©

e Méthode de laboratoire

Malgré I'existence de méthodes performantes pour le dosage des concentrations sanguines
en diméthylarginines, leur manque de disponibilité et leur colt élevé justifient I'existence de
méthodes alternatives.

Le laboratoire IDEXX, spécialisé dans le conseil et la vente d’outils diagnostics pour les
vétérinaires praticiens, propose un dosage SDMA. Ce dosage, proposé depuis 2015, est
basé sur une méthode d’ « enzyme-linked immunosorbent assay » (ELISA). Ce dosage est
réalisable sur sérum ou plasma EDTA et hépariné. Un prélévement lipémique ou hémolysé
peut diminuer la fiabilité du dosage. Cette méthode donne des résultats équivalents a ceux
obtenus par LC-MS et est validée sur des animaux sains ou atteints de MRC (Patch et al.,
2015).

Grace a cette méthode, IDEXX propose le dosage de la SDMA avec les analyses
biochimiques réalisées en routine chez les carnivores domestiques. De surcroit, la valeur
de référence limite établie par les publications disponibles sur le sujet et le laboratoire se
situe a 14 pg/dL (soit 6,93 pmol/L) comme le montre la figure 23 (Rentko et al., 2013).

Figure 23 : Etablissement d'une valeur de référence limite pour la SDMA canine (Rentko et
al., 2013)
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Concentration sérique canine de SDMA (déterminée par LC-MS) en ug/dL tracée sur l'axe des
abscisses en fonction de la proportion de la population de référence de chiens adultes en bonne
santé (n = 122) sur I'axe des ordonnées. L'intervalle de référence a été établi a moins de 14 ug/dL
avec une analyse non paramétrique. Le diagramme en boite a moustaches reflete l'intervalle
interquartile, les valeurs aberrantes étant représentées par des points.

e Méthode au chevet du patient

Depuis peu, le laboratoire IDEXX a rendu davantage accessible le dosage de la SDMA chez
les carnivores domestiques par la commercialisation de tests réalisables au chevet du
patient via leur derniere génération d’analyseur Catalyst One © : il s’agit d’'une méthode de
dosage immunologique. Les conditions pré-analytiques sont les mémes que pour la
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méthode réalisée en laboratoire, néanmoins un prélévement préalablement congelé ne peut
pas étre dosé par cette méthode. Cette méthode de dosage est validée et fournit des
résultats comparables a ceux obtenus par une méthode de référence (LC-MS) comme
lillustre la figure 24 (Bilbrough et al., 2018).

Figure 24 : Comparaison du dosage de la SDMA par le test Catalyst et par LC-MS chez le
chien (Bilbrough et al., 2018)
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La comparaison concerne les séra de 107 chiens. Le coefficient de corrélation obtenu est de r =
0,98 et la pente de 0,98. La droite de régression apparait en bleu, les zones grisées correspondent
a l'intervalle de confiance a 95 %.

c. Autres alternatives

Le dosage de la SDMA est donc aujourd’hui pleinement accessible aux vétérinaires
praticiens. Le dosage de la ADMA ne jouit pas de la méme disponibilité car aucun laboratoire
vétérinaire ne le propose en routine.

Néanmoins, des alternatives a la spectrophotométrie-chromatographie existent. Par
exemple, le laboratoire DLD Diagnostika © commercialise des kits de dosage ADMA. La
méthode employée est une méthode ELISA ; ces kits sont reconnus utilisables en recherche
cliniue et fournissent des résultats comparables aux méthodes de référence (CLHP)
comme le montre la figure 25 (Schulze et al., 2004 ; Siroka et al., 2007). Cette méthode a
déja été utilisée en recherche clinique vétérinaire (Li et al., 2012).
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Figure 25 : Comparaison du dosage de la ADMA par méthode ELISA et par CLHP chez
I'Homme (Siroka et al., 2007)
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La comparaison est réalisée sur 80 plasmas différents. Le coefficient de corrélation obtenu étant de
r=0,944 et la pente de 2,3.

Aucune étude vétérinaire ne détermine a ce jour un intervalle de référence pour la
concentration plasmatique en ADMA chez le chien. Une étude sur les pancréatites aigués
canines explorant le lien entre les concentrations plasmatiques en ADMA, la sévérité de
I'atteinte et la mortalité dispose d’'une cohorte « contréle » composée de 28 chiens adultes
sains et obtient une concentration moyenne de 48,5 pg/dL avec un intervalle interquartile
de 39,8 (Gori et al., 2020).

Aprés avoir présenté les différentes modalités de dosage des diméthylarginines chez les
carnivores domestiques, il est Iégitime de se demander quelles sont les utilisations pratiques
de ces dosages en médecine vétérinaire ?

2. Utilisations pratiques du dosage des diméthylarginines chez les
carnivores domestiques

a. Evaluation de la fonction rénale

A Tinstar de ce qui a été démontré chez 'Homme, le dosage de la SDMA en médecine
vétérinaire est principalement utilisé pour évaluer I'efficacité de la fonction rénale chez les
patients concernés.

Tatematsu et al. sont les premiers a envisager son utilisation en 2007 : par le biais d’'un
modéle de MRC par néphrectomie partielle sur une cohorte de 18 chiens, ils montrent que
la baisse de la clairance de l'inuline est liée a 'augmentation des concentrations sériques
en SDMA (r = -0,851).

En écho a ces données, en 2015 Nabity et al. évaluent I'utilité du dosage de la SDMA chez
des chiens atteints de néphropathie héréditaire liée au chromosome X. Les chiens males
atteints développent dans les mois suivants leur naissance une MRC protéinurique similaire
a des MRC de stades terminaux (Nabity et al., 2015). Ainsi, comme Tl’illustre la figure 26,
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cette étude met en évidence une corrélation forte entre la SDMA et le DFG (déterminé par
mesure de la clairance de I'iohexol) chez les chiens malades (r = -0,95).

Figure 26 : DFG en fonction de la concentration sérique en SDMA chez des chiens atteints
de néphropathie congénitale (Nabity et al., 2015)
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GFR = Débit de filtration glomérulaire. Les données sont issues d’une cohorte de 8 chiens suivis
durant 37 semaines.

En outre, cette étude suggére d’une part que I'élévation de la SDMA s’observe durant toute
I'évolution de la maladie, de la période pré-clinique au stade terminal, d’autre part que la
mise en évidence d’'une concentration sérique en SDMA supérieure a 14 pg/dL permet en
moyenne de détecter une diminution du DFG d’environ 20 %, ce qui est plus précoce que
la détection via 'augmentation de la créatinine sérique, quelle que soit la méthode
employée.

La précocité de 'augmentation de la concentration sérique en SDMA par rapport a la
créatinine sérique dans les MRC est également appuyée par une étude rétrospective de
2016 : sur 19 chiens atteints de MRC, 17 d’entre eux ont montré une augmentation de la
concentration sérique en SDMA en moyenne 9,8 mois avant celle de la créatinine sérique
(Hall et al., 2016).

Enfin, I'évaluation de la concentration sérique en SDMA présente un avantage
supplémentaire par rapport a la créatinine sérique. Hall et al. montrent dans une étude sur
41 beagles suivis durant 6 mois qu’a I'inverse de la créatinine sérique, la SDMA sérique
n’'est pas influencée par la masse corporelle des chiens étudiés (Hall et al., 2015). Ces
résultats sont illustrés par la figure 27. Ainsi, un dosage de SDMA peut potentiellement
permettre de déceler une diminution du DFG qui pourrait se traduire par une créatinine
faussement dans les valeurs usuelles chez un animal cachectique.
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Figure 27 : Influence de la masse corporelle sur les concentrations sériques en créatinine et
SDMA chez le chien (Hall et al., 2015)
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On observe a gauche la masse corporelle en fonction de la créatinine sérique (A) et a droite en
fonction de la SDMA sérique (B). Ces résultats révélent une corrélation positive entre la masse
corporelle et la créatinine sérique chez le chien (r = 0,54) qui n’existe pas pour la SDMA.
Lean Body Mass = Masse corporelle (déterminée par absorptiométrie radiographique).

b. Intérét pronostic

o Intérét pronostic de la SDMA

Depuis 2016, le dosage de la SDMA sérique a été intégré a la classification IRIS
(International Renal Interest Society) pour les carnivores domestiques atteints de MRC.
Cette classification a vocation de définir différents stades d’évolution des MRC chez les
carnivores domestiques (“IRIS Kidney - Guidelines - IRIS Staging of CKD”). La derniére
version de cette classification, datant de 2019, est présentée dans la figure 28.

Figure 28 : Classification IRIS pour la MRC chez les carnivores domestiques (d'aprés “IRIS
Kidney - Guidelines - IRIS Staging of CKD”)

1S TR TRl

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4
Pas d’azotémie Azotémie moyenne Azotémie modérée Azotémie sévere
(créatinine normale) (créatinine normale ou
modérément augmentée)
Creatinine mg/dL Moins de Plus de
14 1.4-2.8 2.9-5.0 5.0
Canine (125 ymol/L) (125-250 #mol/L) (251-440 #mol/L) (440 pmol/L)
Stades basés sur Moins de Plus de
une créatinine
stable Feline 1 1 6_28 29_50 50
(140 ymol/L) (140-250 pmol/L) (251-440 Lmol/L) (440 umollL)
SDMA  pug/dL Moins de Plus de
Canine 18 18-35 36-54 54
Stades basés sur
une SDMA stable Moins d Plus de
Feline O—IInSS ¢ 1 8—25 26—38 38
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Ainsi, une augmentation chronique de la SDMA sérique chez un chien ou un chat permet
de le placer dans cette classification. Comme vu précédemment (cf. [l.E.2.a.),
'augmentation de la SDMA sérique peut étre plus précoce que celle de la créatinine et les
mesures de SDMA peuvent mener un vétérinaire praticien a appliquer les recommandations
thérapeutiques d’un stade plus élevé plus tét et potentiellement augmenter I'espérance de
vie du patient. Enfin, plus I'animal présente un stade élevé, plus sa fonction rénale est
compromise et plus il est probable que I'animal développe des complications liées a sa
MRC. Son espérance de vie s’en trouve diminuée : ceci explique qu’un stade plus élevé est
associé a un pronostic plus sombre.

Une étude suggére également que l'utilisation du ratio SDMA:créatinine peut s’avérer
intéressant pour le pronostic des carnivores domestiques atteints de MRC (Yerramilli et al.,
2015). Un ratio SDMA:créatinine supérieur a 10 s’est avéré étre de pronostic négatif chez
les animaux atteints de MRC. Dans cette étude, plus la SDMA augmente de maniére
disproportionnée comparée a la créatinine, plus le risque de décés des chiens et chats
atteints de MRC est élevé. Néanmoins, il est intéressant de noter qu’'un ratio
SDMA:créatinine supérieur a 10 n’influence pas la survie a court terme dans cette étude.

o Intérét pronostic de la ADMA

La diméthylarginine asymétrique est aujourd’hui trés peu considérée en médecine
vétérinaire. Cependant, une étude récente s’intéresse aux concentrations plasmatiques en
ADMA de chiens atteints de pancréatites aigués (Gori et al., 2020). 54 chiens atteints de
pancréatites aigués sont inclus dans I'étude et comparés a un groupe « controle » de 28
chiens adultes sains. L’étude montre ainsi que, non seulement les chiens atteints de
pancréatite aigué possedent des concentrations plasmatiques en ADMA significativement
plus élevées que les chiens sains, mais également que les chiens possédant un score
clinique plus élevé présentaient des concentrations plasmatiques en ADMA plus élevées.
Ces résultats sont illustrés dans la figure 29.
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Figure 29 : Concentration plasmatique en ADMA chez des chiens atteints de pancréatite
aigué comparé a un groupe contréle et selon la sévérité clinique (Gori et al., 2020)
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(score clinique récemment mis en place, le cut-off de 11 posséde la meilleure spécificité (90 %) pour
prédire la mort a court terme (Fabreés et al., 2019)).

Enfin, via une analyse multivariée, cette étude montre qu’il existe une association
significative entre la concentration plasmatique en ADMA et la survie des chiens de I'étude,
les chiens décédés possédant une ADMA plus élevée.

c. Diméthylarginines et cancer

e Etudes cliniques

Les données disponibles en médecine vétérinaire sont rares. Une communication lors d’'un
congres vétérinaire européen de 2016 étudie les concentrations plasmatiques en SDMA
chez des chiens et chats atteints de cancers (Yerramilli et al., 2016b). Dix chiens et neuf
chats sont inclus dans I'étude et présentent une grande diversité de types tumoraux. Sept
d’entre eux présentent une SDMA au-dela des valeurs usuelles sans élévation de la
créatininémie. Ces élévations sont reliées soit a une maladie rénale, soit a une infiltration
tumorale des reins. Les deux causes étant objectivées par un examen histopathologique
chez ces animaux. Les résultats de I'étude ne sont pas détaillés.

L’année suivante, une étude préliminaire a la fois rétrospective et prospective est également
présentée, elle concerne I'élévation de la SDMA chez des chiens atteints de lymphomes et
I'évolution de ces concentrations avec linstauration d’un traitement par chimiothérapie
(Abrams-Ogg et al., 2017). Cinquante-deux chiens sont inclus dans I'étude : cinquante
présentent un lymphome multicentrique de stade 3 a 5 (les lymphomes dits « indolents »
étant exclus de I'étude), un chien présente un lymphome médiastinal et le dernier un
lymphome rénal bilatéral. Une différence significative entre les concentrations plasmatiques
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en SDMA des chiens non traités pour leur lymphome et les chiens présentant une rémission
compléte depuis minimum une semaine a plus de deux ans est montrée, tandis qu’aucune
différence n’est notée concernant la créatininémie. Les résultats sont présentés dans le
Tableau 3.

Tableau 3 : Concentrations plasmatiques en SDMA et créatinine chez 52 chiens atteints de
lymphomes (Abrams-Ogg et al. 2017)

Status N SDMA Creatinine SDMA:Creatinine
mean, median mean, median mean, median (range)
(range) [% >RI 0-14 pg/dL] (range) [% > RI 44-133 pmol/L]

Untreated 36 18, 16 (5-90) [72%] 97, 81 (47-313) [12%)] 0.21, 0.19 (0.06-0.53)
CR 19 10,11 (4-18) [11%)] 90, 79 (24-169) [17%] 0.12, 0.11 (0.06-0.24)
PR 6 16,16 (14-19) [83%] 90, 78 (65-152) [17%] 0.22, 0.20 (0.14-0.35)
Relapse 5 27,21 (14-39) [80%] 129, 105 (71-216) [40%] 0.21, 0.20 (0.15-0.27)

B-cell 13 20,15 (5-90)
T-cel 6 18,19 (10-24)

CR : Rémission complete ; PR : Rémission partielle

L’étude précise que quatorze chiens ont eu un dosage pré et post-traitement : onze d’entre
eux ont montré une valeur de SDMA au-dela des valeurs usuelles et une normalisation de
la SDMA avec une différence significative entre les concentrations pré et post-
chimiothérapie. L’étude précise également que I'immunophénotype du lymphome ne
semble pas corrélé a 'augmentation des concentrations en SDMA.

e Implications thérapeutiques

La littérature vétérinaire est bien moins riche que celle de médecine humaine pour décrire
de potentielles nouvelles molécules pour le traitement des cancers.

Cependant, a l'instar de ce que I'on observe en médecine humaine, un intérét émerge
concernant les inhibiteurs de PRMTS5. Une récente étude s’intéresse a la PRMTS comme
potentielle cible thérapeutique dans les lymphomes canins (Renaldo et al., 2018). Cette
étude montre notamment que PRMTS est effectivement surexprimée dans les cellules
canines lymphomateuses, notamment comparé a des cellules de nceuds lymphatiques
hyperplasiques réactifs. Par la suite, il a été démontré que I'utilisation in vitro d’'un inhibiteur
spécifique de PRMT5 (le CMP220) sur des lignées cellulaires lymphomateuses et sur des
cellules issues de lymphomes canins entraine une diminution dose-dépendante de la SDMA
sans modification de la ADMA. Enfin, il a été montré que I'utilisation de cette méme molécule
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sur des lignées de CLBL-1 et 17-71 (des lignées de lymphomes B canins) entraine une
diminution de la croissance tumorale a la fois dose et temps-dépendante. Il est également
intéressant de noter que la lignée cellulaire OSW (une lignée de lymphome T canin) semble
posséder une profonde résistance a I'action du CMP220 (Renaldo et al., 2018).

Ces données encouragent la poursuite des recherches sur ces voies métaboliques dans le
cancer et notamment dans les hémopathies malignes dont le lymphome est le chef de file.

Dans notre étude expérimentale, les lymphomes et leucémies canins sont envisagés ainsi
que les hémangiosarcomes. La prochaine partie permettra de présenter les principales
caractéristiques de ces différentes maladies.

G. Présentation des différents cancers étudiés dans la partie expérimentale

1. Les lymphomes canins

Les lymphomes chez 'lhomme sont en constante augmentation, a raison d’environ 5 % du
nombre de cas par an et pourraient bientét figurer parmi les cancers les plus fréquents. Les
chiens ne dérogent pas a cette régle ou les lymphomes sont diagnostiqués de plus en plus
communément et ou cette entité est la troisieme plus fréquente aprés les cancers cutanés
et mammaires.

Les lymphomes sont un groupe diversifié de cancers qui ont en commun leur origine : les
cellules du systéme lympho-réticulaire. lls surviennent généralement dans les tissus
lymphoides, tels que les nceuds lymphatiques, la rate et la moelle osseuse ; cependant, ils
peuvent survenir dans presque tous les tissus de l'organisme (Withrow et al., 2012).

Des études vétérinaires récentes caractérisent, a la lumiere des données de la médecine
humaine, ce type de cancer qui regroupe de nombreuses entités différentes variant par leurs
données morphologiques, immunophénotypiques, cliniques, évolutives et génétiques
propres. Ainsi, il n’existe pas « un » lymphome mais « des » lymphomes canins et il devient
indispensable de caractériser au maximum ces maladies afin d’établir un pronostic précis.

a. Epidémiologie
Le lymphome est 'un des cancers les plus fréquents chez le chien. L'incidence annuelle est
estimée de 13 a 24 cas pour 100.000 individus. On I'évalue a environ 7 a 24 % de toutes

les néoplasies canines et 83 % des hémopathies malignes chez le chien (Withrow et al.,
2012).

Le lymphome atteint préférentiellement des individus d’age moyen a agé (médiane d’age
entre 6 et 9 ans). Aucune prédisposition sexuelle n’est formellement identifiée, bien que les
femelles entiéres semblent moins atteintes. Différentes races sont réputées prédisposées :
Boxers, Bull Mastiffs, Saint-Bernards, Basset Hounds, Scottish et Airedale Terriers,
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Bouledogues (Withrow et al., 2012). D‘autres races sont évoquées : Berger Allemand,
Rottweilers et les Retrievers.

b. Principales formes de lymphomes canins et diagnostic

La classification du lymphome canin comprend différents éléments comme la localisation
anatomique mais également les caractéristiques histologiques et immunophénotypiques.

e Localisation anatomique

La présentation de loin la plus fréquente est la forme multicentrique, elle représente environ
80 % des lymphomes canins. Cette localisation se manifeste par une polyadénomégalie
superficielle : elle est indolore, parfois discréte, de consistance ferme mais dépressible. Elle
peut étre localisée initialement uniquement aux nceuds lymphatiques mandibulaires et pré-
scapulaires. Les chiens présentant cette forme sont la plupart du temps asymptomatiques,
néanmoins environ 20 a 40 % d’entre eux présentent un historique d’amaigrissement,
d’anorexie, de léthargie ou d’épisodes fébriles. La plupart des lymphomes multicentriques
sont d'immunophénotype B. (Withrow et al., 2012).

La localisation digestive représente 5 & 7 % des lymphomes canins. A linstar des
observations chez ’lhomme, les males sont plus atteints que les femelles (Priester et McKay,
1980). Les animaux présentent fréquemment un historique de dysorexie et
d’amaigrissement, la mise en évidence d’'une panhypoprotéinémie ou de signes de
malabsorption digestive sont des signes d’appel. L’infiltration lymphomateuse se présente
souvent de maniére diffuse ou multifocale, intéressant la sous-muqueuse et la lamina
propria de l'intestin gréle. Une infiltration transmurale est parfois observée (Withrow et al.,
2012).

La forme médiastinale représente également environ 5 % des lymphomes canins. Elle se
caractérise par une adénomégalie médiastinale craniale, une hypertrophie du thymus ou les
deux en méme temps. Il est intéressant de noter que 20 % des lymphomes multicentriques
montrent des signes radiographiques d’élargissement du médiastin cranial (Withrow et al.,
2012). L’hypercalcémie est une condition commune dans cette forme (Greenlee et al.,
1990). L'immunophénotype T est le plus fréquemment mis en évidence.

La localisation cutanée est également une forme retrouvée fréquemment. Ces formes
peuvent s’exprimer paralléelement par une infiltration extra-cutanée : muqueuse buccale,
nceuds lymphatiques, foie, rate, moelle osseuse...(McKeever et al., 1982). Une forme
particuliére est connue en médecine humaine sous le nom de syndrome de Sézary et se
caractérise par une infiltration cutanée diffuse associée a une lymphocytose T maligne
circulante (Thrall et al., 1984). Les lymphomes cutanés sont souvent des lymphomes T
CD8+ (alors qu’il s’agit de lymphocytes T CD4+ le plus souvent chez ’lhomme).
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Une derniere forme qu’il convient de citer est la forme hépatosplénique, relativement rare.
Il s’agit d’'un lymphome intéressant le foie et la rate, parfois la moelle osseuse sans atteinte
des nceuds lymphatiques périphériques. Il s’agit le plus souvent d’un lymphome T a
caractére extrémement agressif et répondant pas ou peu a la chimiothérapie (Weidmann,
2000).

e Caractéristiques histologiques

De nombreuses classifications histologiques ont été utilisées pour classer les LNH chez
’lhomme, certaines de ces classifications ont été appliquées au chien.

Différentes classifications sont ainsi reconnues, notamment la classification de Kiel
actualisée, purement morphologique (Greenlee et al., 1990). Cette classification permet de
classer les différents lymphomes selon leur profil architectural et leur morphologie
(centroblastique, centrocytique, immunoblastique...). L’'un des avantages de cette
classification est qu’elle inteégre également 'immunophénotype (lymphome a cellules B ou
T). Les différents sous-types définis sont ensuite séparés en bas grade ou haut grade selon
le comportement de la tumeur, un haut grade étant plus agressif.

Un autre exemple de classification est celle du National Cancer Institue of Working
Formulation : bien que cette classification n’intégre pas l'immunophénotype, elle a
'avantage de décrire la tumeur selon certains modéles d’expression (folliculaire versus
diffus) et de la morphologie cellulaire (petites cellules fendues, grandes cellules, cellules
blastiques) (Greenlee et al., 1990). A Tlinstar de la classification de Kiel actualisée, les
lymphomes sont de grades bas, haut ou intermédiaire selon I'agressivité de la tumeur.

Plus récemment la classification WHO décrit, comme chez 'homme, différentes entités
morphologiques, cliniques et pronostiques (Valli et al., 2011).

c. Traitements

Le traitement de choix du lymphome, a fortiori du lymphome multicentrique, reste donc la
chimiothérapie. De nombreuses études s’intéressent aux différents protocoles utilisables
chez le chien. Le choix du traitement mis en place dépend évidemment du colt, du temps
investi par les propriétaires, I'efficacité, la toxicité des molécules utilisées et de I'expérience
du clinicien. Il est aujourd’hui reconnu que le protocole présentant la meilleure efficacité est
le protocole CHOP (Cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisolone) pour
lequel il est obtenu des taux de rémission de 80 a 90 %, un temps médian de survie
d’environ 12 mois avec 25 % des chiens encore vivants aprés 2 ans et certains chiens
présentant une guérison compléete (Withrow et al., 2012). Le détail de ce protocole est
présenté dans la figure 30.
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Figure 30 : Détail du protocole CHOP (Withrow et al., 2012)

S1 Vincristine, 0.7 mg/m?, IV
Prednisone, 2 mg/kg, PO, SID

S2 Cyclophosphamide, 250 mg/m?, IV*
Prednisone, 1.5 mg/kg, PO, SID

S3 Vincristine, 0.7 mg/m?, [V
Prednisone, 1 mg/kg, PO, SID

S4 Doxorubicin, 30 mg/m?, IV’
Prednisone, 0.5 mg/kg, PO, SID

S6 Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S7 Cyclophosphamide, 250 mg/m?, IV*

S8 Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S9 Doxorubicin, 30 mg/m?, IV'

S11 Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S12  Cyclophosphamide, 250 mg/m?, IV*

S13  Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S14  Doxorubicin, 30 mg/m?, IV’

S16  Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S17  Cyclophosphamide, 250 mg/m?, IV*

S18  Vincristine, 0.7 mg/m?, IV

S19 Doxorubicin, 30 mg/m?, IV'

S = semaine ; IV = voie intraveineuse ; * = administration concomitante de furosémide & 1 mg/kg
pour éviter une cystite hémorragique stérile ; 1 = pour les animaux ayant un poids inférieur a 15 kg,
une dose de 1 mg/kg est utilisée.

Une alternative a ce traitement multi-drogues est un traitement mono-agent a base de
doxorubicine a 30 mg/m? par voie intraveineuse toutes les 3 semaines injectée a cing
reprises. Ce traitement permet d’obtenir des taux de rémission compris entre 50 et 75 %
avec une médiane de survie d’environ 6 a 8 mois (Carter et al., 1987).

Si les propriétaires ne désirent pas engager une chimiothérapie, 'usage de prednisolone
seule a 2 mg/kg par voie orale et par jour permet d’obtenir des temps de survie courts, de
'ordre d’un a deux mois (Withrow et al., 2012).

Le rble de la radiothérapie dans le traitement des lymphomes chez le chien reste peu précis.
Les indications sont surtout une atteinte encore régionale (stade | ou Il) ou un traitement
ciblé palliatif pour I'animal (par exemple sur une adénomeégalie mandibulaire entrainant une
dysphagie) (Meleo, 1997).

De la méme maniere, la chirurgie est rarement envisagée, le lymphome étant une atteinte
systémique de I'organisme. L'utilité de la splénectomie est néanmoins sujette a débat. Elle
peut s’avérer bénéfique surtout lors d’anémie hémolytique incontrolée ou de
thrombocytopénie (Brooks et al., 1987).
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d. Pronostic des chiens atteints de lymphome

Comme lillustre le paragraphe précédent, il est finalement réducteur de résumer les
différentes maladies déclinées selon différentes classifications en une seule et méme entité
pathologique appelée « lymphome ». Cette approximation prive notamment les cliniciens
d’informations précieuses concernant le pronostic de I'animal et la réponse de la tumeur a
la chimiothérapie.

De nombreux facteurs pronostics sont aujourd’hui connus chez le chien dans le cadre du
lymphome. L’histopathologie fournit des informations intéressantes : un grade plus haut est
associé a une meilleure réponse de la tumeur a la chimiothérapie. Néanmoins un haut grade
est associé a un taux de survie plus faible (Teske et al., 1994 ; Ponce et al., 2004). La
classification WHO peut fournir des informations pronostiques, par exemple un lymphome
de sous-type centroblastique polymorphe est associ€, avec un traitement adapté, a une
survie globale moyenne de 17 mois. A I'inverse un lymphome de Burkitt présente une trés
mauvaise réponse au traitement et posséde un comportement trés agressif, la survie
moyenne n’étant que de 15 jours (Ponce, 2016). L'immunophénotype fournit également des
informations pronostiques : un immunophénotype T est associé a une réduction de la survie
chez le chien (Greenlee et al., 1990 ; Teske et al., 1994 ; Ruslander et al., 1997 ; Ruslander
et al., 1997).

Le stade clinique est faiblement associé au pronostic chez le chien : un stade | ou Il (atteinte
d’'un ganglion ou atteinte régionale de plusieurs ganglions) est néanmoins associé a un
pronostic favorable, tandis qu’un stade V (infiltration de la moelle osseuse) est associé a un
pronostic sombre (Carter et al., 1987). Le sous-stade clinique est néanmoins fortement
associé a la survie : un sous-stade b (atteinte clinique généralisée : syndrome fébrile,
léthargie, dysorexie, amaigrissement...) est associé a une réduction de la survie (Greenlee
et al.,, 1990 ; Teske et al., 1994 ; Valerius et al., 1997).

La localisation clinique est également associée a la survie : les formes leucémiques,
cutanées diffuses, hépatospléniques et digestives (a I'exception du lymphome rectal) sont
associées a un pronostic sombre chez le chien (McKeever et al., 1982 ; Couto et al., 1989 ;
Weidmann, 2000). Quelle que soit la localisation, une atteinte cranio-médiastinale est
également associée a une diminution de la survie (Starrak et al., 1997).

L’existence d’une hypercalcémie paranéoplasique est également associée a un mauvais
pronostic (Weller et al., 1982).

Certaines études suggerent que les femelles possédent des médianes de survie
supérieures aux males (MacEwen et al., 1987).

La mise en place d’un traitement de longue durée a base de corticostéroides précédant le
diagnostic diminue également significativement la réponse de la tumeur a la chimiothérapie
et assombrit le pronostic ; la période seuil au-dela de laquelle la réponse est diminuée est
inconnue (Khanna et al., 1998).
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2. Les leucémies canines

Les leucémies sont des cancers ou les cellules tumorales sont des cellules issues de la
moelle osseuse et sont retrouvées dans la moelle et le sang. Le terme « aigué » est employé
lorsque les cellules blastiques (des cellules de la moelle précurseurs, indifférenciées) sont
présentes en grande quantité dans la moelle (plus de 20 %). Les leucémies aigués sont
souvent associées a une clinique sévére, une évolution rapide et un pronostic sombre. A
linverse, le terme « chronique » est utilisé lorsque les cellules tumorales sont bien
différenciées (on observe alors souvent entre 5 et 20 % de cellules blastiques dans la
moelle). Les leucémies chroniques sont plus volontiers associées a une clinique plus
silencieuse, une évolution plus lente, un pronostic meilleur (Lagrange, 2017).

Selon le précurseur qui se multiplie de maniére incontrdlée, on distingue ainsi les leucémies
myéloides, ou le précurseur est issu de la lignée myéloide, des leucémies lymphoides ou le
précurseur est issu de la lignée lymphoide (les lymphocytes).

Etant donné la plus grande variété de cellules issues de la lignée myéloide, comme lillustre
la figure 31, la classification des leucémies myéloides est plus complexe.
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Figure 31 : Schéma de la myélopoiése chez le chien
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BFU = Burst Forming Unit; CFU = Colony-forming unit; E = erythrocytic; GM = granulocytic-
monocytic; MEG = megakaryocytic, EO = eosinophilic. Ainsi la lignée myéloide est a l'origine de la
formation des hématies, des granulocytes neutrophiles, éosinophiles et basophiles, des monocytes,
des plaquettes et des mastocytes.

Une classification inspirée de la médecine humaine apparait en 1991 pour les leucémies
myéloides aigués (LMA) (Jain et al., 1991). Sept formes différentes de LMA sont décrites :
les plus fréequemment rencontrées sont les formes M1 et M2 ou leucémies myéloblastiques
aigués et les formes M4 et M5 leucémies myélomonocytiques aigués (ces derniéres
représentent d’ailleurs 94 % des cas dans une étude rétrospective de 35 chiens atteints de
LMA (Davis et al., 2018)). La forme M7 mégacaryoblastique s’observe également
classiquement chez le chien. Les formes monocytiques pures M5 et erythroblastiques M6
sont décrites. La forme promyélocytique M3 n’est pas décrite chez le chien (Withrow et al.,
2012). La description des formes chroniques suit une logique similaire, on y distingue la
polycythemia vera et le thrombocythémie essentielle qui correspondent respectivement a
des leucémies chroniques d’origine érythrocytaire et mégacaryocytaire. Les leucémies
myélogenes chroniques correspondent a une prolifération de neutrophiles. Enfin, les
leucémies éosinophiliques et basophiliques sont décrites (Withrow et al., 2012).
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a. Epidémiologie
Les leucémies lymphoides sont plus fréquentes que les leucémies myéloides. De maniéere
générale les syndromes myéloprolifératifs sont 10 fois moins fréquents que les syndromes
lymphoprolifératifs (Withrow et al., 2012). Bien qu’une prédisposition pour les grandes races

se dégagent, il est difficile d’obtenir des informations fiables concernant I'épidémiologie des
leucémies myéloides.

Une série de 30 cas de leucémies lymphoides aigués (LLA) rapporte 27 % de Bergers
Allemands, avec un sexe ratio M : F de 3 : 2. L’age médian est de 5,5 ans dans cette étude
(de 1 2 12 ans) (Matus et al., 1983).

Les leucémies lymphoides chroniques (LLC) semblent moins fréquentes que les LLA mais
plus fréquentes que les leucémies myéloides. Les individus atteints sont typiquement plus
agés avec une médiane rapportée de 10 a 12 ans. Sur une étude de 73 chiens atteints, les
leucémies a lymphocytes B ne présentent pas de prédisposition sexuelle, tandis que les
leucémies a lymphocytes T présentent une prédisposition en faveur des femelles 1: 1,7
(Vernau et Moore, 1999). Dans cette méme étude, 26 % des individus présentent un
immunophénotype B tandis que 74 % possédent un immunophénotype T, la plupart ayant
un phénotype CD8+ (a cellules granulaires).

b. Présentation et diagnostic des leucémies

Les chiens atteints de LLA ou de LMA ont typiguement une atteinte prononcée de I'état
général : anorexie, léthargie, amaigrissement, polyuro-polydypsie, etc. La splénomégalie,
'hépatomégalie ainsi que des lymphadénopathies sont fréquentes. Une anémie
arégénérative potentiellement sévére est communément rencontrée ainsi qu’une
thrombocytopénie et une leucocytose : des cellules blastiques circulantes augmentent la
numération des leucocytes. Contre intuitivement certains chiens présentent une leucopénie
(Withrow et al., 2012).

A linverse, les chiens atteints de LLC sont souvent asymptomatiques. De la léthargie est
parfois rapportée. Une splénomégalie et polyadénomégalie modérées peuvent étre
observées. Les chiens sont discrétement anémiés, thrombocytopéniques et présentent une
leucocytose prononcée a trés sévere. Les granulocytes sont souvent dans les valeurs
usuelles. Il est d’ailleurs trés fréquent que la LLC soit diagnostiquée de maniére fortuite par
le vétérinaire en recherchant une autre pathologie (Withrow et al., 2012).

Les animaux atteints de LMC peuvent également étre asymptomatiques. Néanmoins, les
clones de granulocytes s’accumulent dans la moelle mais également dans divers organes
comme la rate, les espaces périportaux et les sinusoides hépatiques, parfois les nceuds
lymphatiques. Plus rarement le cceur, les reins, les poumons sont infiltrés. Les chiens
atteints décédent des complications relatives a la dysfonction des neutrophiles ou par
hémorragie secondairement a la thrombocytopénie parfois observée (Withrow et al., 2012).
Une transformation blastique des clones lors de LMC, appelée « blastic crisis » est
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également bien documentée chez le chien et peut entrainer une mort rapide (Pollet et al.,
1978).

La visualisation de cellules lymphoides néoplasiques dans la circulation générale ou la
moelle osseuse via un myélogramme par un vétérinaire anatomo-pathologiste expérimenté
est essentielle pour le diagnostic des leucémies Iymphoides. Des méthodes
d'immunomarquage et de cytométrie de flux peuvent aider a préciser le diagnostic. Les
marqueurs typiquement utilisés sont CD3 pour les lymphocytes T, CD79a pour les
lymphocytes B et CD34 pour les cellules blastiques (le CD34 est exprimé par les cellules
blastiques myéloides et lymphoides). La présence de ce dernier permet notamment de
différencier une LLA d’un lymphome de stade V. D’autres marqueurs sont disponibles chez
le chien, le CD11b ou la myeloperoxidase (MPO) sont présents sur les cellules myéloides,
le CD41 est utilisé pour caractériser les mégacaryoblastes (Withrow et al., 2012).

Le diagnostic et la classification d’'une LMA est particuliére et nécessite I'étude d’un
myélogramme et d’un frottis sanguin avec une coloration de Romanowsky (Jain et al., 1991).

c. Traitements

Les LLA nécessitent une chimiothérapie agressive afin de supprimer rapidement les cellules
clonales de la moelle osseuse et permettre la reprise de 'hématopoiése. L’efficacité des
protocoles de chimiothérapie est difficile a établir en médecine vétérinaire. Des protocoles
CHOP similaires aux lymphomes peuvent étre utilisés (Withrow et al., 2012). Une étude
décrit I'utilisation de vincristine et de prednisolone avec un taux de rémission compléte de
20 % et rémission partielle de 20 % également (Matus et al., 1983).

Les animaux atteints de LLC étant souvent asymptomatiques, la question de savoir s'il faut
les traiter ou non reste controversée. Certains oncologues s’accordent a dire qu’il faut traiter
lorsque I'animal est anémié, thrombocytopénique ou que son comptage leucocytaire est
particuliéerement élevé (supérieur a 60 000 Iymphocytes/puL). Une splénomégalie,
hépatomégalie ou polyadénomégalie sont également des arguments pour traiter la LLC. Le
chlorambucil semble étre une molécule de choix dans le traitement de la LLC : un dosage
de 0,2 mg/kg pendant 7 a 14 jours puis de 0,1 mg/kg en maintenance, associé a de la
prednisolone a 3 mg/kg pendant 7 jours, puis 2 mg/kg les 7 jours suivants, puis 1 mg/kg en
maintenance. Le traitement est principalement palliatif et les rémissions complétes ne sont
quasiment jamais atteintes, néanmoins ce traitement permet d’offrir aux chiens une qualité
de vie satisfaisante pendant 1 a 3 ans (Leifer et Matus, 1986).

Aucune chimiothérapie n’est réputée efficace pour lutter contre les leucémies aigués non
lymphoides, la tentative de traitement peut se révéler frustrante pour le vétérinaire et les
propriétaires. Dans I'étude rétrospective citée plus haut, différents protocoles sont cités ; ils
incluent des molécules telles que : la doxorubicine, L-asparaginase, cytosine arabinoside,
vincristine, chlorambucil, cyclophosphamide et la lomustine associées a la prednisolone.
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Bien que l'instauration d’'une chimiothérapie augmente significativement la médiane de
survie des patients, celle-ci reste médiocre (58 jours) comme le montre la figure 32.

Figure 32 : Courbe de Kaplan-Meier pour différents chiens atteints de LMA (Davis et al.,

2018)
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La médiane de survie des chiens traités symptomatiquement (n = 11) est de 1 jour, celle des chiens
traités avec de la prednisolone (n = 15) est de 25 jours, celle des chiens traités avec de la
chimiothérapie (n = 8) est de 58 jours. La différence de survie entre les différents groupes est
significative.

Il est conseillé de traiter les chiens atteints de LMC afin d’éviter les risques de complications
et de « blastic crisis ». Le traitement de choix de la phase chronique est I'hydroxyurée par
voie orale a la dose initiale de 20 a 25 mg/kg. Ce traitement est maintenu tant que le
comptage leucocytaire ne tombe pas en dessous de 15 a 20 000 cellules/pL. Le dosage
peut ensuite étre diminué de 50 % avec administration quotidienne ou une dose de 50 mg/kg
peut étre administré de maniére bi ou trihebdomadaire (Fine et Tvedten, 1999 ; Withrow et
al., 2012).

d. Pronostic des chiens atteints de leucémies

Les chiens atteints de LLA possédent un pronostic sombre. Dans une étude de 21 chiens
traités par de la vincristine et la prednisolone, les chiens atteignant une rémission partielle
ou compléte (29 % seulement) possedent une médiane de survie de 120 jours (Matus et al.,
1983).
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Etant donné que I'évolution de la LLC est bien plus lente, le pronostic est meilleur et certains
animaux ne nécessitent aucun traitement. Un chien a survécu environ 2 ans sans traitement
(Harvey et al., 1981). Une normalisation de la numération leucocytaire est attendue dans
environ 70 % des cas. Dans une série de 17 chiens traités a la vincristine, chlorambucil et
prednisolone la médiane de survie de 12 mois avec 30 % de chiens vivants a 2 ans (Leifer
et Matus, 1986).

Peu dinformations sont disponibles concernant le pronostic des syndromes
myéloprolifératifs. En régle général, les atteintes aigués sont de pronostics sombres, une
étude rétrospective de 35 cas de LMA rapportent une médiane de survie de 19 jours (Davis
et al., 2018). Les atteintes chroniques sont de meilleurs pronostics, néanmoins le risque
d’apparition de « blastic crisis » peut assombrir rapidement le pronostic des animaux atteints
(Withrow et al., 2012).

3. Les hémangiosarcomes canins

Le dernier type de cancer envisagé ici sera 'lhémangiosarcome. Il s’agit d’'un groupe de
tumeur maligne dont 'origine est les cellules de I'endothélium vasculaire.

a. Epidémiologie
Il s’agit d’'une tumeur fréquente chez le chien, plus que chez n’importe quelle autre espéce.
Les hémangiosarcomes représentent 5 % de tous les cancers non-cutanés et 12 a 21 %

des tumeurs mésenchymateuses (Withrow et al., 2012). L’hémangiosarcome splénique
représente 45 a 51 % des tumeurs spléniques (Spangler et Culbertson, 1992).

L’hémangiosarcome est une tumeur typiquement rencontrée chez le chien d’age moyen ou
chez le chien agé. Une surreprésentation des bergers allemands et des retrievers est
observée (Day et al., 1995).

b. Présentation et diagnostic des hémangiosarcomes

La localisation la plus fréquente des hémangiosarcomes chez le chien est la rate. D’autres
localisations fréquemment rencontrées sont I'atrium droit du cceur, la peau ou le tissu sous-
cutané et le foie. Des hémangiosarcomes ont été décrits dans les poumons, les reins, les
muscles, la cavité buccale, les os, la vessie, le ventricule gauche, I'utérus et le rétropéritoine
(Withrow et al., 2012).

Une régle empirique des « deux tiers » chez le chien semble se vérifier : deux tiers des
chiens avec une masse splénique présenteront un diagnostic de tumeur maligne, et deux
tiers de ces tumeurs malignes seront des hémangiosarcomes (Spangler et Culbertson,
1992). Néanmoins, lorsqu’'un hémoabdomen est mis en évidence chez un chien n’ayant
subi aucun traumatisme et qu’une échographie met en évidence une masse splénique, cette
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derniére se révéle étre un hémangiosarcome dans 70 % des cas (Pintar et al., 2003) ; le
diagnostic différentiel inclut notamment les hématomes, les hémangiomes ou d’autres
sarcomes : un examen histopathologique est nécessaire pour les différencier.

Peut-étre en raison de son rapport intime avec le systéme vasculaire facilitant I'angiogenéese
et la dissémination de clones métastatiques, 'hémangiosarcome canin se caractérise par
un comportement biologique trés agressif : les métastases s’installant rapidement et de
maniére étendue. Les métastases sont hématogenes ou secondaires a une implantation
abdominale suite a la rupture de la tumeur primitive. Dans une étude rétrospective sur 25
chiens, les sites métastatiques les plus fréquents sont le foie, I'épiploon, le mésentére et les
poumons (Waters et al., 1988). Cette derniere étude suggére que 25 % des chiens
présentant une hémangiosarcome splénique auront aussi une atteinte de I'atrium droit,
néanmoins empiriquement, ce pourcentage semble bien plus faible (15 % ou moins)
(Withrow et al., 2012). L’hémangiosarcome est également considéré comme le sarcome
métastasant le plus fréquemment au cerveau, une étude sur 85 chiens relévent la présence
de métastases cérébrales chez 12 d’entre eux (14 %) (Waters et al., 1989).

Les signes cliniques d’'un chien atteint d’hémangiosarcome dépendent fortement de sa
localisation. Les seuls signes peuvent étre non spécifiques (abattement, anorexie,
léthargie...). A I'inverse, une mort subite par choc hypovolémique et hémorragie interne est
également possible. Une distension abdominale peut étre objectivée lors d’'une atteinte
viscérale avec la présence ou non d’un signe du flot. On peut également observer une
tachycardie, une paleur des muqueuses, un pouls de faible intensité, un temps de
recoloration capillaire prolongé... Lors d’atteinte de I'atrium droit, des signes de tamponnade
cardiaque peuvent étre observés : intolérance a I'effort, dyspnée, ascite... associé a un
assourdissement des bruits cardiaques et un pouls paradoxal (Withrow et al., 2012).

Suite a la mise en évidence d’une masse viscérale suspecte d’étre un hémangiosarcome a
I'échographie abdominale, la recherche de métastases est primordiale avant d’envisager
toute chirurgie. Des radiographies thoraciques doivent étre réalisées : une étude rapporte
que l'obtention de trois vues diminue le risque de faux négatifs avec une sensibilité de 78
% et une valeur prédictive négative de 74 % (Holt et al., 1992). L’échographie abdominale
permet de rechercher d’éventuelles métastases viscérales. L'échographie est sensible mais
non spécifique pour la recherche de métastases. L’aspect échographique classique d’un
hémangiosarcome est une masse mal délimitée, hétérogéne, cavitaire anéchogéne a
hyperéchogéne, parfois « en cocarde » (Wrigley et al., 1988). Il est également intéressant
de noter que dans un contexte d’hémangiosarcome viscéral ou cutané/sous-cutané, la
recherche de métastase cardiaque est rarement fructueuse si aucune métastase n’est mise
en évidence ailleurs (Withrow et al., 2012).

Si un hémangiosarcome cardiaque ou un épanchement péricardique est suspecté, une
échocardiographie est 'examen de choix. La masse auriculaire sera visualisé dans 65 a 90
% des cas. Ainsi ne pas visualiser de masse ne permet pas d’exclure I'existence d'un
hémangiosarcome cardiaque. La visualisation d’'une masse n’est également pas
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pathognomonique d’'un hémangiosarcome : des caillots dans le péricarde peuvent en mimer
'aspect (Fruchter et al., 1992). Malgré cette nuance, la mise en évidence d’'une masse a
I'échocardiographie est associée a un pronostic sombre dans un contexte d’épanchement
péricardique. D’autres facteurs pronostics négatifs sont la présence d’ascite et un historique
de syncopes (Stafford Johnson et al., 2004).

Le diagnostic définitif d’hémangiosarcome repose sur une analyse histologique sur biopsie
chirurgicale. La cytoponction a I'aiguille fine, bien que simple et peu colteuse, est souvent
décevante en raison de I'hémodilution qui accompagne le prélevement. Certaines études
s’intéressent a la recherche de marqueurs pour établir un diagnostic pré-chirurgical plus
précis : une étude prouve que les chiens atteints d’hémangiosarcome cardiaque possédent
des concentrations sanguines en troponine | plus élevées que les chiens présentant des
épanchements péricardiques idiopathiques (Shaw et al., 2004). Il a également été démontré
que les chiens atteints d’hémangiosarcomes possédaient des concentrations sanguines en
VEGEF plus importantes que des témoins sains (Clifford et al., 2001).

c. Traitements

La chirurgie représente un moyen obligatoire pour agir efficacement sur un
hémangiosarcome. Cette chirurgie se veut agressive pour retirer autant de tissus localement
affectés que possible. Dans le cadre d’'un hémangiosarcome splénique, une splénectomie
est obligatoire. Pour un hémangiosarcome cutané ou sous-cutané les regles d’exérése des
sarcomes des tissus mous s’appliquent de maniére similaire. Une intervention chirurgicale
est également décrite dans le traitement de 'hémangiosarcome cardiaque primaire. Les
masses auriculaires droites peuvent étre réséquées grace a un systéme d’agrafes ou par
suture manuelle ; des procédures de reconstruction sont également décrites si la résection
doit étre plus extensive (Brisson et Holmberg, 2001). La mortalité péri-opératoire est de 13
% et une étude rétrospective suggére que les chiens opérés pour un hémangiosarcome
cardiaque survivant a la période péri-opératoire ont un pronostic similaire aux chiens atteints
d’hémangiosarcomes viscéraux (Aronsohn, 1985).

Etant donné le potentiel métastatique important de 'hémangiosarcome et des mauvais
résultats obtenus avec une chirurgie seule, une chimiothérapie adjuvante a la chirurgie est
toujours indiquée, a I'exception des tumeurs cutanées pures de petites tailles. Un traitement
mono-agent a base de doxorubicine est le plus souvent employé. |l s’agit de procéder a une
injection de doxorubicine a 30 mg/m? par voie intraveineuse toutes les 2 a 3 semaines a 5
reprises (Withrow et al., 2012). Des combinaisons avec de la vincristine et du
cyclophosphamide existent également mais leur supériorité par rapport au traitement mono-
agent n’est pas démontrée.

L’utilisation de chimiothérapie métronomique est également décrite ; l'utilisation d’un
inhibiteur de la cyclo-oxygénase 2, enzyme probablement impliquée dans I'angiogenése,
est le plus communément observée. Une étude sur un petit nombre de chiens montre des
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survies similaires chez les animaux traités par chimiothérapie métronomique et
chimiothérapie a dose maximale tolérée (Lana et al., 2007). Le niveau de preuve de ces
données étant encore faible, cette alternative peut étre proposée en seconde intention
lorsque la chimiothérapie conventionnelle est refusée par les propriétaires. Néanmoins, le
cadre d'’utilisation de la chimiothérapie métronomique mérite d’étre mieux défini : une étude
récente montre que les chiens recevant un protocole de chimiothérapie métronomique a la
suite de la chimiothérapie classique avaient des survies significativement plus longues que
les chiens recevant uniquement la chimiothérapie classique (Finotello et al., 2017).

Une étude a testé I'efficacité d’'une immunothérapie adjuvante a la thérapie classique : elle
étudie l'utilisation du muramyl tripeptide-phosphatidyléthanolamine encapsulé dans un
liposome (L-MTP-PE), une molécule dérivée de la paroi des mycobactéries qui est un
puissant activateur des monocytes/macrophages. Le temps de survie médian des chiens
traités par traitement classique et immunothérapie était alors significativement plus grand
que celui des chiens traités uniquement par thérapie classique (5,7 contre 9,1) et 40 % des
chiens traités avec le L-MTP-PE ont montré des temps de survie longs (Vail et al., 1995).
Bien que ces résultats soient prometteurs, I'utilisation du L-MTP-PE reste compliquée, le
traitement étant peu disponible en médecine vétérinaire.

d. Pronostic des chiens atteints d’hémangiosarcomes

Le traitement mis en place face a un hémangiosarcome influence la durée de survie des
patients. Le pronostic des chiens traités uniquement par chirurgie est mauvais : la médiane
de survie varie de 19 a 86 jours selon les études, avec moins de 10 % de survivants a 1 an
(Withrow et al., 2012). L’ajout d’'une chimiothérapie adjuvante a la chirurgie permet d’obtenir
des médianes de survie de 141 a 179 jours, néanmoins elle ne permet pas d’obtenir plus
de survie a 1 an (Ogilvie et al., 1996).

Certaines études tendent a montrer qu’'une tumeur splénique non rompue est de meilleure
pronostic qu’'une tumeur rompue lorsqu’une chimiothérapie est mise en place (Brown et al.,
1985 ; Vail et al., 1995).

Une autre étude ayant utilisé un schéma de classification histologique a montré que les
chiens ayant des tumeurs de bas grades, bien que rares, présentent un pronostic plus
favorable que les chiens atteints de tumeurs de grade intermédiaire ou haut (Ogilvie et al.,
1996).

Concernant ’'hémangiosarcome cardiaque, le pronostic semble tout aussi mauvais que pour
I’lhémangiosarcome splénique. Méme lorsqu’une chirurgie est réalisée, la médiane de survie
n’excede pas 4 mois (Aronsohn, 1985).
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Deuxiéme partie : étude expérimentale

l. Introduction

Les diméthylarginines asymétrique (ADMA) et symétrique (SDMA) sont des dérivés
méthylés de la L-arginine présents naturellement dans le plasma sanguin des hommes et
des carnivores domestiques. Ces deux molécules sont synthétisées lors de la dégradation
des protéines cellulaires contenant des résidus d’arginines méthylés. La méthylation de
I'arginine est catalysée par la famille des arginines méthyltransférases (PRMT). LADMA est
un inhibiteur compétitif de la NO-synthase, elle posséde donc un effet inhibiteur direct sur
la synthése de NO. La SDMA n’interfere pas avec I'activité de la NOS mais posséde un effet
inhibiteur indirect sur la synthése de NO. Le NO est un agent vasoactif majeur responsable
du bon fonctionnement des endothéliums, mais il posséde également de nombreuses cibles
au sein de I'organisme, il posséde notamment un réle dans de nombreux mécanismes de
régulation de la croissance et de la multiplication cellulaire.

C’est pourquoi de nombreuses études tentent de comprendre I'implication et le réle de la L-
arginine et de ses métabolites dans différentes maladies et notamment dans les cancers. A
ce titre, il est aujourd’hui établi que les PRMT jouent un réle déterminant dans les
phénomeénes d’oncogenése et particulierement dans les hémopathies malignes. Une des
conséquences de la surexpression de ces enzymes dans certains cancers est I'élévation
des concentrations sanguines en diméthylarginines asymétrique et symétrique comme
montré a différentes reprises en médecine humaine, tout particulierement chez les individus
atteints d’hémopathies malignes (Szuba et al., 2008 ; Doroszko et al., 2016 ; Chachaj et al.,
2018).

Les données vétérinaires sont plus rares sur le sujet. Néanmoins, en 2017 une étude évalue
les concentrations plasmatiques en SDMA de chiens atteints de lymphomes multicentriques
(Abrams-Ogg et al., 2017). Cette étude montre non seulement qu’il existe une augmentation
significative des concentrations plasmatiques en SDMA, sans augmentation concomitante
de la créatinine chez ces chiens, mais également une diminution significative des
concentrations plasmatiques en SDMA, observée chez les chiens traités par chimiothérapie
et montrant une rémission totale. De plus, il est montré que les chiens en rechute présentent
des concentrations en SDMA a nouveau augmentées.

Des concentrations sanguines élevées en ADMA et SDMA sont réputées comme étant des
facteurs de risque de mortalité chez 'lhomme. Cette mortalité accrue serait notamment due
a linhibition de la synthése de NO, aboutissant a un phénoméne appelé dysfonction
endothéliale. En 2018, une étude en médecine humaine montre d’ailleurs que les élévations
des concentrations sanguines en ADMA et en SDMA peuvent étre retenues comme des
facteurs pronostiques de mortalité chez des patients atteints de leucémie lymphoide
chronique (Chachaj et al., 2018).
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En plus des hémopathies malignes, étant donnée la forte relation entre les diméthylarginines
et le bon fonctionnement de I'endothélium, notre étude portera également sur des cancers
vasculaires. L’hnémangiosarcome, un cancer possédant une prévalence particuliérement
élevé chez le chien, est donc une pathologie intéressante a étudier dans ce cadre.

Pour ces différents types de cancers, un diagnostic précoce est souvent associé a un
meilleur pronostic. De plus, il existe a ce jour peu voir pas de marqueurs permettant de
prédire la rechute aprés un traitement ayant permis une rémission partielle ou compléte.
L’établissement de tels marqueurs apparait aujourd’hui comme un enjeu majeur en
oncologie vétérinaire.

Cette étude prospective s’inscrit dans la continuité des éléments exposés dans la partie
bibliographique et souhaite établir des données encore inexistantes en médecine vétérinaire
a savoir :

- Evaluer si les concentrations sanguines en diméthylarginines sont plus élevées chez
les chiens atteints de différents types de cancers: lymphomes, leucémies et
hémangiosarcomes.

- Evaluer si ces marqueurs peuvent étre envisagés comme facteurs pronostiques chez
des chiens atteints de lymphomes, leucémies et hémangiosarcomes.

Il. Matériels et méthodes

A. Animaux de I’étude

Les chiens atteints d’hémangiosarcome, d’un lymphome ou d’une leucémie ont été
inclus prospectivement au Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Alfort (CHUVA) en
Décembre 2018 et Juillet 2020.

Les chiens de I'étude ont été inclus aprées I'obtention d’'un consentement par le propriétaire
(cf. fiche de consentement en Annexe n°1). Au moment de faire signer le consentement,
une lettre d’'information récapitulant les points importants de I'étude est également donnée
au propriétaire (cf. lettre d’'information en Annexe n°2).
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B. Critéres d’inclusion et d’exclusion

1. Critéres d’inclusion dans I’étude

L’étude porte sur des chiens de propriétaires présentant un diagnostic de lymphome,

de leucémie ou d’hémangiosarcome, métastasés ou non.

Le diagnostic des différents types de cancers a été établi par un examen cytologique ou
histologique. Les lames sont lues par un anatomo-pathologiste spécialisé vétérinaire.

Afin de préciser le statut du cancer (métastasé ou non) et le stade, des bilans d’extension
ont été réalisés :

Pour les lymphomes multicentriques : un examen tomodensitométrique du thorax et
de 'abdomen ou des radiographies thoraciques et une échographie abdominale ont
été réalisés. Des cytoponctions d’organes (foie, rate et nceuds lymphatiques modifiés
aux examens d’'imagerie) ont été pratiquées. Si 'examen hématologique présentait
des anomalies, un myélogramme était réalisé.

Concernant les hémangiosarcomes : des radiographies thoraciques et une
échographie abdominale ont été proposées, un examen tomodensitométrique de
thorax et d'abdomen pouvait se substituer a ces examens. L’échographie a été
associée a des cytoponctions d’organes (notamment foie et rate) si ces derniers
apparaissaient modifiés. Concernant les hémangiosarcomes cardiaques, un examen
échocardiographique mettant en évidence une masse auriculaire droite est considéré
comme suffisant pour inclure le chien dans I'étude. En cas de contexte évocateur,
une échocardiographie cardiaque peut étre pratiquée pour rechercher des
métastases cardiaques d’'un hémangiosarcome extracardiaque.

Enfin, les chiens atteints de leucémies ont subi systématiquement un myélogramme
ainsi que des radiographies thoraciques et une échographie abdominale. Les
examens d’imagerie permettaient la réalisation de cytoponctions d’organes sur les
organes présentant des anomalies.

2. Critéres d’exclusion et de non inclusion dans I’étude

L'insuffisance rénale peut étre diagnostiquée tardivement. La créatinine est élevée lorsque
75% de la fonction rénale est altérée. La SDMA est justement un marqueur précoce de la
baisse du débit de filtration glomérulaire. Ainsi pour exclure les animaux qui ont une
insuffisance rénale, nous avons :

Exclu les animaux avec une créatinine supérieure aux valeurs usuelles de I'analyseur
(critéres d'inclusion).

Procédé a une relecture des dossiers incluant les symptédmes cliniques, les analyses
urinaires (en particulier la densité urinaire), les examens d'imagerie. Cette lecture a
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été réalisée par un spécialiste en médecine interne (diplomé ECVIM) pour exclure
les animaux qui pourraient présenter une maladie rénale a un stade précoce.

Les animaux présentant une maladie concomitante sévere (insuffisance organique
(cardiaque, hépatique,...), dysendocrinie non stabilisée, une maladie inflammatoire a
répercussion systémique ont été exclus de I'étude.

Les chiens ayant recu un traitement anti-cancéreux (chimiothérapie ou radiothérapie) il y a
moins d’'un mois n’ont pas été inclus dans cette étude. La présence d’'une autre affection
néoplasique concomitante aux trois cancers envisagés était également un critere
d’exclusion.

Enfin, les animaux présentant une hypertension systémique supérieure a 160 mmHg
mesurée par oscillométrie a plusieurs reprises ont été exclus de I'étude.

C. Protocole expérimental

1. Prélevements au diagnostic

Un prélévement de sang veineux au moment du diagnostic, avant tout traitement de
chimiothérapie ou chirurgical, a été réalisé. Deux échantillons d’environ 2 millilitres de sang
chacun ont été prélevés: I'un sur tube EDTA, lautre sur tube sec ou hépariné. Le
prélevement est effectué a la veine jugulaire ou la veine saphéne externe.

Une fois prélevé, le sang a été centrifugé a froid (cing minutes a 5 000 tours, a 4°C), le
sérum ou le plasma obtenus ont été ensuite immédiatement séparés en différents aliquots
d’'un volume minimal de 200 ul et placé au congélateur a -20°C. Les prélevements ont
ensuite été transférés a -80°C dans un délai maximal d’'un mois jusqu’au moment des
dosages. Cette méthode de congélation permet une bonne conservation du prélevement
jusqu’a 24 mois post-congélation (d’aprés DLD Diagnostika, Hamburg).

2. Méthodes de dosage

Les sera ou plasmas héparinés ont été utilisés pour le dosage des concentrations
sanguines en SDMA chez les individus de I'étude. Deux méthodes de dosage ont été
employées : les dosages SDMA ont été réalisés sur des sera par le laboratoire IDEXX par
méthode ELISA ou sur plasmas EDTA par le test Catalyst® SDMA (méthode de dosage
immunologique via I'analyseur Catalyst One (laboratoire IDEXX)).

Les plasmas EDTA étaient réservés aux dosages des concentrations sanguines en ADMA.
La méthode employée était une méthode ELISA proposée par le laboratoire DLD
Diagnostika GmbH. Des kits utilisables en recherche clinique sont disponibles et fournissent
des résultats comparables aux méthodes de référence (HPLC) (Schulze et al., 2004 ; Siroka
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et al., 2007). Cette méthode a déja été utilisée en recherche clinique vétérinaire (Li et al.,
2012). Pour rappel, ce dosage ne sera pas présenté dans la partie résultats mais sera
réalisé ultérieurement.

3. Recueil des données

Pour chaque animal inclus dans 'étude : la race, I'age, le sexe et le poids au moment du
diagnostic sont référencés. Les concentrations sanguines en SDMA et en créatinine au
moment du diagnostic sont également référencées.

Un suivi le plus précis possible est établi. Les informations sur les chiens de I'étude sont
récoltés lors de consultations de suivis ou par mail. Le suivi se termine au 15 Aodt 2020. I
est ainsi référencé si les animaux inclus dans I'étude sont vivants ou décédés, s’ils sont
décédés leur date de décés est également précisée. Si une euthanasie a été pratiquée,
celle-ci est également précisée.

D. Analyses statistiques

Les données suivant une distribution normale comme I'dge ont été représentées sous la
forme de moyenne + écart-type. Les données a distribution non normale comme les valeurs
de SDMA été ont représentées sous la forme d’une médiane et d’un intervalle interquartile.
La normalité des variables a été testée par un test de Shapiro-Wilk.

Les concentrations plasmatiques en SDMA et la créatininémie dans les différents groupes
ont été comparées par une analyse de la variance (ANOVA) non paramétrique a un facteur
(Kruskall-Wallis) suivie d’un test post-hoc de Dunn’s.

Les analyses en sous-groupe des concentrations de SDMA ont été réalisées a l'aide d’'un
test de Mann-Whitney.

Les données de survie ont été représentées par une courbe de Kaplan-Meyer et les
différences de survies entre les groupes ont été analysées par un test du log-rank pour
'ensemble des chiens atteints d’hémopathie maligne ou pour les chiens atteints de
lymphomes ou d’hémangiosarcome.

Pour 'ensemble des tests statistiques, le seuil de significativité a été fixé a p=0.05.
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lll. Résultats

A. Description de la population étudiée

1. Répartition des différents lots

Trente-quatre chiens ont été inclus durant la période de recrutement au CHUVA. Ces 34
chiens ont été répartis selon différents lots : lymphome, leucémie, hémangiosarcome et
autres. Le détail de la répartition dans les différents lots est présenté dans le tableau 4.

Tableau 4 : Répartition des chiens inclus dans I'étude en différents lots

Groupes Lymphomes |Hémangiosarcomes | Leucémies | Autres Total
Nombre de 12 13 3 6 34
chiens

Les 12 chiens atteints de lymphomes comprenaient 10 lymphomes multicentriques (83,3
%), un lymphome médiastinal (8,3 %) et un lymphome osseux (8,3 %). Parmi les 10
lymphomes multicentriques diagnostiqués, deux ont été classés en lymphome de bas grade
(20 %) et huit en lymphome de haut grade (80 %). Huit de ces lymphomes ont été
immunophénotypés, on décompte ainsi cing lymphomes B (62,5 %) et trois lymphomes T
(37,5 %).

Parmi les hémangiosarcomes, 10 d’entre eux avaient une localisation splénique (77 %), un
avait une localisation cardiaque (7,7 %) et deux avaient une localisation cutanée ou sous-
cutanée (15,3 %). Sept de ces chiens présentaient des métastases au bilan d’extension
(53,8 %) et six ont été considérés non métastasés (46,2 %). L'un des chiens inclus dans
I'étude présentait une récidive d’'un hémangiosarcome anciennement traité par chirurgie et
chimiothérapie, un autre avait déja été traité plusieurs mois auparavant pour un lymphome
multicentrique de bas grade, il était en rémission compléte.

Les leucémies diagnostiquées comprenaient une leucémie lymphoide aigué B, une
leucémie lymphoide chronique T et une leucémie mixte lymphoide et myéloide aigué B.

Enfin, on décomptait dans le lot « autres » les chiens initialement suspectés d’étre atteints
d’un des trois cancers considérés mais ne présentant finalement aucune des pathologies
citées ci-dessus une fois le diagnostic établi. Ce lot contenait ainsi trois chiens présentant
des masses spléniques qui se sont révélées étre des hématomes a I'examen histologique.
On décomptait également un chien présentant un nodule fibro-histiocytaire splénique, un
chien présentant un hématome splénique mais présentant également un adénocarcinome
pancréatique diagnostiqué de maniére concomitante ainsi qu'un chien présentant une
masse cardiaque étant le plus probablement une métastase d’ostéosarcome.
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2. Race

La répartition des différentes races des chiens inclus dans I'étude est détaillée dans le
tableau 5.

Tableau 5 : Répartition des différentes races des chiens inclus dans I'étude

Races Lymphome Hémangiosarcome Leucémie Autres

Loulou de Poméranie 1

Berger Australien 1 2

Bouledogue Francais 1

Berger Allemand 3

Parson Russel Terrier 1

Cocker Anglais 1 1

Golden Retriever 1

Galgo espagnol 1

Labrador Retriever 1 1

Setter Anglais 1

Bull Terrer

=N
—

Husky Sibérien

Drathaar 1

Jack Russel Terrier 1

Boxer 1

Beauceron 1

—_—

Dogue de Bordeaux

Croisé 2 4 1 2

Hormis un nombre plus important de bergers allemands dans le groupe
« hémangiosarcomes », aucune prédisposition raciale ne semble ressortir de cette
répartition.

3. Sexe

On observait dans le groupe « lymphome » un total de cing males pour sept femelles. Aucun
male n’était castré tandis que parmi les sept femelles, trois étaient stérilisées.

Dans le groupe « hémangiosarcome », on retrouvait huit males pour cing femelles. Parmi
les huit males, trois étaient castrés et toutes les femelles de ce groupe étaient stérilisées.

Dans le groupe « leucémie », on dénombrait deux males castrés et une femelle stérilisée.

Dans le groupe « autres », on comptait quatre males tous castrés et deux femelles dont une
était stérilisée.
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4. Age

Le détail des moyennes d’age et des ages extrémes pour les différents groupes de I'étude
est présenté par le tableau 6. Les ages extrémes observés étaient de deux ans pour le plus
jeune chien atteint (lymphome) et de 18 ans pour le chien le plus agé (leucémie lymphoide

chronique).

Tableau 6 : Age moyen des chiens inclus dans I'étude en fonction de leur groupe

Lymphomes Hémangiosarcomes | Leucémies Autres Total
Age (moyenne i i 11,69 +/- 10,99 +/- 9,55 +/-
+/- écart type) 8,14 +/-2,74 9,68 +/- 2,25 6,38 233 3,03
Ages extrémes
i mand [2-12] [6 - 13,5] [5 - 18] [8 - 14] [2- 18]
5. Poids

Le détail des moyennes de poids des chiens inclus dans I'étude en fonction de leur groupe
est présenté dans le tableau 7.

Tableau 7 : Poids moyens des chiens inclus dans I'étude en fonction de leur groupe

Groupes Lymphome |Hémangiosarcome| Leucémie Autres Total
Poids (Moyenne +/-1 og 50 +1- 11,98 | 2552 +1-9.27 | 18,67 +1- 1348 | 27,85 +-9.81 | 2021+
écart type) 10,58

6. Déceés des chiens de I’étude

Le nombre d’animaux décédés a l'issue de la période de suivi définie dans I'’étude ainsi que
si une euthanasie a été pratiquée sont synthétisés en fonction des groupes dans le tableau

8.
Tableau 8 : Nombre de chiens décédés et euthanasiés selon les différents groupes de
I'étude

Groupes Lymphome Hémangiosarcome Leucémie Autres

Nombr’e c’ie ’chiens 6 7 > 1
décédés

Nombre de c.ljiens o 6 > 1

euthanasiés
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B. Description du dosage de la SDMA chez les chiens inclus dans I’étude

1. Lymphomes

Les 12 chiens atteints de lymphomes inclus dans I'étude possédaient une concentration
sanguine moyenne en SDMA de 20,75 pg/dL et une concentration médiane de 13,5 pg/dL
[12,75 - 25,75]. Ces résultats sont illustrés par la figure 33.

Parmi ces 12 chiens, six (50 %) possédaient une concentration sanguine en SDMA
supérieure ou égale a la limite supérieure des valeurs usuelles du laboratoire IDEXX, a
savoir 14 pg/dL.

2. Hémangiosarcomes

Les 13 chiens inclus dans 'étude et présentant un hémangiosarcome possédaient une
concentration sanguine moyenne en SDMA de 15,77 ug/dL et une concentration médiane
de 13 pg/dL [10 - 20]. Ces résultats sont illustrés par la figure 33.

Parmi ces 13 chiens, six (46,1 %) possédaient une concentration sanguine en SDMA
supérieure ou égale a 14 pg/dL.

3. Leucémies

Le groupe « leucémies » ne comprenait que trois individus dont les dosages en SDMA
étaient les suivants : 19 et 19 ug/dL pour les deux leucémies aigués et 10 ug/dL pour la
leucémie chronique.

Ces données nous permettent donc de calculer une moyenne de 16 ug/dL et une médiane
de 19 yg/dL [14,5 - 19].

4. Autres

Le groupe « autres » contenait six chiens dont trois ont été diagnostiqués de masses
spléniques bénignes et trois ont été diagnostiqués de pathologies néoplasiques n’étant pas
un lymphome, une leucémie ou un hémangiosarcome.

Chez ces chiens, la moyenne des dosages de SDMA était égale a 8,17 ug/dL pour une
meédiane égale a 8,5 pg/dL [7,25 — 9,75]. Ces données sont illustrées par la figure 33.

Parmi ces six chiens, aucun ne possédait une concentration sanguine en SDMA strictement
supérieure a 10 pg/dL.

Considérons désormais que I'on scinde le groupe « autres » en deux groupes distincts :
« autres non néoplasies » pour les individus diagnostiqués de masse splénique bénigne et
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« autres néoplasies » pour les chiens atteints d’'un cancer autre que lymphome, leucémie et
hémangiosarcome.

Le sous-groupe « autres non néoplasie » était donc composé de trois chiens dont les
dosages de SDMA sont : 7, 8 et 10 uyg/dL. Ces valeurs donnaient une valeur moyenne égale
a 8,33 pg/dL et une valeur médiane égale a 8 ug/dL [7,5 - 9].

De la méme maniére, le sous-groupe « autres néoplasies » était constitué de trois chiens
dont les dosages de SDMA sont égaux a: 5, 9 et 10 pg/dL. Ces valeurs donnaient une
valeur moyenne égale a 8 ug/dL et une valeur médiane égale a 9 ug/dL [9 — 9,5].

Figure 33 : Diagrammes de type "boite a moustaches" des concentrations sanguines en
SDMA des chiens de I'étude du groupe lymphome, hémangiosarcome et autres
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La moyenne de la série de données est figurée par une croix, la médiane par la barre horizontale
qui coupe la boite en deux. Les valeurs du premier et du troisiéme quartiles sont respectivement
représentées par l'arréte inférieure et supérieure de la boite. Il est a noter qu’une valeur
« aberrante » n‘apparait pas sur ce graphique : un des chiens atteint de lymphome présentait une
SDMA de 67 ug/dL.
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C. Créatininémie plasmatique de la population d’étude

Le détail de la description du dosage de la créatinine sérique chez les individus inclus dans
I'étude apparait dans le tableau 9 et la figure 34.

Tableau 9 : Dosage de la créatinine sérique chez les individus inclus dans I'étude

Groupes Lymphome Hémangiosarcome Leucémie Autres
Créatinine moyenne | g0, 4 gg 10,76 +/- 3,62 124-4 | 7,53 +- 2,41
(en mg/dL)
Créatinine médiane (en
mg/dL) 9 9,5 12 7

Figure 34 : Diagrammes de type "boite a moustaches" des concentrations sanguines en
créatinine des chiens de I'étude du groupe lymphome, hémangiosarcome et autres
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La moyenne de la série de données est figurée par une croix, la médiane par la barre horizontale
qui coupe la boite en deux. Les valeurs du premier et du troisiéme quartiles sont respectivement
représentées par l'arréte inférieure et supérieure de la boite.

Aucune différence significative n’était observée dans les concentrations sanguines en
créatinine au moment du diagnostic entre les chiens des différents groupes.
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D. Comparaison de la concentration en SDMA au moment du diagnostic chez
les individus inclus dans I’étude

1. Comparaison entre les différents groupes

Un test de Kruskall-Wallis a deux degrés de liberté a été réalisé pour comparer les
concentrations sanguines en SDMA au moment du diagnostic des chiens atteints de
lymphomes, d’hémangiosarcomes et des chiens du groupe « autres ». Le résultat de ce test
était H = 10,229, correspondant a un p = 0,006. Ainsi, il existe une différence significative
dans les concentrations sanguines en SDMA chez les chiens de ces différents groupes.

Un test post-hoc de Dunn a pour la suite été réalisé dans le but de déterminer entre quels
groupes existent une différence significative. Les résultats apparaissent dans le tableau 10.

Tableau 10 : Procédures de comparaison multiple par paires (méthode de Dunn)

Comparaisons Différence des rangs Q p <0,05
Lymphomes vs Autres 13,72 3,07 Oui
Lymphomes vs 2,05 0,57 Non
Hémangiosarcomes
Hémangiosarcomes vs Autres 11,66 2,68 Oui

Le groupe « leucémies » n’a pas été intégré dans ce test étant donné son effectif trop faible
(n = 3). En réalisant un test de Mann-Whitney pour comparer les concentrations en SDMA
chez ces individus au moment du diagnostic aux chiens du groupe « autres », un p = 0,048
est obtenu.

Ainsi, ces résultats nous apprennent qu’il existe une différence significative dans les
concentrations sanguines en SDMA au diagnostic entre les chiens appartenant au groupe
« autres » et les chiens atteints de lymphomes ou d’hémangiosarcomes. |l est intéressant
d’observer qu’une différence significative est également observée entre les chiens atteints
de leucémies et les chiens du groupe « autres », malgré le faible effectif du groupe
« leucémies ».

Les chiens atteints de lymphomes, leucémies et hémangiosarcomes possédaient donc des
concentrations en SDMA significativement plus élevées que les chiens du groupe
« autres ».
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2. Comparaison des chiens atteints de pathologies cancéreuses et les
autres

Un test de Mann-Whitney a été réalisé entre le sous-groupe « autres non néoplasie » et
tous les autres chiens de I'étude (c’est-a-dire tous les chiens inclus présentant une
pathologie cancéreuse). Le résultat donnait p = 0,031.

Ainsi, les chiens atteints de cancers inclus dans I'étude possédaient des concentrations
sanguines en SDMA significativement plus élevées au moment du diagnostic que les chiens
atteints de maladies non cancéreuses.

3. Autres comparaisons

a. Comparaisons au sein du groupe lymphome

Nous avons par la suite comparé de maniére similaire les concentrations sanguines en
SDMA des individus diagnostiqués lymphome de haut grade (n = 8) et lymphome de bas
grade (n = 2). Il n'existait pas de différence significative entre les deux groupes (p = 0,070).
De méme, il n’existait pas de différence significative entre le groupe lymphome B (n=4) et
lymphome T (n=4) (p = 0,766).

b. Comparaisons au sein du groupe hémangiosarcome

Nous avons comparé au sein du groupe « hémangiosarcomes » les chiens présentant des
métastases lors du bilan d’extension (n = 7) et ceux n’en présentant pas (n = 6). Nous avons
ainsi montré que les chiens atteints d‘hémangiosarcomes métastasés possédaient en
moyenne des concentrations sanguines en SDMA significativement plus élevées (p = 0,042)
que les chiens atteints d’hémangiosarcomes non métastasés.

Enfin, nous avons comparé les chiens présentant une masse splénique qui s’est avérée étre
un hémangiosarcome splénique (n = 10) et ceux diagnostiqués avec une autre affection
splénique (n=4, trois hématomes et un nodule fibro-histiocytaire). Cette analyse révele que
les chiens atteints d’hémangiosarcomes spléniques possédaient en moyenne des
concentrations en SDMA au moment du diagnostic significativement plus élevées (p =
0,0028) que les chiens atteints dune pathologie splénique différente d’un
hémangiosarcome.

c. Comparaisons au sein du groupe « autres »

Nous avons comparé les valeurs de SDMA au sein du groupe autre pour évaluer si une
différence existait entre les animaux du sous-groupe « autres non néoplasie » et « autres
néoplasie » contenant des chiens présentant un cancer autre que lymphome,
hémangiosarcome ou leucémie. Aucune différence significative n'a pu étre mise en
évidence entre ces deux sous-groupe (p = 1) suggérant que les néoplasies autres que

Page 93



lymphomes, leucémies ou hémangiosarcome ne sont donc pas associées a une élévation
de la concentration en SDMA.

E. Comparaison de la concentration en SDMA au moment du diagnostic chez
les individus inclus dans I’étude

Un test ANOVA a été réalisé pour évaluer si une différence significative existait dans les
concentrations en créatinine au moment du diagnostic chez les chiens du groupe
« lymphomes », « hémangiosarcomes » et « autres ».

Les différences entre les valeurs moyennes des groupes ne sont pas suffisamment
importantes pour exclure la possibilité que la différence soit due a la variabilité de
I'échantillonnage aléatoire ; il n'y a pas de différence statistiquement significative (p = 0,069).

F. Comparaison de la survie des individus inclus dans I’étude selon leur
concentration en SDMA au moment du diagnostic

1. Survie des chiens atteints d’hémopathies malignes

Les chiens atteints de leucémies étant trop peu nombreux dans cette étude pour effectuer
une analyse de survie, nous les avons dans un premier temps intégrés avec les chiens
atteints de lymphomes pour former un groupe « hémopathies malignes ». Nous avons
étudié la survie des chiens inclus dans ce groupe en fonction de leur concentration en SDMA
au moment du diagnostic. Puis nous avons étudié la survie uniquement des chiens atteints
de lymphomes.

Nous avons comparé la survie des animaux ayant une concentration en SDMA sanguine
strictement inférieure a 14 ug/dL au moment du diagnostic et ceux ayant une SDMA
supérieure ou €gale a 14 ug/dL. Le nombre 14 a été choisi sur la base de la valeur médiane
en SDMA observée chez les chiens atteints de lymphomes, il en est de méme pour les
chiens atteints d’hémangiosarcomes.

Parmi les 15 chiens atteints de leucémies ou de lymphomes inclus dans I'étude, un chien
était perdu de vue et aucun suivi n’a pu étre établi aprés le jour du diagnostic, un autre a
été suivi pendant deux mois et demi puis aucune nouvelle n’avait pu étre obtenue. Tous les
autres chiens ont été suivi.

L’analyse de survie du groupe « hémopathies malignes » concernait donc 14 chiens
séparés en deux sous-groupes comme expliqué ci-dessus. Huit chiens appartenaient au
groupe « SDMA supérieure ou égale a 14 ug/dL » et six chiens appartenaient au groupe
« SDMA strictement inférieure a 14 ug/dL ». Les courbes de Kaplan-Meier sont présentées
dans la figure 35.
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Figure 35 : Courbes de Kaplan-Meier de I'analyse de survie des chiens atteints
d’hémopathies malignes
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Les chiens du sous-groupe « SDMA strictement inférieure a 14 ug/dL au moment du diagnostic »
sont représenteés par la courbe rouge, ceux du sous-groupe « SDMA supérieure ou égale a 14 ug/dL
au moment du diagnostic » sont représentés par la courbe bleue.

Le test du log-rank permettant la comparaison des deux courbes de Kaplan-Meier
présentées dans la figure 36 donnait un p = 0,010. Ainsi, les chiens atteints d’hémopathies
malignes possédant une SDMA supérieure ou égale a 14 ug/dL au moment du diagnostic
possédaient une survie significativement plus faible que les chiens possédant une SDMA
strictement inférieure a 14 pg/dL.

En considérant uniquement les chiens atteints de lymphomes, 11 chiens présentant un suivi
ont été inclus dans l'analyse de survie. Sur ces 11 chiens, six appartenaient au groupe
« SDMA supérieure ou égale a 14 pg/dL » et cing appartenaient au groupe « SDMA
strictement inférieure a 14 pg/dL ». Les courbes de Kaplan-Meier sont présentées dans la
figure 36.
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Figure 36 : Courbes de Kaplan-Meier de I'analyse de survie des chiens atteints de
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Les chiens du sous-groupe « SDMA strictement inférieure a 14 ug/dL au moment du diagnostic »
sont représenteés par la courbe rouge, ceux du sous-groupe « SDMA supérieure ou égale a 14 ug/dL
au moment du diagnostic » sont représentés par la courbe bleue.

Le test du log-rank permettant la comparaison des deux courbes de Kaplan-Meier
présentées dans la figure 36 donnait un p = 0,034. Les chiens atteints de lymphomes
possédant une SDMA supérieure ou égale a 14 pg/dL au moment du diagnostic possédaient
une survie significativement plus faible que les chiens possédant une SDMA strictement
inférieure a 14 pg/dL.

2. Survie des chiens atteints d’hémangiosarcomes

Parmi les 13 chiens inclus dans ce groupe, un chien ne présentait aucun suivi aprés le
diagnostic et un chien était perdu de vue un mois et demi aprés le diagnostic. 12 chiens ont
donc été inclus dans cette analyse de survie. Le sous-groupe « SDMA strictement inférieure
a 14 pg/dL » comptait sept individus et le sous-groupe « SDMA supérieure ou égale a 14
Mg/dL » comptait cing individus. Les courbes de Kaplan-Meier sont présentées dans la figure
3.
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Figure 37 : Courbes de Kaplan-Meier de I'analyse de survie des chiens atteints
d’hémangiosarcomes
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Les chiens du sous-groupe « SDMA strictement inférieure a 14 ug/dL au moment du diagnostic »
sont représenteés par la courbe rouge, ceux du sous-groupe « SDMA supérieure ou égale a 14 ug/dL
au moment du diagnostic » sont représentés par la courbe bleue.

Le test du log-rank permettant la comparaison des deux courbes de Kaplan-Meier
présentées dans la figure 36 donnait un p = 0,022. Les chiens atteints d’hémangiosarcomes
possédant une SDMA supérieure ou égale a 14 pg/dL au moment du diagnostic possédaient
une survie significativement plus faible que les chiens possédant une SDMA strictement
inférieure a 14 pg/dL.

IV. Discussion

A I'exception de I'utilisation de la SDMA dans le cadre de I'évaluation de la fonction rénale
chez les carnivores domestiques, trés peu d’études de médecine vétérinaire s’intéressent
aux diméthylarginines. Néanmoins, un intérét semble émerger ces derniéres années
concernant ces marqueurs. Cette étude prospective s’inscrit dans ce contexte.

A. Concentrations en SDMA chez les chiens atteints de cancers
1. Concentrations en SDMA chez les chiens atteints de tous types de
cancers

Notre étude a montré que les chiens atteints de cancers possédaient des concentrations en
SDMA sanguines significativement supérieures aux chiens atteints de maladies bénignes
(p =0,031).
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Plus précisément, cette étude démontre que les chiens atteints de lymphomes, de
leucémies et d’hémangiosarcomes possédaient des concentrations sanguines en SDMA
significativement plus élevés que les chiens atteints d’autres maladies. En effet, environ 50
% des chiens inclus dans I'étude et présentant une des trois maladies citées ci-dessus
possédaient une SDMA supérieure aux valeurs usuelles classiquement reconnues en
médecine vétérinaire. Rappelons que ces chiens ne présentaient pas de maladie rénale
détectable par des examens sanguins et d'imagerie classiques, en effet la mise en évidence
d’'une maladie rénale était un critére d’exclusion dans notre étude.

Cette étude nous a également suggérée qu’il n'existait pas de différence dans les
concentrations sanguines de SDMA observées chez les individus atteints de lymphomes,
d’hémangiosarcomes et de leucémies. Néanmoins, les chiens atteints d’autres types de
cancers et inclus dans I'étude (un adénocarcinome pancréatique, un ostéosarcome et un
nodule fibro-histiocytaire) présentaient des concentrations sanguines en SDMA semblables
aux chiens atteints de maladies bénignes. Il se pourrait donc que 'augmentation de la
SDMA sanguine ne s’observe pas pour tous les types de cancers. Cette donnée devra
néanmoins étre vérifiée sur un plus grand nombre d’individus.

2. Concentrations en SDMA chez les chiens atteints d’hémopathies
malignes

Notre étude a démontré que les chiens atteints de lymphomes et de leucémies possédaient
des concentrations sanguines en SDMA significativement plus élevées que les chiens
atteints d’autres pathologies et notamment de pathologies non cancéreuses.

En comparant nos résultats a ceux de I'étude de Abrams-Ogg et al. de 2017, les moyennes
et médianes en SDMA des chiens atteints de lymphomes inclus dans notre étude sont
comparables a celles rapportées dans I'étude de 2017 (en moyenne 20,75 pg/dL dans notre
étude contre 18 ug/dL dans celle d’Abrams-Ogg et 13,5 pg/dL de médiane contre 16).
L’étendue des concentrations sanguines en SDMA observées sont également semblables,
la SDMA maximale rapportée dans I'étude de 2017 étant de 90 pg/dL contre 67 ug/dL dans
notre étude. La principale différence réside dans le fait qu’'une plus grande proportion
d’individus possédaient une SDMA en dehors des valeurs usuelles (72 % contre 50 %),
néanmoins cette différence peut s’expliquer par le fait que les individus avec une
créatininémie plasmatique au-dela des valeurs usuelles n’étaient pas exclus de I'étude (ce
qui correspondait a 12% des individus) (Abrams-Ogg et al., 2017).

L’'origine de cette augmentation n’est pas clairement élucidée bien que différentes
hypothéses soient formulées :

Il est reconnu que les cancers sont le plus souvent accompagnés d'un état
hypercatabolique. L’augmentation du catabolisme des protéines pourrait expliquer une
augmentation des niveaux de diméthylarginines qui sont des molécules issues de la
dégradation de protéines contenant des résidus d’arginine méthylés. En revanche si
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'augmentation de SDMA ne concernait que les hémopathies malignes ou dérivées de
'endothélium vasculaire, cette hypothése serait ainsi réfutée, I'augmentation du
catabolisme protéique est en effet attendu quel que soit le type tumoral.

Il a également été démontré que des lignées cellulaires de lymphomes canins sur-expriment
'enzyme PRMTS5 responsable de la méthylation symétrique des résidus d’arginine (Renaldo
et al., 2018). Cette surexpression peut donc étre a l'origine de 'augmentation des niveaux
de SDMA observée chez les chiens atteints de lymphomes. Parallélement, cette
surexpression de PRMT5 est prouvée sur des tissus d’individus atteints de cancers en
médecine humaine, et notamment sur des individus atteints d’hémopathies malignes
(Yoshimatsu et al., 2011 ; Vlashi et Pajonk, 2015 ; Koh et al., 2015 ; Jin et al., 2016). La
surexpression d’autres enzymes de la famille des PRMT telles que PRMT1 ou CARM4 est
également démontré dans divers types de cancers (Yoshimatsu et al., 2011). De telles
données n’existent pas encore chez le chien mais motivent I'exploration de ’TADMA dans
les maladies cancéreuses.

Bien qu’aucun des chiens inclus dans notre étude ne présente d’azotémie, une modification
du DFG non détectable par le dosage de la créatinine pourrait également expliquer une
augmentation de la SDMA. La mesure du DFG parallélement a la mesure de la SDMA pour
exclure de maniére certaine une MRC débutante serait donc appropriée pour limiter ce
risque de faux positifs. Cependant ce risque semble faible a la lumiére des données
cliniques, biologiques et d'imagerie. Enfin, le risque d’avoir une maladie rénale débutante
était le méme dans le groupe « autres » qui présentait un age et une créatinine comparable
avec le groupe « néoplasie », pourtant dans ce groupe la SDMA était dans des valeurs
usuelles.

Enfin, certaines études de médecine humaine suggére qu’un dysfonctionnement hépatique
pourrait également influencer le métabolisme des diméthylarginines, bien que ces données
sont encore sujettes a débat (Ferrigno et al., 2015). Nous n’avons pas éliminé de maniére
certaine une insuffisance hépatique toutefois aucun argument clinique ou biologique ne
permettait de suspecter cette entité dans la population étudiée.

Notre étude s’intéresse également, pour les chiens atteints de lymphomes, au lien entre le
grade histologique de la maladie et les concentrations en SDMA observées. La différence
observée entre les chiens atteints de lymphome de haut grade et ceux de bas grade était
non significative. Néanmoins, les chiens atteints de haut grade possédaient des
concentrations sanguines en SDMA supérieures en moyenne, il est raisonnable de penser
gu’'un manque de puissance statistique est a I'origine de cette observation. Aucune donnée
similaire n’a été rapporté en médecine vétérinaire et en médecine humaine. Un lymphome
de haut grade se caractérise par une agressivité supérieure et une maladie évoluant plus
rapidement. Classiguement on observe ainsi une prolifération plus intense des cellules
cancéreuses présentant un métabolisme plus actif et une dissémination accrue, comparé a
un lymphome de bas grade. Toutes ces caractéristiques pourraient expliquer une production
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accrue en SDMA : catabolisme des protéines accrue et surexpression de PRMT5 plus
importante notamment. Ces hypothéses n'ont cependant jamais été explorées.

A linverse, 'immunophénotype du lymphome ne semblait pas avoir d’'influence sur les
concentrations en SDMA observées.

Dans cette étude, les patients atteints de leucémies aigués possédaient des concentrations
en SDMA supérieures a ceux atteints de leucémies chroniques, néanmoins le faible nombre
de chiens leucémiques inclus dans l'étude ne permettait pas d’obtenir une différence
significative. Rappelons que dans I'étude de Chachaj et al. de 2018, les individus atteints
de LMA possédaient des concentrations sanguines en SDMA en moyenne plus élevées que
les individus atteints de LLC (Chachaj et al., 2018).

3. Concentrations en SDMA chez les chiens atteints d’hémangiosarcomes

a. Dosage de la SDMA dans le cadre du diagnostic de
I’lhémangiosarcome

Notre étude a démontré que les chiens atteints d’hémangiosarcomes possédaient des
concentrations sanguines en SDMA significativement plus élevées que les chiens atteints
d’autres pathologies et notamment de pathologies non cancéreuses.

Notre étude souleve également une donnée tres intéressante : il existait une différence
significative dans les concentrations sanguines en SDMA entre les chiens atteints
d’hémangiosarcomes spléniques et ceux atteints de pathologies spléniques bénignes (p =
0,0028). Face a une masse splénique, il est parfois difficile pour le clinicien de distinguer
une lésion maligne d’une Iésion bénigne, les examens pré opératoires (imagerie,
cytoponction a laiguille fine) ne sont pas parfaitement fiables. Ainsi le dosage des
diméthylarginines et donc de la SDMA pourraient donner des informations intéressantes
aux cliniciens pour différencier une atteinte tumorale ou bénigne lors de la découverte d’une
masse splénique chez un chien. Le faible nombre d’animaux (n=3) inclus dans le groupe
« masse splénique bénigne » doit cependant nous amener a étre prudent dans cette
interprétation et un nombre plus important d’animaux devra étre envisagé pour confirmer ce
résultat.

Aucune étude a ce jour ne s’intéresse au lien entre les hémangiosarcomes et les
diméthylarginines. Les hémangiosarcomes, notamment spléniques, possédent une
incidence plus importante chez le chien que chez 'homme. Néanmoins, ce cancer de
I'endothélium semble étre parfaitement concerné par la dysrégulation du métabolisme de la
L-arginine et la dysfonction endothéliale, comme le suggére cette augmentation de la SDMA
chez les individus atteints. En effet, les hémangiosarcomes sont des tumeurs de
I'endothélium, il est raisonnable de penser que le métabolisme physiologique de ces cellules
est détourné et aboutit a des modifications dans I'équilibre du monoxyde d’azote, cet
équilibre crucial pour le fonctionnement normal des endothéliums étant rompu, engendrant
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ainsi une dysfonction endothéliale. La mise en évidence d’'une augmentation de TADMA
sanguine (un inhibiteur compétitif de la NO-synthase) chez les chiens atteints
d’hémangiosarcomes serait un argument supplémentaire pour statuer de I'existence d’une
dysfonction endothéliale chez ces individus.

b. Dosage de la SDMA dans le cadre du bilan d’extension des
hémangiosarcomes

Notre étude a également démontré que les chiens présentant un hémangiosarcome dont
les métastases étaient détectables au bilan d’extension possédaient des concentrations
sanguines en SDMA significativement plus élevées que les chiens présentant un bilan
d’extension négatif (p = 0,042). Aucune donnée en médecine vétérinaire et humaine ne fait
le lien entre I'existence de métastases et les concentrations sanguines en diméthylarginines.
L’existence de métastases témoignent le plus souvent d’'une maladie plus avancée et d’'une
tumeur plus agressive. Une maladie déja disséminée et plus agressive et donc plus active
pourrait par conséquent engendrer des concentrations en SDMA plus élevées. A l'instar de
l'intérét potentiel du dosage de la SDMA dans le cadre du diagnostic différentiel d’'une
masse splénique, cette donnée pourrait étre trés intéressante pour le clinicien, cette donnée
mérite d’étre confirmée sur une population plus importante.

B. Concentrations en SDMA et mortalité chez les chiens atteints de cancers

1. Mortalité chez les chiens atteints d’hémopathies malignes

Nous avons mis en évidence dans cette étude une différence significative dans la survie
des chiens atteints d’hémopathies malignes inclus selon leur concentration sanguine en
SDMA au diagnostic. Les chiens atteints d’hémopathies malignes présentant une SDMA
supérieure a 14 ug/dL au moment du diagnostic présentaient une survie significativement
plus faible que les chiens présentant une SDMA strictement inférieure a 14 pg/dL (p =
0,010). A fortiori, la conclusion est similaire en considérant uniquement les chiens inclus
dans I'étude atteints de lymphomes (p = 0,034).

Cette valeur seuil a été obtenue sur la base de la valeur médiane en SDMA dans les deux
groupes lymphomes et hémangiosarcome. Il est intéressant de noter que cette valeur de 14
est la valeur limite haute des valeurs usuelles chez le chien adulte pour suspecter une
maladie rénale. Cette valeur de référence a été validée par le laboratoire IDEXX (Rentko et
al., 2013). Cette observation renforce I'idée que, méme sur une population d’individus agés,
des valeurs supérieures a la limite de I'intervalle de référence ne sont pas attendues chez
des individus dont la fonction rénale n’est pas altérée. Le fait que les individus atteints de
maladies bénignes possédaient tous des concentrations en SDMA inférieures ou égales a
10 pg/dL va également en ce sens.
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Chez ’homme, I'étude de Chachaj et al. en 2018 s’intéresse a la survie des individus atteints
d’hémopathies malignes en fonction de leurs concentrations en ADMA et en SDMA. llIs
démontrent qu’'une concentration sanguine en ADMA et en SDMA élevée au moment du
diagnostic peut étre retenue comme un facteur pronostique négatif chez les individus
atteints de leucémies lymphoides chroniques. lls ne parviennent néanmoins pas a la méme
conclusion pour les individus atteints de lymphomes non Hodgkiniens, un manque de
puissance statistique est évoqué (Chachaj et al., 2018). Notre étude montre donc que la
concentration sanguine en SDMA au diagnostic chez les chiens atteints d’hémopathies
malignes (leucémies et lymphomes au sens large) et chez les chiens atteints de lymphomes
pourrait étre retenu comme un facteur pronostic négatif.

Comme évoqué précédemment, les chiens de I'étude atteints d’'un lymphome de haut grade
semblaient avoir des concentrations moyennes en SDMA plus élevées que les chiens
diagnostiqués de lymphomes de bas grade, bien qu’aucune différence significative ne soit
mise en évidence. De la méme maniére, les chiens atteints de leucémies aigués
possédaient également des concentrations sanguines en SDMA supérieures aux chiens
atteints de leucémies chroniques bien que le faible nombre d’animaux inclus ne permettent
pas d’obtenir une différence statistique. Ces données permettent d’expliquer en partie la
survie diminuée des chiens ayant une SDMA plus élevée. Nous pouvons également
supposer qu’au sein d’'une méme entité pathologique (lymphome de haut ou bas grade,
leucémie aigue ou chronique...), une concentration en SDMA pourrait étre associé a une
maladie davantage agressive et invasive, assombrissant le pronostic des chiens atteints. La
mise en évidence d’'une valeur en SDMA augmentée chez ces chiens pourrait donc étre une
information supplémentaire intéressante en terme de pronostic pour le clinicien.

2. Mortalité chez les chiens atteints d’hémangiosarcomes

Notre étude a mis en évidence une différence significative dans la survie des chiens atteints
d’hémangiosarcomes inclus dans I'étude selon leur concentration sanguine en SDMA au
diagnostic. Les chiens atteints d’hémangiosarcomes présentant une SDMA supérieure ou
égale a 14 ug/dL au moment du diagnostic présentaient une survie significativement plus
faible que les chiens présentant une SDMA strictement inférieure a 14 pg/dL (p = 0,022).

Notre étude a également démontré que les chiens atteints d’'un hémangiosarcome
métastatique au moment du diagnostic possédaient des concentrations sanguines en
SDMA significativement plus élevées que les chiens atteints d’'un hémangiosarcome dont le
bilan d’extension est négatif. La mise en évidence de métastases au bilan d’extension est
associée a une survie significativement diminuée chez le chien atteint d’hémangiosarcome.
Cette derniére donnée est un élément susceptible d’expliquer que les chiens présentant une
SDMA plus élevée au diagnostic possedent une survie significativement diminuée.

Néanmoins, la recherche de métastases chez des chiens atteints d’hémangiosarcomes est
parfois peu aisée, cette information est pourtant un critére crucial en terme de pronostic
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pour I'animal (la médiane de survie des chiens atteints d’'un cancer métastasé n’excéde pas
une semaine tandis qu’'une médiane de survie d’environ 6 mois est envisageable pour des
chiens atteints d’hémangiosarcome splénique non métastasé et pris en charge de maniére
exhaustive (Withrow et al., 2012)). Si des études confirment nos résultats, la mesure de la
concentration sanguine en SDMA pourrait ainsi étre une méthode supplémentaire pour le
clinicien de distinguer les chiens atteints d’'un hémangiosarcome de stade avancé et
métastasé et les chiens atteints d’'un hémangiosarcome non métastasé.

C. Limites de I’étude

Notre étude présente différentes limites qu’il convient d’énoncer. Tout d’abord, la limite la
plus importante de cette étude réside dans le faible nombre d’individus recrutés. Ceci
s’explique par le fait qu’il s’agisse d’'une étude prospective qui nécessite d’étre poursuivie,
et nous pouvons déplorer le fait qu’un grand nombre d’hémangiosarcomes spléniques
suspectés n’aient pas été recrutés par manque d’analyses anatomo-pathologiques
confirmant ou infirmant qu’il s’agisse d’'une affection néoplasique. Face au mauvais
pronostic associé a une masse splénique ayant provoqué un hémoabdomen chez un chien,
les propriétaires ne souhaitent parfois pas engager de frais pour obtenir un diagnostic
définitif. Un recrutement plus large permettra d’obtenir des données plus fiables et précisera
ainsi les contours possibles de I'utilisation de la SDMA comme biomarqueur diagnostic et
pronostic dans cette affection.

Il serait d’ailleurs a ce titre intéressant de recruter une réelle cohorte d’'individus témoins
pour pouvoir les comparer aux individus atteints de cancers. Cette cohorte n’est néanmoins
pas aisée a recruter, étant donné 'age avanceé des individus inclus dans I'étude il apparait
plus difficile de trouver des chiens agés ne présentant aucun critere d’exclusion de I'étude.

La perte du suivi de quelques chiens est également une limite de I'étude car elle consiste
en une perte d’information. Par ailleurs, dans la continuité de cette étude, il serait intéressant
de suivre I'évolution des concentrations en ADMA et en SDMA chez les chiens subissant
des chirurgies de splénectomie pour les hémangiosarcomes ou des traitements de
chimiothérapie pour les lymphomes et les leucémies. Il semblerait d’ailleurs que les chiens
présentant une rémission compléte suite a un traitement par chimiothérapie pour un
lymphome retrouvent des concentrations en SDMA normales et que la SDMA est de
nouveau augmentée lors de rechutes, d’aprés I'étude de Abrams-Ogg (Abrams-Ogg et al.,
2017). Un des chiens de notre étude présente une récidive d’un hémangiosarcome
splénique traité auparavant par splénectomie et chimiothérapie : ce chien présente une
SDMA supérieure aux valeurs usuelles (17 ug/dL) lors du diagnostic de sa rechute. Il serait
ainsi intéressant de suivre I'évolution de la cinétique des diméthylarginines pour confirmer
et étayer ces informations.

Il est également important de garder a I'esprit que le diagnostic d'une maladie rénale a un
stade précoce est difficile et repose le plus souvent sur la mesure du débit de filtration

Page 103



glomérulaire. Chez le chien, il est rapporté que la SDMA peut augmenter dés une perte de
40% du DFG (Nabity et al., 2015). Ainsi, nous ne pouvons pas rigoureusement exclure que
'augmentation de SDMA chez nos animaux puissent étre aussi due a une diminution
modérée du DFG avant I'apparition des autres signes d'une maladie rénale. Seule la mesure
du DFG chez ces animaux permettrait de statuer sur cette hypothése.

Notre étude n’explore également pas le lien entre les concentrations en diméthylarginines
et d’autres marqueurs sanguins chez les individus atteints. L’étude de Gori et al. sur les
pancréatites aigués canines, suggére notamment un lien entre TADMA et I'existence d’un
état inflammatoire chez le chien (Gori et al., 2020). Chachaj et al. étudient également le lien
entre les concentrations en ADMA et SDMA et les numérations leucocytaires, les
concentrations sanguines en LDH, un marqueur de lyse cellulaire ou encore avec les
marqueurs de la coagulation (Chachaj et al., 2018). Une exploration plus exhaustive chez
ces animaux permettraient de mieux préciser l'origine et le réle de la dysrégulation du
métabolisme de la L-arginine dans ces cancers chez le chien. Enfin, si les concentrations
sanguines en ADMA se trouvent également augmentées chez les chiens atteints
d’hémopathies malignes et d’hémangiosarcomes - ce qui est probable, a la lumiére des
données de médecine humaine et de cette étude - il sera intéressant d’étudier de maniére
plus précise la dysfonction endothéliale qui existe également chez ces chiens. L’évaluation
de la réponse a la pilocarpine, le dosage des endothélines ou le dosage des métabolites du
NO sont des méthodes utilisées en médecine humaine pour évaluer la santé endothéliale,
et sont autant de pistes pour I'exploration de la dysfonction endothéliale chez les chiens.
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Conclusion

Les diméthylarginines symétrique et asymétrique sont des produits de la dégradation
des protéines contenant des résidus d’arginine méthylée. Ces molécules se sont révélées
étre responsable, directement ou indirectement, d’'un dysfonctionnement endothélial en
interférant dans le métabolisme du monoxyde d’azote, véritable garant de la santé
endothéliale. C’est dans ce contexte que ces deux molécules ont été étudiées en médecine
humaine. Il a ainsi été démontré que la ADMA et la SDMA sont des facteurs de risques de
mortalité, toute cause confondue, notamment chez les individus présents en unité de soins
intensifs. En réalité, il a été démontré que la ADMA et la SDMA sont des molécules dont les
concentrations sanguines augmentent dans un nombre important de pathologies en
médecine humaine : dysendocrinies, maladies cardiovasculaires et particuliérement, les
cancers.

Cette thése s’inscrit dans ce cadre. Elle souhaite explorer le lien encore peu envisagé en
médecine vétérinaire entre les maladies néoplasiques et les dérivés de la L-arginine. En
effet, de nombreuses études de biologie fondamentale interrogent depuis une dizaine
d’années la place du métabolisme de la L-arginine dans la physiopathologie du cancer. Ces
études, encore récentes, tendent a démontrer qu’il existe un lien fort entre la méthylation de
I'arginine et 'apparition de certains cancers. Parallélement, des études cliniques démontrent
une augmentation de la concentration des diméthylarginines chez les patients atteints de
divers cancers. Les hémopathies malignes semblent étre des maladies privilégiées en
médecine humaine dans ces études. Nous avons choisi d’étudier une hémopathie maligne
tres fréquente chez le chien : le lymphome, a cette maladie sont ajoutées les leucémies.
Les hémangiosarcomes, cancer de I'endothélium, semblaient étre aussi des candidats de
choix étant donné le lien étroit entretenu par la L-arginine et ses métabolites avec le systéeme
endothélial.

Notre étude prospective cherchait & mettre en évidence le lien entre les diméthylarginines
et le cancer chez le chien. Elle posait ainsi comme question : est-ce que les chiens atteints
de lymphomes, de leucémies et d’hémangiosarcomes ont des concentrations sanguines en
SDMA augmentées ? Y a-t-il un lien entre la mortalité de ces chiens et leur concentration
en SDMA ?

Notre étude montre ainsi qu’il existe une différence significative entre les concentrations
sanguines en SDMA des chiens atteints de Ilymphomes, de leucémies et
d’hémangiosarcomes et des chiens atteints de pathologies différentes et notamment
bénignes. Les chiens atteints de cancers, a priori sans maladie rénale, possédent des
concentrations en SDMA supérieures. Parallélement, notre étude montre que chez les
chiens atteints de lymphomes et d’hémangiosarcomes, la concentration sanguine en SDMA
au moment du diagnostic est corrélée a la survie des chiens : les chiens possédant une
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concentration en SDMA plus élevée possedent une espérance de vie significativement plus
faible.

Néanmoins, notre étude posséde de nombreuses limites. Ainsi une étude avec de plus
grandes cohortes d’individus malades et non atteints de cancers pourrait confirmer ces
résultats. Par ailleurs, il serait intéressant d’explorer de maniére plus précise la
mécanistique a I'origine de la dysfonction endothéliale chez ces chiens.

Ces données sont inédites en médecine vétérinaire et ont pour vocation d’amorcer la
recherche clinique sur 'utilisation diagnostique et pronostic des diméthylarginines dans les
pathologies cancéreuses et de suggérer des pistes thérapeutiques.
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Annexe 1

Consentement éclairé signé par les propriétaires en amont du prélévement sanguin :

CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussigné(e), Madame, Monsieur (rayer la mention inutile),
demeurant
propriétaire du chien
accepte de participer a I'étude intitulée : Evaluation des diméthylarginines arginines
(SDMA et ADMA) comme biomarqueurs pour le diagnostic et le suivi des
hémangiosarcomes, lymphomes et leucémies chez le chien.

Je déclare avoir été informé par, le Dr
responsable de I'étude et exercant a I'Ecole nationale vétérinaire d’Alfort, 7 avenue du
général de Gaulle, 94700 Maisons Alfort, France :
- de l'objectif de I'étude, son déroulement, ses avantages, des effets indésirables
attendus, des risques et contraintes éventuels,
- de son caractere non obligatoire et entierement volontaire,
- de la possibilité de retirer mon chien de I'étude a tout moment quelle qu’en soit la raison,
- que le fait de ne pas participer a I'’étude ou de retirer mon chien en cours d’étude
n’influencera ni le suivi ni les soins qui lui seront apportés.

Je confirme avoir lu et compris 'ensemble de ce document, avoir pu poser des questions et
obtenir des réponses compréhensibles.

Je m’engage a suivre toutes les prescriptions faites par mon vétérinaire et a présenter mon
chien a tous les examens prévus par le protocole.

Je m’engage a signaler au Dr Béguin toute modification de I'état de santé de mon animal,
ainsi que tout traitement qui lui aurait été administré au cours du protocole.

J'accepte le traitement informatisé des données collectées dans le cadre de I'étude en
conformité avec la loi n°78-17 du 6 janvier 1978 modifiée relative a l'informatique, aux
fichiers et aux libertés. Je pourrais exercer mes droits d’acceés, de rectification et
d’opposition directement auprés du Vétérinaire qui suit mon animal dans le cadre de I'étude.

Fait a , le (en 2 exemplaires, dont un m’a été
remis)
Nom: Dr BEGUIN Jérémy

Signature : précédée de la mention lue et approuvée
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Annexe 2

Lettre d’information fournie aux propriétaires au méme moment que le consentement
éclairé.

LETTRE D’INFORMATION

Madame, Monsieur,

La présence d’une tumeur maligne vient d’étre diagnostiquée chez votre chien.
L’Ecole nationale vétérinaire d’Alfort représenté par le Dr Jérémy Béguin vous propose de
faire participer votre chien & une étude clinique intitulée: Evaluation des
diméthylarginines arginines (SDMA et ADMA) comme biomarqueurs pour_ le
diagnostic et le suivi des hémangiosarcomes, lymphomes et leucémies chez le chien.

Il vous revient de décider si vous souhaitez que votre chien y participe ou non. Vous
trouverez dans ce document toutes les informations concernant cette étude.

Le comité d’éthique a la recherche clinique de I'Ecole nationale vétérinaire d’Alfort
s’est réuni et a donné un avis favorable a la réalisation de cette étude.

Selon la directive 2001/82/CE de la commission du 6 novembre 2001 amendée par
les directives 2004/28/CE du 31 mars 2004 et 2009/9/CE du 10 février 2009, une
confirmation écrite de votre accord est nécessaire pour l'inclusion de votre chien dans
I'étude.

Votre participation est entierement libre et volontaire. Avant de vous décider, prenez
le temps de lire cette fiche d’information et de poser toutes les questions a votre vétérinaire.

Vous avez la possibilité de refuser cette étude ou de retirer votre chien de I'étude a
tout moment, méme si vous avez déja donné votre consentement écrit. Quoi que vous
décidiez (participer ou non a I'étude), votre chien continuera a recevoir toute I'attention et
les soins de votre vétérinaire.

Les données médicales de votre chien associées a I'étude, ainsi que celles vous
concernant dans la mesure ou ces données sont nécessaires a I'étude, seront réunies sur
un fichier informatique permettant un traitement automatisé des données générées par cette
étude en vue d’analyser les résultats de I'étude au regard de I'objectif de cette derniére.
Conformément aux dispositions de la loi n°® 78-17 du 6 janvier 1978 modifiée relative a
'informatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez d’un droit d’acces, de rectification,
et d’'opposition a la transmission de ces données susceptibles d’étre utilisées dans le cadre
de cette étude et d’étre traitées. Vous pourrez exercer vos droits directement auprés du
Vétérinaire qui suit votre animal dans le cadre de I'étude.
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1. Objectif(s) de I’étude

L’étude décrite ci-aprés a pour but d’évaluer des marqueurs sanguins (nommés SDMA et
ADMA) dans le diagnostic et le suivi de cancers hématopoiétiques (lymphome et leucémies)
et vasculaires (hémangiosarcome) chez le chien.

2. Protocole d’étude

Si votre animal participe a I'étude, une prise de sang (2ml) sera réalisée afin de
déterminer la concentration sanguine en SDMA et ADMA.

Si votre animal est pris en charge par chimiothérapie, une prise de sang sera réalisée
réguliérement au cours du protocole.

Les chiens atteints de lymphomes sont traités par chimiothérapie (protocole CHOp).
Une prise de sang sera alors réalisée a intervalle régulier (toutes les 5 séances). Si le
traitement arrive a son terme, une prise de sang sera réalisée lors des consultations de suivi
(tous les 3 mois).

Les chiens atteints d’hémangiosarcomes recevront 6 séances de doxorubicine
espaceées de 3 semaines. Une prise de sang sera réalisée avant chaque séance de
chimiothérapie puis, si le traitement arrive a son terme lors des suivis cliniques des chiens
atteints (tous les 3 mois).

3. Aspect financier

La participation a cette étude n’engendrera aucun frais supplémentaire a la charge du
propriétaire comparé a la prise en charge d’un patient ne participant pas a I'étude. Ainsi, les
dosages sanguins de 'ADMA et de la SDMA ne sont pas a la charge des propriétaires.
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DIMETHYLARGININES ET MORTALITE CHEZ DES CHIENS PRESENTES
POUR TUMEUR MALIGNE : UNE ETUDE PROSPECTIVE.

AUTEUR : Grégoire BERNARDO MARQUES

RESUME :

Les diméthylarginines sont des molécules issues du catabolisme de protéines contenant des résidus
d’arginine méthylés. Le domaine de la cancérologie développe un intérét croissant pour ces molécules,
les phénoménes de méthylation y jouant un réle prépondérant. La littérature vétérinaire est mince a ce
sujet. L’objectif de cette thése est de faire un point sur les connaissances actuelles concernant ces
molécules et le cancer en médecine humaine et vétérinaire, ainsi que d’explorer le lien entre ces
molécules, en particulier la diméthylarginine symétrique (SDMA), et certains cancers chez le chien. Sur
la base des données bibliographiques, les cancers étudiés dans ce travail sont les lymphomes, les
leucémies et les hémangiosarcomes.

L’étude réalisée sur des chiens recrutés au Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Alfort (CHUVA),
a permis de montrer que les chiens atteints de lymphomes possédent des concentrations en SDMA
significativement plus élevées au moment du diagnostic que les chiens atteints de d’autres maladies,
notamment bénignes. Cette étude suggere également un intérét du dosage de la SDMA lors de la mise
en évidence dune masse suspecte détre un hémangiosarcome: les chiens atteints
d’hémangiosarcomes spléniques avaient une concentration sanguine en SDMA au moment du diagnostic
significativement (p = 0,0028) plus élevée que les chiens atteints d’'une masse splénique d’une différente
origine. Les chiens atteints d’'un hémangiosarcome métastasé ont également des concentrations
sanguines en SDMA significativement supérieures a ceux présentant un hémangiosarcome non
métastasé (p = 0,042). De plus, les chiens atteints de lymphomes et d’hémangiosarcomes possédant
des concentrations en SDMA supérieures ou égales aux valeurs de référence inclus dans I'étude
possédent une survie significativement plus faible que ceux possédant une SDMA dans les valeurs
usuelles (respectivement p = 0,034 et p = 0,022). La concentration en SDMA au diagnostic pourrait donc
étre un facteur pronostique négatif chez le chien atteints de lymphome et d’hémangiosarcome.

Une étude réalisée sur un nombre plus important de chiens et incluant un groupe contréle plus important
permettrait de confirmer ces premiers résultats. Néanmoins, les résultats de cette étude sont
encourageants et soulignent I'existence d’un lien entre la dysrégulation du métabolisme de la L-arginine
et certains cancers chez le chien. Chez 'homme, cette dysrégulation s’accompagne d’une dysfonction
endothéliale, délétére pour lindividu atteint. L’évaluation de cette dysfonction chez le chien est un
domaine qu’il convient d’envisager pour des études futures, a commencer par le dosage de 'ADMA.

MOTS CLES :

CANCEROLOGIE / LYMPHOME / HEMANGIOSARCOME / D!METHYLARGININE
MORTALITE / MEDECINE VETERINAIRE / MOLECULE / THERAPEUTIQUE / DOSAGE
CARNIVORE DOMESTIQUE / CHIEN / CHUVA

JURY :

Président : Pr. Pascal Gueret

1°" Assesseur : Dr. Christelle Maurey
2"4 Assesseur : Dr. Matthias Kohlhauer

Ecole nationale vétérinaire d’Alfort

7, avenue du général de Gaulle -

94 704 Maisons-Alfort Cedex -I1V‘
0143967100 ‘ Ecole nationale vétérinaire d'Alfort
vet-alfort.fr



Ecole nationale vétérinaire d’Alfort
7, avenue du général de Gaulle

94 704 Maisons-Alfort Cedex
0143967100

vet-alfort.fr

w2 EnvA

‘ Ecole nationale vétérinaire d'Alfort



DIMETHYLARGININES AND MORTALITY IN DOGS PRESENTED FOR
MALIGNANCY: A PROSPECTIVE STUDY.

AUTHOR: Grégoire BERNARDO MARQUES

SUMMARY:

Dimethylarginines are small molecules resulting from the catabolism of proteins which contains
methylated arginine residues. These molecules are the subject of a significant amount of research in
human medicine. The field of oncology is developing a growing interest in these molecules, with
methylation phenomena playing a predominant role. The veterinary literature is thin on this subject. The
objective of this project is to review the current knowledge about these molecules and cancer in human
and veterinary medicine, and to explore the link between these molecules, in particular symmetrical
dimethylarginine (SDMA), and cancers in dogs. Based on bibliographical data, the cancers evaluated in
this study are lymphomas, leukemias and hemangiosarcomas.

The study conducted on dogs recruited at the Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire d'Alfort
(CHUVA), showed that dogs with lymphomas had significantly higher concentrations of SDMA at the time
of diagnosis than dogs with other diseases, including benign diseases. This study also suggests that dogs
with splenic hemangiosarcomas had significantly (p = 0.0028) higher blood SDMA concentrations at
diagnosis than dogs with a splenic mass of a begnin origin. Dogs with metastatic hemangiosarcoma also
had significantly higher blood concentrations of SDMA than dogs with non-metastatic hemangiosarcoma
(p =0.042). In addition, dogs with lymphomas and hemangiosarcomas with SDMA concentrations greater
than or equal to the reference values included in the study had significantly lower survival than those with
SDMA in the usual values (p = 0.034 and p = 0.022, respectively). The concentration of SDMA at
diagnosis could therefore be a negative prognostic factor in dogs with lymphoma and hemangiosarcoma.

A study conducted on a larger number of dogs, including a larger control group, would confirm these
initial results. Nevertheless, the results of this study are encouraging and underline the existence of a link
between dysregulation of L-arginine metabolism and the appearance of some cancers in dogs. In
humans, this dysregulation goes along with endothelial dysfunction, which is injurious for the individual.
The evaluation of this dysfunction in dogs is an area that should be considered for future studies, starting
with the dosage of ADMA in affected dogs.
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