Liste des abréviations

AC : cylcarnitine

AG : acide gras

AG2 : acidémie/acidurie glutarique de type 2

AO : acidémie/acidurie organique

ROAG : béta oxidation des acides gras

CACT : carnitine/acylcarnitines translocase

CO : carnitine libre

CoA : coenzyme A

COFRAC : comité frangais d’accréditation

CPTL1 : carnitine palmitoyltransferase de type 1

CPT2 : carnitine palmitoyltransferase de type 2

CQE : controle de qualité externe

CQI: contréle de qualité interne

CT : carnitine totale

CV : coefficient de variation

DCI : dodecanoyl-CoA delta ismérase

EC: électrophorése capillaire

EDTA : ethylene diamine tetra-acetic acid

ETF: electro transfer flavoprotein

ESI : electrospray ionisation

FAB: fast atom bombardment

FAD: flavine adénine dinucleotide

FI. fidélité intermédiaire

GC/MS: chromatographie gazeuse couplée a la spétrientle masse
HAS: haute autorité de santé

HELLP syndrom: hemolysis, elevated liver enzymew;, platelet count
HMG-CoA lyase: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase
HPLC: chromatographie liquide a haute performance
LC: chromatographie liquide

LCAD: long chain acyl-CoA dehydrogenase

LCHAD: long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
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LKAT: long chain 3-cetoacyl-CoA dehydrogenase
LOD: limit of detection

LOQ: limit of quantification

LSL: limite supérieure de linéarité

MADD: deficit multiple en acyl-CoA déshydrogénase
MCAD: medium chain acyl-CoA dehydrogenase
MCD: muscular carnitine deficiency
MCKAT: medium chain 3-cetoacyl-CpA thiolas¢

174

MHM: maladie héréditaire du métabolisme

MIM: mendelian inheritance in man

MRM: multiple reaction moniotring

M/SCHAD: medium/short chain acyl-CoA dehydrogenase
MS: spectrométrie de masse

MIN: mort inattendue du nourrisson

MSMS: spectrométrie de masse en tandem

NAD: nicotinamide dinucleotide

OCTN: organic cation high affinity transporter

PCD: déficit primaire en carnitine

SCAD: short chain acyl-CoA dehydrogenase

SFEIM: société francaise des erreurs innées dabuksme
TFP: protéine trifonctionnelle

TML: 6-N-triméthyl lysine

VLCAD: very long chain acyl-CoA dehydrogense
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Introduction

Les maladies héréditaires du métabolisme (MHM) siest maladies rares mais trés diverses.
On estime leur nombre a 500 (1). Cette diversitdigue les difficultés dans leur diagnostic
et leur traitement. Ces maladies sont dues a déastions de genes codant pour des protéines
impliquées dans les voies métaboliques.

Notre sujet concerne une partie de ces MHM : |lesraties de la béta-oxydation des acides
gras (BOAG) et quelques aciduries/acidémies orgasiqgdiagnostiquées par I'étude des
acylcarnitines. On inclus dans le terme « BOAG »trémsport des acides gras dans la
mitochondrie par la carnitine et la [3-oxydation deux-ci. Ces maladies entrainent
'accumulation toxique de certains métabolites eats ddéficits énergétiques. Leurs
conséguences cliniques, biologiques et thérapeatigiépendent du site du déficit et de la
longueur de 'AG en cause. Bien que leur prévalendesiduelle soit faible, on estime la
prévalence collective de ces déficits de la ROAeel/5 000 a 1/10000 (2).

Du fait du role énergétique primordial des AG, tdéficit sur leur voie métabolique entraine
une carence énergétique avec diverses conséqueimigses: hypoglycémie, rhabdomyolyse
aigué, défaillance cardiaque, faiblesse musculag@énéralisée avec hypotonie et
cardiomyopathie chronique hypertrophique ou dilgt®e Des complications peuvent étre
associées : encéphalopathie hépatique, myopatrdiomyopathie aigué, neuropathie, voire
mort inattendue. Ces manifestations cliniques saaterbées ou induites par une situation de
jelne, une infection intercurrente, un stress, exjgosition au froid, un régime riche en
graisses (3). Elles peuvent se manifester t6t @avie du nouveau-né mais peuvent parfois se
révéler plus tardivement. Le nombre de ces malgoliesant étre traitées s’accroit mais la
qualité du traitement dépend étroitement de ladigpidu diagnostic et d’'une coopération
entre cliniciens et biochimistes spécialisés (1).siuation aigué, I'urgence est de fournir du
glucose comme substrat énergétique et de traitarknce induite en carnitine. Le traitement
de fond repose sur la prévention du jeline et umedgontrolé et adapté en graisses et en
glucides (2).

Ces traitements sont expliqués par les roles plogigues de la carnitine et de la BOAG
mitochondriale. La carnitine (3-hydroxy-4-N-trigtamino butyrate), découverte au début du
XXéme siecle, est une molécule endogene présengeldglupart des tissus animaux. Elle a

un réle primordial dans le métabolisme des AG etsda production d’énergie des cellules
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puisqu’elle sert au transport des AG entre lesmeties cellulaires. Elle est surtout connue
pour le transport des AG a longue chaine dans tlachndrie, permettant leur 3 oxydation.
La carnitine est apportée par l'alimentation (vianet produits laitiers) et par synthese
endogene a partir de L-lysine et L-methionine dan®mie et les reins principalement (4)(5).
La carnitine joue aussi un rble de « détoxificatioan transportant hors de la mitochondrie
des fragments d’AG partiellement oxydés lors der IBuoxydation. Cette fonction est
primordiale car elle permet d’évacuer sous formeacytcarnitines les acyl-CoA qui
s’accumulent pathologiquement lors d'un déficit ynatique sur cette voie (6). Trois
enzymes sont nécessaires a ce transport : la inarrpalmitoyltransférase 1 (CPT1), la
carnitine/acylcarnitine translocase (CACT) et lendane palmitoyltransférase 2 (CPT2) (7).

La BOAG comporte au moins 25 enzymes (8) et tiatesyrs spécifiques. Une séquence de
quatre réactions caractérise la 3-oxydation mitodhale des AG: c’est I'hélice de Lynen.
Chaque tour d’hélice libere un acétyl-CoA qui satiisé a des fins énergétiques (oxydation,
cétogénese).

La premiere démonstration d’'un déficit de la ROA&edde 1973 : DiMauro a décrit un
déficit en Carnitine Palmitoyltransférase 2 (CPT®) puis dix ans se sont écoulés avant la
description du déficit en déshydrogenase des aopisCa chaine moyenne (medium chain
acyl-CoA dehydrogenase, MCAD) en 1983 (10).

Actuellement, sont dénombrés 18 déficits affectinmaniere directe ou indirecte la RBOAG
(3).

L'utilisation récente de la spectrométrie de mamsd¢andem (MS/MS) permet de mesurer a
partir d'une seule tache de sang (papier buvarth@itdifférents métabolites dont les AC et
les acides aminés sanguins. Le diagnostic de gusndit MHM est ainsi possible et certains
pays l'ont intégré dans leur dépistage néonata). (Rar exemple, le Royaume —Unis a
reconnu l'intérét du dépistage du déficit en MCABNd une revue systématique de 2004,
issue des travaux de la National Health Servi2g. @n France, des recommandations de la
HAS émises en juillet 2011 préconisent le dépisagématique de la MCAD (13).

La recherche d’anomalies de la BOAG dépasse leecddr dépistage. L’analyse des
acylcarnitines fait partie du bilan devant de nomoises situations cliniques y compris chez
I'adulte ou en post-mortem. La matrice est alorsveat du plasma et non du sang total séché
sur buvard. Les études concernant le dosage désaatiines sur plasma sont plus rares
(normales physiologiques, valeurs seuil de décisi@dicales...) et des méthodes de dosage
adaptées doivent étre développées dans les lalvesatBour exemple, la demande de dosage

plasmatique des acylcarnitines au CHU d’Angersaréiltipliée par 35 entre 2008 et 2012.
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Actuellement, c’est le profil des acylcarnitines gst effectué, avec une estimation de leur
concentration par calcul de proportionnalité pgpat & un étalon interne. L’'enjeu est donc
de proposer un dosage quantitatif vrai avec étalganexterne. Dans cette méthode, les
échantillons ne seront pas dérivatisés par bubylagour éviter I'hydrolyse partielle des
acylcarnitines et pour réduire leur temps de pidpar. Le gain de sensibilité qui était obtenu
grace a la butylation (14) devra étre compenséipapectrometre de masse plus sensible, de
génération récente. Nous disposons de deux spextesnde masse (LC-MS/MS) de
génération récente au laboratoire et nous déteromeecelui qui aura les meilleures
performances pour ce dosage, avec notre méthodes MNamus appuierons sur la méthode de
dosage actuellement utilisée a I'hépital NeckeragiP(Centre de Référence des Maladies
Héréditaires du Métabolisme) pour mettre au padgpter et valider la méthode dans notre
laboratoire malgré les contraintes externes (alesdeccontréles de qualité sur plasma, codt
des réactifs, nécessité d’'un personnel hautemeiifigu..) et internes (disponibilité limitée
des spectrometres de masse, contraintes techrétjbemaines...).

Comment mettre au point cette méthode? Commentrisaatiteffet matrice, suppression
d’ionisation et autres difficultés liées a la teicjue ? Quelle stratégie utiliser pour la valider ?
Peut-on établir une approximation des valeurs déra@éces biologiques internes au
laboratoire?

Nous avons choisi de procéder a des tests comptamensimples lorsque la littérature ne
répond pas a nos interrogations quotidiennes. Ramgle, le recueil de plasma témoin est
parfois réalisé plusieurs heures apres la centtfag : les AC sont-ils stables dans le temps ?
Pour la validation de méthode, nous nous appuiesange Guide Technique d’Accréditation
des Méthodes en Biologie Médicale du COFRAC (15)etles recommandations de la FDA
(16).

L’objectif principal est de mettre au point et da&i une méthode de dosage quantitative vraie
sans dérivatisation des acylcarnitines dans lenpas.es objectifs secondaires sont d’établir
une approximation des valeurs de référence biolegigou « normales physiologiques »)

internes au laboratoire grace aux échantillonsadeetothéque, d’obtenir des données sur la
stabilité des acylcarnitines dans le plasma avangélation, et d’avancer dans le processus
d’accréditation en portée B de ce dosage (normé 5369).
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Ce travail de mise au point de méthode n’a été&rféeque pour certains acylcarnitines et il
sera nécessaire de le poursuivre pour les autpEces nécessaires au diagnostic de ces

pathologies.

Notre souhait est de répondre a la demande dasietin en proposant un dosage quantitatif
des acylcarnitines plasmatiques performant dansdisirs proches des seuils de décisions
médicales. En effet, si 'augmentation franche d'wspéece est largement décelée sur un
profil couplé a une analyse semi-quantitative ddea., les augmentations faibles de
certaines especes dans les formes atypiques etleRfgrmes secondaires nécessitent une
méthode quantitative précise. Celle-ci nous pdmmet d'améliorer le diagnostic des
anomalies de la BOAG. Nous espérons aussi queetésipances de ce dosage permettront
une utilisation en recherche de notre outil, paneple dans les études sur le dépistage des
états pré diabétiques (17)

Dans la premiére partie bibliographique, nous adanaks le métabolisme de la carnitine{a
oxydation des acides gras et les MHM dont le diagoonécessite une étude des
acylcarnitines. Nous consacrerons un chapitrespdéatrométrie de masse et a 'HPLC. Dans
la seconde partie, nous exposerons la méthodeanigmint et les résultats que nous avons
obtenus. Dans la troisieme partie, nous discutecessrésultats afin de procéder a I'état des
lieux de la technique a I'heure actuelle au CHU rdjars. Nous ciblerons ses limites et les
objectifs qu’il reste a atteindre pour proposercencertation avec les cliniciens, la meilleure
expertise possible pour le patient, de maniére etilip avec nos limites technologiques,

humaines et économiques.

16



Partie 1 Revue de la littérature

Chapitre 1 La carnitine

1.1 Historique et aspects généraux

La carnitine (du latircarnus : viande) est une molécule ubiquitaire que I'oinoeve dans les
tissus des mammiferes. Elle a été découverte demsxtraits de muscle squelettique par
Gulewitsch et Krimberg en 1905 (18).

Sa structure chimique, C7TH15NOS3, a éte établie927 par Tomita et Sendju (19).

La carnitine est biologiquement active sous sa éofévogyre. Elle est présente dans
I'organisme sous ses deux formes : L- et D-caraitin

C’est une petite molécule ayant un poids molécalldienviron 161,2 .Elle comprend une
fonction ammonium quaternaire et est hydrosoluble.

Dans les années 1950, la carnitine a pris I'app@iiade « vitamine Bt » en référence a son

rble de facteur de croissance chez le verre deTenebrio molitor(20).

OH O

H;C CH
\ , M /X
/N CH COOH
He” \ |
CH; OH

L-carnitine, C0 (LC)

Figure 1- La structure de la carnitine, formule déweloppée d’aprés (5)
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Les premiers cas de pathologies concernant latocegrdans le cadre de la BOAG datent de
1973 : Engel et Angelini décrivirent un déficit earnitine (21) et Di Mauro et Di Mauro un
deéficit en CPTII (9).

La carnitine est retrouvée quasiment chez toutesefpéces animales ainsi que chez les
plantes. Les concentrations sont cependant tréables selon les tissus et les espeéeces. La
carnitine est distribuée dans tout I'organisme.t&ies tissus contiennent plus de 95% du
stock total de carnitine, comme le coeur et les fasssquelettiques, principaux
consommateurs de carnitine. lls contiennent 15301 nmol de carnitine par gramme de
tissu. Le foie, principal lieu de synthese, edtdésiéme organe contenant le plus de carnitine.
Le plasma contient environ 0.6% du pool total denitme, ce qui correspond a une
concentration de 36 a 56 pmol/L (22)(23).

Les mammiferes sont capables de synthétiser darldtioe a partir d’acides aminés (L-
methionine et L-lysine). Les principaux sieges getlsese endogeéne sont le foie, le rein et le
cerveau (24). La majorité des apports (75%) estiglhe exogene. La viande, surtout la
viande rouge et le poisson, sont les principalesces de carnitine, puis les produits laitiers

dans une moindre mesure (25).

Tableau | : Contenu des aliments en carnitined’apres(24)

ALIMENT Carnitine totale (umol) pour 100g d’aliment
Steack préparé 525

Poulet préparé 60

Riz 44

Pain 10.9

Poires 17

Tomates 18

Petits pois 5

Epinards, salade, carottes, pommes| de

terre
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Chez les sujets végétariens et végétaliens, lesdauwcarnitine sont bas mais ils restent dans
les limites physiologiques (26). La biosynthésecdenitine peut fournir jusqu’'a 90% des
besoins d’un organisme n’ayant que tres peu d’apgxogenes(27).

Certaines bactéries comrRseudomonas aeruginosa ou Escherichia Coli utilisent la carnitine
comme source de carbone ou d’azote dans des argldérobies. D’autres utilisations sont
possibles dans des conditions anaérobies (28).

1.2 Biosynthése de la L-carnitine (29)

La synthése de L-carnitine comprend, de facon saligue, cinqg étapes.
Les substances initiales sont la méthionine etldasés de la lysine.

1: Le produit de la premiére réaction est la &iNéthyl lysine (TML). Il s’agit de la
N-méthylation de la lysine. Elle est libérée vigtatéolyse dans les lysosomes.

2 : Le produit de la seconde réaction est la 3-kydBN-TML (HTML). Elle survient
dans le cytosol par hydroxylation du carbone 3ad@NML par 'enzyme TML-dioxygénase
(TMLD). Cette étape nécessite la présence de uitai@i(30), de fer ferreux (Fe 2+).

3 : Sous l'action de 'HTML-aldolase et du cofaat®LP (pyridoxal 5'- phosphate),
le triméthyl-aminobutyraldéhyde (TMABA) est form@ette réaction nécessite la présence de
vitamine B6.

4: La TMABA-déshydrogénase (TMABA-OH) transformee |ITMABA en
butyrobétaine (4-N-triméthylaminobutyrate)

5: La butyrobétaine dioxygénase (BBD)/ deoxy Lnitime hydoylase transforme la
butyrobétaine en L-carnitine, en présence de vitarfi et de fer ferreux (Fe2+)(13).

Alors que les quatre premieres étapes peuvent cgéuipe dans toutes les cellules de
I'organisme, l'ultime réaction ne peut intervenireqdans certains organes : le foie et le rein
chez 'homme. L’enzyme catalysant cette réacti@été retrouvée que dans ces organes.

La disponibilité des TML déterminerait le taux gathese de la carnitine (27).

19
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Figure 2: Biosynthése de |la carnitine a partir du TML (6-N-triméthyl lysine ) d’ aprés
(29).
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Figure 4: Synthése et métabolisme de la carnitinel’apres (32)

1.3 Réles de la carnitine

En 1995, il a été montré que la carnitine pouvaié @cétylée de maniéere réversible par
l'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) (33). La méme amnd fut montré que la carnitine
stimulait I'oxydation des acides gras dans le {84). C’est a partir de ces constatations que
fut découverte I'implication de la carnitine darsdansport des acides gras a longues chaines
activés, depuis le cytosol, a travers les membramé&schondriales, jusque dans la matrice

mitochondriale, lieu de la 3 oxydation des acides.g
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1.3.1 Transport des acides gras a longues chasmssla mitochondrie, lieu de leur oxydation
(figure 6)

Le métabolisme des acides gras a lieu dans la geatriitochondriale. Cependant, la

membrane interne est imperméable aux acides geasaltnitine transporte alors les acides

gras a longues chaines jusqu’a la matrice. Ce gsosaémplique diverses enzymes.

Les acides gras a longues chaines sont d’aboragiar la PCS (palmitoyl-CoA synthetase)
en acyl-CoA. La PCS est située sur le versant eatefe la membrane externe de la
mitochondrie. Ces esters CoA présents dans le @ypassent la membrane externe mais ils
doivent étre trans-ésterifies en acylcarnitindsngues chaines pour traverser la membrane
interne. Dans cette réaction, la partie acyl dédeacgras a longues chaines est transférée du
CoA vers le groupe hydroxyl de la carnitirigire 5) .Cette étape est catalysée par la CPT 1
(palmitoyltransférase 1), située sur le versamrivg de la membrane externe (7).

Ces acylcarnitines a longues chaines entrent alans I'espace intermembranaire et sont
transportés a travers la membrane interne viaanmsporteur spécifique : la CACT (Carnitine
Acylcarnitine Translocase) (35).

Une fois a l'intérieur de la matrice, la CPT 2 (dtine palmitoyltransférase 2) reconvertit les
acylcarnitines a longues chaines en acyl-CoA auesghaines respectifs. La CPT 2 est
située sur le versant matricielle de la membratezrie.

Les acyl-CoA a longues chaines libérés subissens &ur [3-oxydation intramitochondriale.
Une partie de la carnitine libérée dans la matmi®chondriale quitte la mitochondrie via la
CACT. Elle se retrouve de nouveau disponible dansytosol pour un nouveau cycle de
transport. Une autre partie de la carnitine libse dilisée pour former des acylcarnitines a
courtes et moyennes chaines grace a la CAT (Ganiicétyl Transférase), a partir des
produits libérés au cours de la R-oxydation deglescigras a longues chaines. Ces
acylcarnitines peuvent aussi quitter la mitochandia la CACT. A travers ces mécanismes
d’acylations réversibles, la carnitine est capaldaéguler la concentration intarcellulaire du
CoA libre et des acyl-CoA (29).

Trois différents groupes de transférases existerdeedistinguent par leur substrat, leur
localisation cellulaire et leur structure (36). ttimn d’'une tranférase est la suivante :
Acyl-CoA + carnitine{—y Acylcarnitine + CoASH

Les CPT 1 et 2 utilisent les groupes acyl a longihednes et se trouvent dans la mitochondrie
(37).
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La carnitine octanoytransferase (COT) utilise leglsa moyennes chaines comme substrats
et est retrouvée dans les peroxysomes et les roioess (37).

La carnitine acétyltransférase (CAT) utilise leoupes acyls a courtes chaines et est
retrouvée dans la mitochondrie, les peroxysomésseahicrosomes (38).

Grace a l'action des transférases, carnitine dtamyitines sont rapidement interchangeables
(36).

Acyl-CoA synthétase
0
e | T
R—C + ATP 4+ HS—CoA == R—(C —S—CoA + AMP + PP,
0
Acide gras Coenzyme A Acyl-CoA pyrophosphate

Figure 5: Schéma de l'activation_des _acides gragar liaison avec le coenzyme A, avec

utilisation d’ATP, http://kiosque.luminy.univ-mrslfipload/p222/07 _AcidesGrasL2.pdf
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Fiqure 6 : ROle de la carnitine dans le transport wydatif des acides gras a longues

chaines dans la mitochondrie et dans la régulationdu ratio acyl-CoA/CoA

intramitochondrial , d’apres (29).

1.3.2 Réqulation du ratio acyl-CoA/CoA dans laauiitondrie

Des études suggerent que la carnitine agit commtampon pour le CoA libre (39)(4). La
carnitine a un role de transporteur a I'intérieuad’extérieur de la mitochondrie : les acyl —
CoA et les acétyl-CoA sont transformés de maniakeensible en acylcarnitines et
acétylcarnitines. Cette action permet la régulatd®s concentrations intracellulaires an
aceétyl-CoA / CoA libre et acyl-CoA / CoA libre (4Q)e pool de L-carnitine refléterait alors
le pool de CoA. Les échanges réversibles permetiraionc a la cellule de réguler ses

niveaux de CoA en utilisant la carnitine comme tam(89).
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Ainsi, les pools d'acyl-CoA et d'acétyl-CoA peuvergjoindre de nombreux processus
métaboliques, en tant que substrats (cycle de Kr&sexydation des acides gras,
cétogénése. Eigure 7).

Cytosol
Glycogen
Glucose
Acetone +— Lactate
\Pyruvate Carnitine Awl CoA
1
. CoASH
1
1
¥ Acetyl-
Acetone Pyruvate  carnitine Ty Carnitine Acyl-carnitine Carnitine
Acetoacetate CoASH

3 Acetvl -CoA Acyl-CoA
B-Hydroxybutyrate

C:trate B-Oxidation
Oxaloacetate )

a Ketoglutarate
Mitochondrion

Fiqure 7: La carnitine au milieu des différentes vees du métabolisme énergétique

d’apres (5)

1.3.3 Détoxification de métabolites pouvant étsedoes

Lorsque les acyl-CoA s’accumulent dans la mitochienein cas d’anomalie de la 3-oxydation
des acides gras (6) ou en cas d'intoxication peraices résidus acylés issus de médicaments
faiblement métabolisés (acide pivalique, valproatg41), le mécanisme de détoxification
par la carnitine devient indispensable.

En effet, la carnitine transporte des fragmentdéacigsus de la R-oxydation des acides gras
ou issus d'un métabolisme partiel de médicamentss tde la mitochondrie et des
peroxysomes. lls sont alors évacués de la mitoagi®nders le cytosol sous forme

d’acylcarnitines. lls sont ensuite excrétés dassuhnes. Cette action permet de régénérer le
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pool de CoA libre mais elle entraine une déplégancarnitine qui peut étre traitée par une
supplémentation en carnitine (42). L’hypocarnitingmeut donc étre le reflet d'une anomalie
de la 3-oxydation des acides gras ou d’'une inttivicgoar certaines molécules.

Dans d'autres situations pathologiques comme cesaaciduries organiques, la carnitine
joue aussi un role d'épurateur. La décarboxylatixydative de certains acides aminés
ramifiés (dérivés de la leucine et de la valingyane une production de groupes acylés qui
sont transportés hors de la mitochondrie sous falaeylcarnitines. lls sont ensuite éliminés
dans les urines (40).

Cette voie de détoxification a récemment été aecdséjouer un rbéle dans la pathogénie du
diabete de type Il et de l'insulino-résistance (438)(45). Ces conditions pathologiques sont
caractérisées par une accumulation d’acides gras ldamitochondrie dépassant les capacités
métaboliques d’épuration. Cet état est refleté pae augmentation des acylcarnitines
plasmatiques et une baisse de la carnitine libre.nbuvelles approches thérapeutiques
préconisent d’obtenir des taux élevés de carnipeemettant I'exportation des acylcarnitines

hors de la mitochondrie (46).

1.3.4 Oxydation des acides gras dans les peroxysome

La carnitine est impliguée dans le transport dedpits résultant de la [3-oxydation
peroxysomale vers la mitochondrie. Cette R-oxydatieroxysomale est moins compléte que
dans la mitochondrie et ne nécessite pas de camuour assurer la transport des acides gras :
sa membrane est dotée d’'une perméase pour toasye€0As (36). Les acides gras a tres
longues chaines (C> 22) sont seulement dégradphispetits acides gras. Ces acides gras
raccourcis doivent étre transportés dans la miteghe pour subir la suite de leur oxydation.

A cet effet, les peroxysomes contiennent de la @Ade la COT afin de convertir les acyl-
CoA raccourcis en acylcarnitines en chaines ractegjr qui seront transportés dans la
mitochondrie (47).

1.3.5 Neuroprotection

L'importance des acylcarnitines dans les tissusitayae forte activité de BOAG comme le

coeur ou les muscles est évidente. La supplémemtaticarnitine et acylcarnitines a montré

27



de réels bénéfices dans le traitement d’affectimngologiques diverses, alors que les acides
gras ne sont pas la source majeure d’énergie pagreau. Des données récentes mettent en
evidence divers roles des acylcarnitines cérébraatticipation a la synthese de lipides, a
I'altération et a la stabilisation de la compositimembranaire, modulation de génes et de
protéines, amélioration des fonctions mitochondsal augmentation de [I'activité
antioxydante et amélioration de la neurotransmissibolinergique (5). De plus amples
recherches sont nécessaires sur l'utilisation dgsarnitines dans le traitement des affections

neurologiques.

1.3.6 Autres fonctions

La carnitine est impliguée dans la stabilisatiols deembranes (systeme cardiovasculaire)
(48) et dans la métabolisme des phospholipidea deeimbrane des globules rouges (40)(49).
La CPT aurait également un réle dans le processudédé-acylation des phospholipides

membranaires du globule rouge en permettant derecshu fragilité membranaire (49).

1.4 Régulation de la carnitine dans I'organisme

1.4.1 Aspects généraux

Le pool de carnitine endogéne doit étre maintendagen stable dans I'organisme. Il est
constitué par la carnitine ingérée, la carnitinetlsgtisée de maniere endogene par le foie et
les reins, et la carnitine réabsorbée au niveauuleges rénaux. Le rein permet de maintenir
’homéostasie de la carnitine. Comme la butyrolné&taila carnitine est réabsorbée
efficacement par le rein. Cependant, I'excrétianaire de carnitine est largement dépendante
du régime alimentaire et le rein peut réduire denigra importante la réabsorption de
carnitine en cas d’apports excessifs en carnitindamngmenter (50). De méme, pendant la
grossesse, I'excrétion urinaire augmente (51).

Dans les urines, les acylcarnitines représentetd 86 la carnitine totale alors que dans le

plasma, les acylcarnitines ne représentent que @%a carnitine totale. Ceci pourrait étre
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expliqué par une réabsorption moindre des acylttaesi par le rein ou par une acylation
rénale de la carnitine (52).
La carnitine est aussi excrétée dans le lait. Seeadration passerait de 39 a 63umol/l la

premiere semaine du post-partum et se stabilisedbiimol/l aprés un mois (53).

La répartition de la carnitine dans la plupart dissus est assurée par des systémes de
transport et d’échanges. Ces échanges permettdrtetion de concentrations tres élevées
dans les tissus, soit 20 a 50 fois les concentrafptasmatiques (29).

Le passage de la carnitine du sang vers les orghoesonc étre régi par des systemes de

transports actifs pour lutter contre le gradientdecentration.

1.4.2 Le transport de la carnitine vers les tiggrphériqgues

Le cceur et les muscles squelettiques, sites magiunsommation et de stockage de la
carnitine (95% du pool de I'organisme) posseéddatfais des transporteurs de la carnitine de
haute et de faible affinité (54).

Les reins, capables de réabsorber plus de 90% achendine, possedent aussi ces deux types
de transporteurs (15). Plus récemment, d’autresstypmnsporteurs de la carnitine ont été
décrits.

On distingue d’abord la famille des transportewgs dations organiques (Organic Cation high
affiniy Transporters OCT). Leur fonction premiest Bélimination de certains médicaments.
Les transporteurs OCTN2 de haute affinité, OCTNIfadele affinité et OCTN3 d’affinité
intermédiaire font partie de cette famille (55).

OCNT2 et OCNTL1 sont trés fortement exprimés danss$el rénal et seraient aussi fortement
exprimés dans le muscle squelettique (56), maiétledes a ce sujet sont contradictoires (57).
lIs transportent aussi les acylcarnitines C2 et C3.

Un autre transporteur de la carnitine et du C3failde affinité, a été mis en évidence. Il
appartiendrait a une autre famille de transportéamsno acid transporter) et sa distribution

serait particuliere (tractus digestif, poumon eingle mammaire) (58).
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1.4.3 Réqulation de la distribution tissulaire de&rnitine

La distribution tissulaire et I'assimilation dedarnitine sont partiellement contrélées par les
hormones (36)(59).

La concentration en carnitine chez ’lhomme est déaete du sexe et de I'age. Elle augmente
durant la premiere année de vie d’environ 15uM vren 40uM. Elle reste ensuite stable
pour les deux sexes jusqu’a la puberté (60)(61pakir de la puberté jusqu’a I'age adulte, la
concentration en carnitine augmente chez les homanes stabilise a un niveau plus élevé
que celui des femmes (respectivement 50uM et 40i6M))62)(63). Une étude a montré que
le niveau de carnitine plasmatique chez les femauggnentait avec I'age et que, chez les
hommes, le taux de carnitine dans le muscle sdigeletdiminuait avec I'age. La différence
homme/femme semble donc s’amenuiser apres la mésegé4). Ces résultats suggéerent
que les hormones sexuelles ont un réle importans da régulation des concentrations

plasmatiques et tissulaires en carnitine (60)(63).

1.5 Les déficits acquis en carnitine

bY

Il existe des pathologies propres au transport adlecdrnitine et a la BOAG qui sont
responsables d’'une diminution primitive ou secorglatle la carnitine, voire d'une
augmentation. Il faut cependant garder a I'espré de nombreuses situations pathologiques
extérieures aux anomalies de I'oxydation des acgtas entrainent une diminution de la
carnitine ainsi que certains médicaments et quslgiteations physiologiques. Les anomalies

du cycle de la carnitine et de la BOAG seront aBesdalans le chapitre correspondant.

1.5.1 Situations pathologiques

1- Hémodialyse et maladies rénales

En cas d’insuffisance rénale, la clairance de laittae diminue et entraine une élévation
plasmatique de celle-ci. En cas d’hémodialyse dhta le régime diététique hypoprotéiné et
la perte excessive de carnitine due a la dialys&i@ent un déficit en carnitine (la carnitine,

soluble dans I'eau est facilement dialysable) & accumulation d’acylcarnitines a courtes et

moyennes chaines. Un traitement par L-carnitingezstmmandé afin de restaurer les stocks

30



musculaires en carnitine, prévenant d’éventuellgspathies et impotences fonctionnelles
(32).

2- Insuffisance hépatique

Le déficit en carnitine est lié a une perte de capalu foie a synthétiser la carnitine et a un
défaut d’apport en carnitine exogene et en lystnaéthionine, précurseurs de leur synthese

endogene (32).

3- Syndromes de malabsorption

La mucoviscidose (atteintes digestives), le shattgyndrome (malabsorption suite a une
résection importante d’intestin gréle), la maladieeliaque et d’autres syndromes de
malabsorption entrainent une diminution de cellpacidéfaut d’absorption (65).

4- Malnutrition : cette situation d’hypocarnitinéenest réversible aprés une prise en charge

diététique adaptée (32).

5- Prématurité

Les prématurés qui ne disposent pas d’'un appogemesuffisant en carnitine souffrent d’'un
déficit en carnitine qui peut se manifester parfédiénts symptomes: apnées,
cardiomyopathie, troubles gastro-intestinaux, myopa préiphériques... Cette
hypocarnitinémie est due a plusieurs facteurs : atanté du systeme enzymatique, faibles
réserves en carnitine en raison de leur faiblegpeidie leur naissance prématurée qui n'a pas

permis la constitution de leurs réserves (66).

6- Nutrition parentérale exclusive

Elle entraine parfois une stéatohépatite ou umbase dont un des mécanismes pourrait étre

un déficit secondaire en carnitine, en cas d'aleseecsupplémentation (67).
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7- Obésité, diabéte de type 2 et désordres endeasin

Le métabolisme de la carnitine serait perturbé derses états pathologiques. L’adjonction de
carnitine serait bénéfique chez les sujets obdsss dysthyroidiens auraient une excrétion
urinaire de carnitine perturbée et les diabétigleesypes 2 seraient particulierement a risque

de déficit secondaire en carnitine (32).

8- Sepsis, traumatismes, grands bralés (32)

Les patients victimes de sepsis et de traumatissnes carencés en carnitine du fait de
l'intense protéolyse, qui entraine une importareetgp musculaire. Ce déficit en carnitine
jouerait un réle négatif dans la réponse immuriefEtmmatoire contre les agents infectieux
et il serait en cause dans le mécanisme du chditjgeplLes grands brdlés ont un déficit en

carnitine proportionnel a I'’étendue de leurs hrésu Il est accentué par les dialyses.

1.5.2 Situations physiologiques

1-La grossesse

Au moment de lI'accouchement, le taux de carnitiaet @etre deux fois plus faible que les

valeurs physiologiques. Ceci pourrait étre expligagéles besoins accrus du foetus (68)

2-Le régime végétarien : 'apport en carnitine exuog étant diminué, le taux plasmatique est

bas mais il reste en général dans les valeursgbygsjues. Le rein s’adapte (26).

1.5.3 Effet de certains médicaments

1-Traitement chronique par acide valproique (Dépei
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Cet antiépileptique est un acide gras ayant une chaine ramifiée contenant huit carbones. Il est
métabolisé lors de la BOAG. Se forment aors de lavalproylcarnitine et d autres acylcarnitines
(dont du C5-OH) en grande quantité (voir chapitre sur le acylcarnitines), ce qui engendre un
déficit en carnitine. Plusieurs mécanismes sont suspectés. Cependant la relation entre les
effets sur le métabolisme de la carnitine et |es effets secondaires hépatiques semble difficile a
établir (69)(70).

2-Autres traitements qui entraineraient un déficit en carnitine

*lazidovudine (AZT) (71)
* certains anti-cancéreux : cisplatine, taxol, adriamycine...(72)
* certaines 3-lactamines : céphaloridine, cefépime (C4G)...(31)

*autres : émétine (alcaloide), vérapamil, quinidine ...(31)

Nous avons vu que la carnitine jouait de nombreux réles dont un réle majeur dans la BOAG.
Nous allons donc détailler cette voie métabolique, et notamment la seconde partie, qui fait
suite au transport des acides gras activés dans la mitochondrie : la 3 oxydation mitochondriale

des acides gras.

Rapport-gratuii.com {‘zg
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Chapitre 2 La béta-oxydation des acides gras
(ROAG)

2.1 Son role

Le glucose, les acides gras et les acides amings Ies trois substrats utilisables par
I'organisme a des fins énergétiques et pour laybitheses de molécules. La premiere voie de
dégradation des acides gras est la 3-oxydatioa.€sl primordiale pour des organes tels que
le foie, le cceur et le muscle squelettique, pdiicement durant le jelne. Dans ces
conditions de glucopénie, tous les organes sauhdesaties et le cerveau peuvent utiliser
cette voie métabolique pour produire de I'éner@a.estime que I'oxydation des acides gras
chez un sujet soumis a un régime normal fournis gla 40% des besoins énergétiques et
durant le jelne, elle peut fournir jusqu’a 80% Hdesoins énergétiques totaux (73). De plus la
ROAG est nécessaire au foie qui transforme legadajcas en corps cétoniques, utilisables par
tous les organes, y compris le cerveau.

La BOAG a été découverte par Georg Franz Knoop9éd.1Elle fait intervenir plus de 25
enzymes (74). Cette BOAG a principalement lieu damsitochondrie, mais le peroxysome
posséde aussi I'arsenal enzymatique complet némesgsaette voie (6)(2). Aprés hydrolyse
des triglycérides, les acides gras sont transpedesles mitochondries par des protéines de
liaison FABP (Fatty Acid Binding Protein). La BOA$& fait en deux phases majeures : la
premiere partie concerne le transport mitochondfésd acides gras a longues chaines qui a
déja été évoqué dans le paragraphe précédentafamtivdes acides gras par lI'acyl-CoA
synthétase, transfert dans la mitochondrie avedidatpn de la carnitine et des CPT1 et
CPT2 pour les acides gras a longues chaines: 0ZarBones ; par simple diffusion pour les
autres). La seconde partie concerne la [3-oxydabmra-mitochondriale qui va étre
développée dans ces paragraphes. La R-oxydatiomepda production d’acétyl-CoA dont
I'utilisation directe dans le cycle de Krebg@re 11) ou indirecte par le biais des corps
cétoniquesfigure 12) permet la fourniture de '’ATP mitochondrial.

2.2 Le cycle de la 3-oxydation (6)(2)(73)

Une fois dans la mitochondrie, les acyl-CoAs safdgrddés en unités d’acétyl-CoA via une

série de 4 réactions enzymatiques, appelée R-ogpdatl hélice de Lynerfigures 8 et 9.
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Cette oxydation est un processus cyclique danselelgs acyl-CoAs sont raccourcis : a
chaque fois que le cycle est complet (a chaque dthélice), deux atomes de carbone du
groupe carboxy-terminal sont relargués sous forfue tesidu d’acétyl-CoA. Un acyl-CoA

saturé est dégradé par une séquence récurrent@tte tgactions:

1- Déshydrogénation par une acyl-CoA déshydrogéenasec le FAD (Flavine-Adenine-
Dinucléotide) comme cofacteur issu de la vitaminéiBoflavine), intervention du systeme
de transport d’électrons ETF. Cette enzyme eximis plusieurs formes afin de s’adapter a la
longueur de la chaine de l'acide gras :

*la SCAD pour I'oxydation des AG a coutres chaifia 4 C)

*la MCAD pour les AG a chaines moyennes (6 a 10 C)

*la LCAD pour les AG a chaines ramifiées

*la VLCAD pour les AG a longues chaines (12 a 20e€a tres longues chaines (jusqu’a 24
C).

Cette étape aboutit a la formation d’énoyl-CoAef@D réduit (FADH2).

2- Hydratation de la double liaison via une hydsatdactivité enoyl-CoA hydratase de la
protéine trifonctionnelle) pour les AG a longuesictes ou par une cronatase pour les AG a

courtes et moyennes chaines. Cette étape abdatibdnation de 3-OH-acyl-CoA.

3- Déshydrogénation par la 3-hydroxy-acyl-CoA désbgénase dont il existe deux iso-
enzymes spécifiqgues des chaines longues (LCHAD kamtivité enzymatique est détenue
par la protéine trifonctionnelle) et des chainesyenoes et courtes (M/SCHAD). Ces
enzymes possedent une coenzyme a NAD qui est Hédsiitle la réaction et réoxydé dans la
chaine respiratoire. A I'issu de cette réaction,3eOH-acyl-CoA est transformé en 3-céto-

acyl-CoA.

4- Clivage du 3-céto-acyl-CoA par la 3-cétothiolasec libération d’acétyl-CoA. Pour les
chaines longues, il s’agit de la LKAT, dont l'adtiivenzymatique est détenue par la protéine

trifonctionnelle. Pour les chaines moyennes ettesuil s’agit de la MKAT.

Le bilan est alors le suivant : I'acyl-CoA initiakt donc amputé de deux carbones (acétyl-
CoA) puis il subit d'autres réactions jusqu’a I'ebtion d'un 3-céto-acyl-CoA (quatre

carbones) qui donnera deux acétyl-CoA . Ainsi, @gcle tour d'hélice une molécule d' acétyl-
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CoA , une molécule de FADH2, et une molécule d&DN,H seront produites (exemple de

acide stéariquégure 10).

Fatty acid carnitine
cD36 ] FATP (ocTng)-cell membrane y
Fatty acid !

y carnitine

CoA \i
Acylcarnitine
Acyl-CoA y
E - )\ carnitine
CPTH A mitechondrial outer membrane
mitochondrial inner membrane \

carnitine

Acyl-CoA

c18 C18:1
VLCAD

Acylcarnitine

C16 C16:1 (MCA[D (SCAD)

C14 C14:1

I-CoA

ENOYI-COA ———> ENOYI-COA -----s----

C12:1 3-cis C12:1 2-trans
crotonase

L 4 Y

3-hydroxyacyl-CoA 3-hydroxyacyl-CoA

‘,

3-ketoacyl-CoA —— acyl-CoA + acetyl-CoA<——— 3-ketoacyl-CoA

Figure 8: Cycle de la 3 oxydation des acides grastia mitochondriale, d’apres (6).
Enzymes impliqguées : CPT1; CACT; CPT2; VLCAD; MTmitochondrial trifunctional
protein) ; LCHAD; MCAD; SCAD; M/SCHAD; MCKAT; DCI {odecanoyl-CoA delta

iIsomérase).
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/ Acyl-CoA .._\

VLCAD FAD
LCAD ETF
MCAD FADH,
SCAD

Enoyl-CoA

enovl-CoA

hydratase (THP)

crotonase
3-OH-acyl-CoA

NAD

H,0

~—

LCHAD (TFP)

M/SCHAD NADH

—

J-céto-acyl-CoA

LKAT (TFP)
MCKAT

Acétyl-CoA
\ mitochondrie /

Figure 9: Cycle de la R oxydation des acides grastia mitochondriale, schéma simplifié
d’apres (73) et (2).
Dans ce schéma, la TFP (enzyme trifonctionnel@yespond a la MTP de la figure 8. ETF =

_

Electron Transfer Flavoprotein.
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Acide séarique (Z13)
Stéaryl-CoA[C18) .
_ i
Acetyl-Coh .
CoASH — Palmityl- CoAfC16E) +
Acstyl-Coh —= 4 H
Cay -0 _
4 H
Acetyl-Coh
L FCoACT2
CoA-SH auryk CoACT4) g 8FAD —= g FADH,
- o S NAD* —= & NADH+H*
9 acétyl-Coh ﬁace(t:a,rol ,*Egﬁ M +
4 H
Acétyl-Coh = " _
Acelyl-CoA —_— 4H
LB@EI&,\_EH . Caproyl-CoA{CE) i +
Acétyl-Cohb 4 H
celyl-Lo "
CoA-SH Butyy-CoA(C4) +
Acétyl-Cohb 4 H
Ccelyl- Lo ? |
| CoA-SH AcétykCoA(C2)

Figure 10: Exemple de la 3 oxydation de I'acide sééiqgue (C18): apres son entrée dans la

mitochondrie, il subit son premier cycle d’oxydeti(ou tour d’hélice) qui conduit a la
formation d’'un acides gras amputé de deux carb@®8 acide palmitique) et d’acétyl-CoA.
Le cycle recommence sept fois jusqu'a obtention deux acétyl-CoA, d'aprés
wikibooks.org/wiki/Les_principales_voies_du_meétatimle

2.3 Devenir des substrats : les acétyl-CoA

2.3.1 Oxvydation dans le cycle de KreBgure 11)

Les acétyl-CoA sont completement oxydés en CO2astiila réaction globale suivante :
Acétyl-CoA + 3 NAD++ FAD + GDP + Pi —»2 CO2+ HSCoA + 3 NADH,H++ FADHz2+ GTP
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2.3.2 Précurseurs de la biosynthése des lipidéssephospholipides

lIs sont des précurseurs dans la synthese dessagids, des lipides, du cholestérol et des

corps cétoniques via la cétogénese (Figure 12).

Coor
1
océty Coﬁk_: ] e
T o | 00C—C—OH —
N H2O  citrafe synthase (I;HQ e e |
o b e ons
= citrate >
|‘.:_|mlo::|cé-’rme. coo- :S-COIA—I il’c{i}
O=C
i isaciote lsocifrate
+ CH2 deshydrogenase
I:MJH COO0- NAD+
" co2
+ h!
matote VD~ NADH
déshydrogénase +Ht O0C O
COO' ;
[ R s - ate‘loglu’rc:rcﬂe
HO- C.H | cycle de l'acide citique | BT | g:i
malate ‘CHQ t NADH+S | T
' HS-CoA
COO \ a-katogiutarate
k NADH ‘/; deshydrogénase
fumarase: 5 +H+
"—H20 f cop
% PR -
&‘T“D'D’ fumarafe | succinyl CoA ICOA-SEWQ
CH v FADHE GDP + Pi_- .
HS-Coh H
\.\ FAD C;, e [ e
succinate ] & CH2
—  succinyl CoA e
suscin JTE.' —— ﬁ:OO - SUCCITm Coo
i T symiteiass
déshydrogenase CH2
CH2
COO

Figure 11: Cycle de Krebs(ou de I'acide citrique), d’aprés (75).

L’'acétyl-CoA issu de I'oxydation des acides gras@edense avec |'oxaloacétate pour donner
du citrate, qui sera oxydé dans le cycle de Krebsoernira de I'ATP pour la chaine

respiratoire mitochondriale.
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acetyl CoA

[ ACAT 1 ] ACAT 2

acetoacetyl CoA

HMG - CoA
synthase

AMG - COA hydroxy-B-methylglutaryl CoA

reductase
[HMG - CoA Iyase]
cholesterol
and other sterols acetoacetate
D-p hydroxybutyrate
dehydrogenase
acetone + CO; D-f hydroxybutyrate

Subcellular Location

Mitochondrion

Cytosol

Endoplasmic Reticulum
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MNucleus

Figure 12: Schéma de la cétogénéesevoie métabolique utilisée uniquement par les

hépatocytes, d’aprés (76).

C’est la seconde voie d'utilisation de I'acétyl-Colka premiere étape est I'obtention d’un
acétoacetyl-CoA a partir de deux acyl-CoA. Cettetién est catalysée par une thiolase aussi
appelée ACAT1 (acetyl-Coenzyme A acetyltransferdye La cétogénése aboutit a la

formation de trois corps cétoniques : I'acétoaestat 3-hydroxybutyrate et I'acétone.
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2.4 Régulation de la 3 oxydation des acides gras

La régulation de la 3 oxydation des acides gras@splexe. L'orientaion vers la [3 oxydation
ou vers la lipogénese dépend de la balance étatrifétat de jelne. A I'état nourri,
'augmentation du rapport insuline/glucagon faveria lipogénese. A l'état de jelne, la
diminution de ce rapport favorise la lipolyse, laXydation et la cétogénese.

2.5 Oxydation microsomale et peroxysomale des acglgras

A c6té de I'oxydation mitochondriale des acidessgibexiste une oxydation microsomale et
peroxysomale dont le rendement énergétigue estefalblles expliquent cependant la

présence de certains métabolites au cours destsléliécl’ oxydation mitochondriale (2).
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Chapitre 3 Les acylcarnitines

3.1 Aspects généraux

La carnitine est présente sous forme de carnitine libre et de dérivés acétylés: les
acylcarnitines. Ils sont le résultats de réactions catalysées par des acyltransférases qui
transferent les acides gras actives sur la carnitine et utilisant les acyl-CoA (36) (figure 13). La
carnitine libre est la composante majeure du pool. Les acylcarnitines sont caractérisés par la
longueur de leur chaine carbonée, issue de la longueur de la chaine carbonée de I’ acide gras
correspondant. Ce sont des molécules difficiles a analyser du fait de leur structure aliphatique
simple (structure carbonée en chaines linéaires), de leur centre chiral et de leur charge positive
permanente. La principale technique danayse utilisée actuellement est I'étude en
spectrométrie de masse en tandem, avec ou sans dérivatisation préal able des acylcarnitines.

3.2 Lesdifféerentstypesd’acylcarnitines

Il existe 12 acylcarnitines « basiques » issus de I’ oxydation mitochondriale des acides gras et
de nombreux dérivés qui ont, pour certains, une importance capitale en pathologie (8). Les
principaux acylcarnitines sont listés dansle Tableau |11 (d'aprés 81: reproduction interdite).

Nous différencierons ces deux types d’acylcarnitines en utilisant des termes informels: on
distingue les acylcarnitines "simples’ des acylcarnitines "complexes'. Les molécules
"simples" sont listées dans le Tableau |I. Les acylcarnitines "complexes' correspondent aux
molécules dicarboxyliques, hydroxylées (o oxydation microsomale), aux acylcarnitines
insaturés n fois (3 oxydation des acides gras insaturés) et aux isomeres n'ayant pas de
signification pathologique et pouvant induire de faux positifs (8). Les acylcarnitines
dicarboxyliques et hydroxylés (marqueurs de certains déficits) sont issus de la m-oxydation
des AG dans les microsomes, la [3-oxydation mitochondriale étant bloguée (3). Il existe des
isomeres pour les acylcarnitines C4, C5, C4-OH, et C5-OH. Il est difficile en pratique de les
identifier avec les techniques courantes sur la seule base de leur masse (77). 1l en est de méme
pour certains dérivés. Par exemple, en spectrométrie de masse, leur transition MRM peut étre
tres proche, ce qui rend délicate leur séparation. De nombreuses équipes travaillent sur

I”amélioration de leur détection afin de réduire les cas de faux positifs (8)(78).
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|+ H2 | |+ HQ
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CH; CH;
Carnitine Acylcarnitine

Figure 13: Structures de la carnitine et des acyleaitines. « R-COOH » représente l'acide

gras et « R » est le groupement acyl comportamounbre variable de carbone, d’apres (79).
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Fiqure 14: Exemples d’acylcarnitines ayant des loneeurs de chaines carbonées

différentes: acétylcarnitine (C2), hexanoylcarnitine (C6), ristpylcarnitine (C14),

arachidonoylcarnitine (C20 :4), d'apres (5)
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Tableau IlI: Acylcarnitines (1ére colonne) associés leur abréviation (longueur de

chaine, 2éme colonned’apres (80), DC= dicarboxylique, -OH= 3-hydrox3n= résidu acyl

avec n carbones, Cn :1= résidu acyl avec n carbehasonoinsaturé. Les isomeres, les
acylcarnitines hydroxylés, dicarboxyliques et ins& ne seront pas développés dans notre

partie expérimentale mais nous expliquerons lepoittance en pathologie.

Compound Abbreviation R

Carnitine C, H
Acetylcarnitine G, COCH;
Propionylcarnitine C, COCH,CH,
Butyrylcarnitine C, CO(CH,),CH,
Valerylcarnitine Cs CO(CH,),CH,
Hexanoylcarnitine Cs CO(CH,),CH,
Octanoylcarnitine Cs CO(CH,),CH,
Decanoylcarnitine Co CO(CH,),CH,
Dodecanoylcarnitine Cp CO(CH,),,CH,
Tetradecanoylcarnitine  C,, CO(ClHl,),,CH,
Hexadecanoylcarnitine Cy4 CO(CH,),,CH;
Octadecanoylcarnitine  Cg CO(CH,),,CH,
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Tableau lll : Nomenclature et structure chimique des AC saturésd’aprés (81).

Free carnitine

Acetyl

Acrylvl-

Propionyl-
Formiminoglutamate (FIGLL
lso butyrvk S butvrvk

Tiglvh
Isovaleryl-/2-methylbutyryl- (%)
3 hydroooybutvrvl-

Hexanovl-

3 hydrosvisovaleryk 2-methyvlk 3
hvdroecvbatyryl-

Berzoyl-

Dextrose |(fragment )

He ptancyl-

3 hydroxyhexanoyl-
Fhenvicetyl-

Zalicvlvlk )

Octenoyl- (%)

Oictanoyl-

Malonyl-

Decadienov-

Decenoyl-

Diecanoyl-

Methylmalnyk sacciny-
3 hydroeoydecenovl-
Glutard-3-hvdmoxydecanoyl-
Diodecenovl-

Diextro se |fragment )
Diodecanov-

3 hydroeovdodecenov-

3 hydroeovdodecanovk
Tetradecadie noyl-
Tetradecenoyl-
Tetradecanoyl- (myristovh)
3 hydroeortetradece noy |-

3 hydrosorte tradece noyl-
Hexadecenovl-
Hexadecanovk (palmitovh )
3 hydrosoy hexadecenoyl-=

3 hydrosyhexadecanoyl-

c2
A
C3

4
5l
Cs
C40OH
cs
C50H

c7

Cie-0H

Ca:d

Ca

CA3DC

102

Cloel

Cl10

C4-DC
Clo:l-oH
C5DCACI0-0OH

Cl12:1

L

Cl12:1-0H

Cl12-0OH

Cl4:2

Cl4:1

el Octadecadienoyl-
cHen Octadecenoyl-
Cl4+0OH

e Octadecanoyl- (stearyl-)
cl6 3-hydroxyoctadecadienoyl-
Clal-oH 3-hydroxyoctadecenoyl-
Cls-CH 3-hydroxyoctadecanoyl-

C18:2
Cl&:l
Cl8
Cl18:2-0H
Cl&:1-0H
C18-OH

45



3.3 Méthodes d’exploration des acylcarnitines

3.3.1 Aspects généraux

La détection de la carnitine et des acylcarnitiees la clé du diagnostic de nombreuses
anomalies du métabolisme. De méme, la détermina&snénantioméres de la carnitine est
primordiale en thérapeutique afin de préparer datements contenant de la L-carnitine et
non de la D-carnitine, potentiellement toxique pbarganisme (31). Un grand nombre de

techniques d'analyse des acylcarnitines nécessipeatraitement particulier de I'échantillon :

la dérivatisation des acylcarnitines.

3.3.2 Point sur la dérivatisation des acylcarngine

La dérivatisation consiste a ajouter un groupensemtla molécule d’intérét afin de lui
conférer des propriétés physico-chimiques facilitanr analyse par la technique choisie. Par
exemple, les acylcarnitines peuvent étre butylés (u butanol en milieu acide, le plus
fréequent) ou méthylés. Les groupements acides gglijoes des acylcarnitines les rendent
trop polaires pour une analyse directe dans cedaitechniques. Cette transformation
permettrait alors un gain de sensibilité analytigmebloquant les fonctions acides, ce qui
améliorerait l'ionisation des molécules et la symeétdes pics chromatographiques.
L'utilisation d’'un spectromeétre plus sensible (derrdére génération) doit pouvoir pallier a
I'absence de dérivatisation.

Les inconvénients de la dérivatisation sont :

- I’hydrolyse partielle des acylcarnitines durant peéparation (milieu acide et
température élevée) des échantillons, aboutissameasurestimation de la carnitine
libre (79). Il est d'ailleurs préconisé de procédeun dosage séparé de la carnitine
libre lorsque I'on utilise une technique nécessitardérivatisation des acylcarnitines
(82).

- le temps supplémentaire de traitement de I'écHantiavant analyse (15 min a 60

min).
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3.3.3 Historique des techniques

- dans les années 1950 : méthodes chimiques basedés feumation de complexes
colorés entre I'ammonium quaternaire de la carmaitiet les composants
chromogéniques (83)

- 1964 : utilisation par Marquis et Fritz d'une déime acétyltransférase en présence
d’acétyl-CoA dans une méthode enzymatique avectiétespectrophotométrique du
produit forme.

- vers 1972: développement d'une méthode radio-eatigoe qui permet la
détermination de la L-carnitine et des acylcaregimprés préparation appropriée des
échantillons (84).

- vers 1975 : chromatographie gazeuse (GC). Etamté&que la carnitine et ses esters
sont hautement polaires et non volatiles, une d#ésation est nécessaire avant toute
analyse par GC. La GC a été couplée a la MS darenieées 1990, par exemple pour
la détermination qualitative des acylcarnitinessli@s urines (85).

- vers 1984 : HPLC avec colonne en phase inverse@apdes détecteurs d’'UV ou de
fluorescence. La méthode a été développée afirodeonx déterminer la carnitine et
onze acylcarnitines (dérivatisations préalablegisation de plusieurs gradients...)
(74).

- vers 1995 : électrophorese capillaire (EC). La itiaen est un bon candidat a cette
technique car la séparation est basée sur la ¢épdei migration des molécules
chargées selon leur rapport charge / masse, damhamp électrique. En effet, la
carnitine est chargée positivement en conditiondeac(pKa=3.8). Les détecteurs et
les réactifs utilisés pour la dérivatisation sa@¥ mémes qu’'en HPLC. La détection
UV est meilleure aprés dérivatisation (87). Cetehhique, de haute résolution
séparative, peu consommatrice en solvants et ragékente aussi I'inconvénient de
devoir ajouter des solvants organiques dans lepdamhydro-électrolytgiues afin de
solubiliser les molécules les plus apolaires. La®pons sont alors plus sujets a
I'évaporation, obligeant a des renouvellementsuéts, a priori incompatibles avec
'automatisation de la technique (31).

- a partir des années 1990 : spectrométrie de mdSE Cette technique donne des
informations structurelles sur les molécules ays®al Elle peut étre utilisée seule ou

faire office de détecteur lorsqu’elle est coupléaur®e technique séparative. Les
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molécules polaires, thermo-labiles et non volatdesmme la carnitine et ses dérivés
sont adaptées a cette technique. Milligton et eégries ont été les précurseurs dans
I'analyse de ces molécules en spectrométrie dearassandem (FAB-MS/MS ; voir
le chapitre consacré a la MS) aprés dérivatisakais, I'ESI (electrospry ionization),
plus robuste et sensible, a remplacé la source FAB.

- années 2000 : HPLC-MS/MS, développement de métroubagtitatives.

3.3.4 Acylcarnitines: approches gualitatives, gilaiies, semi-quantitatives et ratios

L’approche qui consiste a apprécier des pics suprafil (normal, éleve, faible) est une
approche quantitative relative que I'on peut appi@mea une analyse qualitative (73).
L'utilisation d’étalons internes deutérés permeteapproche quantitative des acylcarnitines.
Cependant, le calcul des concentrations est baséhsyproportionnalité avec I'étalon interne
ajouté en quantité connue. Cette approche estigkle fdans le domaine des faibles valeurs
qui sont pourtant le domaine des valeurs physiglogg des acylcarnitines. La seconde
approche quantitative consiste a réaliser en ptesgamme d’étalonnage externe.

Chaque acylcarnitine a une valeur seuil définie dpit tenir compte de la population. Les
concentrations physiologiques et valeurs seuisiser dépendantes du poids de naissance, du
terme du nouveau-né et de I'age (88). Une grandeigion est nécesaire dans I'estimation
des valeurs faibles.

Le diagnostic des désordres métaboliques repose swisdes données basées sur un ratio
entre deux acylcarnitines. Par exemple, selon Ra&®, I'acidurie isovaléryl correspond a
un ratio isovalérylcarnitine (C5) / acétylcarnitin@C2)> 0.09 et Chace considére qu’un taux
d’octanoylcarnitine (C8) > 0.3 uM associé a unodi8 /C 2> 0.1 est trés en faveur d’'un
déficit en MCAD (90). Selon certaines équipes,ilfsdtion du ratio entre deux acylcarnitines
réduirait les risques de faux positifs, pouvang s a une augmentation des acylcarnitines a
courtes chaines (91). Ces études ont été réaksgezang total séché sur buvards. C’est la
matrice la plus utilisée actuellement dans le catlte divers programmes étatiques de
dépistage néonatal. En dehors de ce cadre de aigmistnviron 50% des analyses des
acylcarnitines sont réalisées sur buvards (par pleerau CHU de Lille) et 50% sur plasma
(CHU de Lyon, Angers...).
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3.3.5 Différences entre acylcarnitines réaliséspgpier buvard et sur plasma

La carnitine et ses esters peuvent étre retroua@s tbus les fluides biologiques. La matrice
la plus adaptée pour les patients symptomatiquesicsuest le plasma ou le sérum. De
nombreux laboratoires préférent utiliser les édllans secs de sang total sur papier buvard
car le transport et la conservation sont facili(8%) et cela évite certains écueils pré-
analytiques (délais d’acheminement, de centrifogati).

Peu d'études sont disponibles sur les différencastamt entre ces deux prélevements.
Récemment, une équipe a comparé des échantillopatmts connus sur ces deux matrices
(92). La technique comprenait une étape de budylati

- La carnitine libre plasmatique était de 36% siguge a la carnitine libre sur
buvards.

- Les patients ayant un déficit en CPT1 avaientawux de carnitine libre quatre fois
supérieur sur buvards que sur plasma.

- Les patients ayant un déficit en CPT2 avaientdagjueurs diagnostiques anormaux
sur plasma alors qu’ils pouvaient étre normauxoswsards.

- Les ratios utilisés pour le diagnostic des défien CPT1 (C0/(C16+C18)) et CPT2
((C16+C18:1)/C2) étaient bien anormaux sur plasnags certains patients déficitaires en
CPT2 avaient des résultats normaux sur buvard.

Ainsi, d’aprés ces résultats, un déficit en CPTltp® pas étre diagnostiqué sur plasma si
'on utilise uniqguement les marqueurs primaires snBitilisation des ratios rattrape le
diagnostic. Un déficit en CPT2 peut étre omisesil uniquement réalisé sur buvards.

D’apres le centre de référence des maladies hémeditdu métabolisme de Paris Necker, les
valeurs des C16 et C18 :1 sur sang séché diffdenvaleurs plasmatiques.

3.4 Interférences analytiques

3.4.1 Les toxiques

Certains médicaments peuvent interférer avec lagisge la carnitine libre (voir le chapitre
sur les déficits acquis en carnitine) et des acyltaes. Par exemple, I'amoxicilline

augmenterait artéfactuellement le C5, le céfotaxamgmenterait artéfactuellement le C14:1
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et le C16:1 OH (artéfacts), et I'acide valproiquegraenterait de maniére réelle C6, C8, C10
et C8DC (82).

3.4.2 L’hémolyse

Avec l'augmentation de I'hnémolyse, on observe ungnaentation des chaines courtes (C2,
C3, C4) et des chaines longues (C12, C14, C16,. Et8B)evanche, la lactescence ne semble
pas avoir d’'influence significative (73).

3.4.3 L'anticoagulant EDTA

L’EDTA est déconseillé en raison de I'exctinctidmraique qu’il induit sur les acylcarnitines
(73).

3.4.4 La cétose

Elle produit des molécules qui peuvent conduirees efreurs d’interprétation : €lévation de
I'acétylcarnitine, de la 3-hydroxybutyrylcarnitinet de certains acylcarnitines a chaines

moyennes ou longues saturés ou insaturés (82).

3.5 Valeurs physiologiques des acylcarnitines et die carnitine

Comme nous l'avons vu, de nombreuses techniqusgeeaxipour I'analyse des acylcarnitines
et chaque laboratoire devrait établir ses propedsws de référence biologigues en fonction
de sa technique. Par exemple, le type de spectriendét masse utilisée (source d’ionisation,
analyseur quadripolaire, a trappe d’ions ou milds, parametres de I'appareil, le mode de
scan...), l'utilisation ou non d’une technique pré#ade séparation, la dérivatisation ou non
des échantillons et le type de matrice oblige ae#la ses propres valeurs de référence.

Nous n’étudierons que les valeurs des acylcarsitinsimples » (CO a C18, objet de notre
travail), ce qui est largement incomplet pour umgestigation exhaustive des pathologies de

la 3-oxydation des acides gras.

Nous présentons, a type d’exemple, deux séries aleurs de référence plasmatiques

adultesdans letableau IV et les données de D. Rabier danddbleau V issues d'une
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méthode radio-enzymatique (population pédiatriquadailte). Letableau VI présente des
valeurs de référence pour différentes tranchesed’agbtenues en spectrométrie de masse sur

papier buvard (sang total).

Tableau 1V: Exemples de valeurs de référence biolagues adulte de la carnitine et

de acylcarnitines: 1) Intervalles de référence ou limites de décisinédicales d’apres
I'hépital Necker a Paris (APHP), ESI-MS/MS sansigarsation ; 2) Valeurs de référence
(a jeun et post prandial) de patients ne soufipastd’anomalies de I'oxydation des acides
gras, n=530 (ESI-MS/MS, apres butylation) pour énele Néerlando-Portuguaise (69),
NR= Non Renseigné. 3) Valeurs physiologiques dedcamitines plasmatiques chez
'adulte, n=25, agés de 16 a 93 ans, 10 homme$ &rimes, en FIA-MS/MS, d’apres
(73).

Analyte | Adultes étude 1) Adultes étude 2) en uM | Adultes étude 3)
en uM 5éme percentile-§5° percentile ggémmeepercgr?tri:::ntile-

CT 25-70 NR NR

Co 20-60 22.3 - 54.85 22.94 -59.12

C2 2-16 3.39-12.96 6.32 — 22.32

C3 <0.75 0.14-0.94 0.21-0.77

C4 <0.43 0.07 - 0.58 0.15-0.47

C5 <0.37 0.04 - 0.22 0.09 - 0.26

C6 <0.25 0.02-0.12 0.04-0.17

Cc8 <0.22 0.04 -0.22 0.09-0.25

C10 <0.34 0.04 -0.30 0.11-05

C12 <0.17 0.04 -0.14 0.04-0.11

Cl14 <0.10 NR 0.02 - 0.06

C16 <0.27 0.06 —0.24 0.06 —0.16

Cc18 <0.09 0.02-0.1 0.02 - 0.06
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Tableau V : Concentrations plasmatiques en fonctiorde I'age chez des individus

sains sans distinction de sexées valeurs sont exprimées en moyenne +/- un-ggaet

Les valeurs entre parentheses représentent lesuryvalextrémes. Méthode radio-

enzymatique, d'apres (93).

Age N | Carnitine totale | Carnitine libre | Acylcarnitines | Rapport

CT en uM CO en puM AC en uM AC/CO
1 jour 30| 36.4 +/-10.8 20.1 +/-6.7 16.3 +/-5.7 0.87 +/-0.33

(23.3-67.9) (11.5 - 36) (7 — 36.6) (0.37 -1.68)
2 -7144 | 25.2 +/-4.1 14.9 +/-3 10.3 +/-3.7 0.73 +/-0.31
jours (17.4 — 40.6) (10.1 - 21) (2.9 -23.8) (0.15-1.44)
8 — 28|/9 | 36.7+/-10.5 27.6 +/-9.7 9.2 +/-3.2 0.37 +/-0.16
jours (18.5 -58.7) (12.3-46.2) (4.1-14.5) (0.11 -0.65)
29 )—-1|16 | 47.6 +/-7.7 35.5 +/-6.5 12 +/-3.1 0.35 +/-0.1
an (38.1-68) (26.9 — 49) (7.4 -19) (0.23-0.5)
1 — 6|72 | 54.4+/-9.9 41.7 +/-7.9 12.8 +/-5.9 0.32 +/-0.16
ans (34.6 — 83.6) (25.3 -62.5) (4 —-28.3) (0.11-0.83)
6- 10|85 | 56.2 +/-11.4 41.1 +/-10 14.7 +/-6 0.38 +/-0.19
ans (27.8 — 82.9) (21.7 — 66.4) (3.1-32.1) (0.08 — 0.87)
10- 17|97 | 53.4 +/-9.5 39.4 +/-8.7 14 +/-5.1 0.38 +/-0.17
ans (33.7 -77) (21.3 - 64.5) (3.7-29.2) (0.09 - 0.88)
adultes | 41| 54 +/-12.6 39.1 +/- 8.6 14.9 +/-7 0.39 +/- 0.17

(33.8-77.5) (25.4 - 54.1) (5.4-30.1) (0.11-0.78)
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3.6 Place de |’ exploration des acylcar nitines en pathologie (81)

L’ analyse des acylcarnitines est réalisée dans le cadre de |la recherche d’anomalies de la 3
oxydation des acides gras et d’anomalies du métabolisme des acides organiques. Le résultat
de cette analyse peut, dans certains cas, apporter un diagnostic évident alors que dans d’ autres
cas, il est nécessaire de préciser le diagnostic a l’aide d’investigations complémentaires. Ces
pathologies touchant les acylcarnitines ont en commun une accumulation des espéces C2 a
C18, substrats d'une ou plusieurs acyl-CoA transférases exprimées dans différents

compartiments intracellulaires. Les acylcarnitines sont explorés dans | es situations suivantes :

1) évauation des patients symptomatiques, si possible dés les « pré-symptomes »

2) évauation de lafratrie de patients atteints

3) dépistage des nouveaux-nés (fonction des pays), investigation du nouveau-né lors de
certaines pathologies rencontrées au cours de la grossesse (HELLP Syndrome,
stéatose hépatique gravidique...)

4) évauation post-mortem.

La grande magjorité des laboratoires utilise la MS/MS. Parfois, certains laboratoires ont des
techniques faisant appel alaGC/MS, al’HPLC ou al’ électrophorése capillaire.

Comme toute analyse de désordres métaboliques complexes, |'étude des acylcarnitines
requiert a la fois de grandes compétences analytiques et une interprétation poussee des
résultats, basée sur des informations cliniques et paracliniques. Une collaboration étroite avec

les cliniciens est primordiale.

Rapport- gratuit.com @
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Chapitre 4 Carnitine, acylcarnitines et erreurs

iInnées du metabolisme

4.1 Le contexte

L’incidence confondue des désordres métaboliquésdesl/5000 a 1/10 000 naissances
vivantes (2). Pour comparaison, les incidencesattaioes erreurs innées du métabolisme
figurent dans I&ableau VI. Il s’agit de données nord américaines.

Depuis la découverte du premier déficit en 1978sda voie de la R oxydation des acides
gras (Di Mauro, déficit en CPT2) puis du déficit MCAD en 1980, une vingtaine de déficits
est actuellement décrite, affectant directemenhduwectement cette voie métabolique. Parmi
cette vingtaine d’anomalies enzymatiques connugisizq genes ont été identifiés (77). Les
symptémes inauguraux peuvent se présenter a n'tmgael age, depuis la naissance jusqu’a
I'age adulte. lls correspondent a des épisodesédendpensation métabolique survenant en
période de jelne ou lors d’affections intercurrergepouvant engager le pronostic vital. Les
manifestations les plus typiques sont I'hypoglyeimypocétosique, les désordres hépatiques,
les myopathies, cardiomyopathie et morts subites.

Les acidémies organiques sont un groupe plus lg&geod’erreurs innées du métabolisme.
Elles se présentent typiquement sous la forme tilogies aigués menacant le pronostic
vital : hypo/hypertonie, retard de croissance, rcetdu développement. Les manifestations
aigués habituellement retrouvées sont les suivantesiissements, Iéthargie, coma et crises
comitiales.

En présence de ces points d’appel, le diagnostics@svent fait au laboratoire grace a
'analyse des acylcarnitines. Une investigation ptate comprend en général aussi une
analyse des acides aminés plasmatiques, des amndEms urinaires et de la carnitine
plasmatique libre et totale. En fonction des r@ds|jtdes investigations complémentaires
peuvent étre nécessaires.

Chaque erreur innée du métabolisme détectableneaanialyse des acylcarnitines est de type
autosomique récessive a I'exception du déficit ené2hyl-3-hydroxybutyryl-CoA, qui est lié
al'Xx (94).

Le tableau VII reprend les différentes pathologies diagnostiqgé&se aux acylcarnitines.

54



Tableau VI: Incidence des erreurs innées du métabisime des acides aminés, des acides

gras et des acides organigues aux Etats-Unidapres (95).

Condition {inborm errors of amino add, fatty acid. us
Groap and organic acd metabolism) incidemo=
AnT Argininosuccinic acide mia =1:100 000
Al Citrullinemia =1:100000
AL Homocystinuria (CES deficiency) =1:100000
AA mMsUD =Z1:100 000
AR PEL =1:25000
AA Tymsinemia type | =Z1:100 000
AR Argininemia <1100 000
Al Benign hypephenylalaninemia =1:100 000
AA Citrullinemia type 11 =1:100 000
Al Cefects of biopterin cofactor biosynthesis =1:100 000
Al Disomers of biopterin cofactor regeneration =1:100000
Al Hy permet hionine mia =1:100 000
AR Tymsinemia type I <1100 000
A4 Tymsinemia type | <1100 000
AA Monketotic hyperg e inemia =1:100 000
Al Pyruvate carboxylase deficiency =1:100 000
FAD Carnitine uptake defect =1:100000
FAD Long-chain 3-0H acyl-Cof dehydmgenase deficiency =1:75000
FAD Medium-chain acyl-CoA dehydmogenase deficiency =1:25000
FAD Trifunctional protein deficiency =1:100 000
FAD Very kng-chain acyl- CoA dehydrogenase deficiency =1:75000
FAD Dienoyl eductase deficiency =1:100 000
FAD Carnitine palmitoyktransfe mse la deficiency (liver) =1:100 000
FAD Carnitine palmitoyHtransfemse 11 deficiency =1:100 000
FAD Glutaric acidemia type |1 =1:100000
FAD Medium-fshort-chain 3-0H acyl- Cof delydrogenase deficiency =1:100000
FAD Medium-chain ketoacyl-CoA dehydmgenase deficiency =1:100 000
FAD Short-chain acyl-Cos delydmgenase deficiency =175 000
FAD Carnitinefacykcamitine tramnsboase deficiency =1:100 000
04 FMethyl crotonyh Cos carboxylase deficiency =1:75000
oA FHydmoxy Fmethyl glutaric aciduria =1:100000
04 Beta-ketothiolase deficiency =1:100 000
A Glutaric acidemia type | =1:75000
04 kovaleric acidemia =1:100000
A Methylmalonic acidemia (A4, EB) =1:100 000
04 Methylmalonic acidemia (mutase) =1:75000
A Multiple carboxylase deficiency =1:100 000
04 Propionic acidemia =1:75000
04 ZMethyl 3- hydmoxy butyric aciduria =1:100000
04 ZMethyl butyryl-Coa delypdogenase deficiency =1:100 000
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0A FMethyl glutaconic aciduria =1:100 000
DA Eobutyryl-CoA dehydmgenase deficiency =1:100000
OA Malonic aciduria =1:100 000
OA Methylmalonic acidemia (Chl €D} =21:100000
OA Ethylmalanic encephalpathy =1:100000

AA= anomalie du catabolisme des acides aminés etlede transport, OA= acidurie
organique, FAO= anomalie de I'oxydation des AG. iHi@rles aminoacidopathies, 'anomalie
la plus fréquents est le déficit en MCAD. Cettehpétgie a été rajoutée au programme du
dépistage néonatal en 2011 par I'HAS (13).

Tableau VII: Nomenclature des pathologies métaboliges (1ére colonne) nécessitant une

exploration _des acylcarnitines d’apres (96). La seconde colonne correspond de de I

American College of Medical Genetics (ACMG) de lathwlogie. La troisieme colonne
mentionne le marqueur primaire de chaque pathaldgi®: Online Mendelian Inheritance
in Man (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?dbontains link to Swiss-Prot entries);
EC: Enzyme Commission, nomenclature des enzymesv(alvem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme

/). Certaines de ces pathologies seront détaitiédessous.
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Matabalic disandars
Crganic acid disadears
Propionic acidemia ¢MIM 6060 54) {propionyH oA carboivb = deficiency
[ECe413]
Mathylmalonic acidemia (MM 231000 jmethylmalkomCob mutas
deficiency [FC 54.99.7))
Methylmalonic acidemia (Chl &, Mg 251100;ColE halbd 251 110
EC34.002)
Methylmalonic acidemia (Chl C, MIM 277400, CBI D, I 277410,
EC 534 002
Malonic acidemia (WM 248 350) (maknyk Cod decarbonylase deficiency
[EC41.00])
[sabutyrelghecinuria (MM 60477 3) {isabuteryHCoA dehydogena s
deficiency [EC1.1.1.157])
[sovaleric acidamia (MIM 243500 (iszvalervl-Cod dehydrogenase
deficiency [EC 1.3.00.10])
2t vl butyndlg e inuri (I B00301 ) | 2-mat ielbu tyry-Cod,
datyd ioger e deficiency [BC 1.29912])
Mt e rotanyl-Cod carbobse deficiency | (MIM 210200, BIRG 210210,
ECodl4
FMethyiglutaconic acidura (M 2309505 (3-methvigluaconyk Cod
hydratase deficiency [EC 4.2.18])
FHydmosy- Fmetvalutarnic aciduria (MIM 200438) (3 vd owy- 3-
methwiglutarekCod vasdeficiency [EC 4.1 324])
Holocarbomylse synithetase deficiency (MIM 2532700 (multiple
carboxylasadefic iency [ECE.3411])
2het vl 3 hed iomy butyric aciduria (MM 2004 38) (2 methek 3
hyd ey butyryHCod dehydogenasadeficiency [BC 1111 78]
- Kateit ok a2 deficianey (MIM 203790 {mitac hond rial acetoacatyCod
thinbsa deficiency [BC 2,318, EC 231 0]
Galutarc acidemi tvpe (MM 2316700 [glutanCob detwdngerase
deficiency [FC 1.3997])
Fatty acid axidation disarders
Carnitine uptake defecttamitine tansport defact (MIM 21 2140; Swiss
Prat entries: O7E082 and Q9 HIT 5)
Short-chain acyl-Cod dehydrogenasedeficiency (Ml 201470 BC1.390.2)
Mediumyshart-chain 1-3 doxyacyl-Cod dehydrogenasedeficiency
(MIMSONE00 EC 101 .35
Glutaric acidemiz typea | (MM 231680 (multipk acyH oA defvdogenase
deficiency [FC1.551])
Medium-chain ketoacyFCod thiob s deficiency (MIMA02180 EC 231.16)
Mediume-chain acvHCad dahyid rmgana s daficiancy (WM 07008, EC
1.200.3)
24-Dlienoyl-Col reductase daficiency (hMllkd 222745 EC1.3.1.3)
Yery ang-:fain acy oot dehydmoema s deficiency (WM 201473, EC

1.399,13
Carnitina FG;I|I'I'|i‘D:I}'|IIEII'ISfEEEE [ deficiency (MIM 2531 20 BC 231 .21}
Carnitine palmitoyitransforase |l deficiency (MIM 255110, EC 2.31.21)
Carnitine acylcamiting translocasadeficiency (MIM 21 21 38; Swiss-Prot
entry: 04 3772}
Long-chain 1->hydroxyvacyHCo A dehydrogenase deficiency (Miki 00016,
ECTIIAT;
Trifunctioral protein deficiency (MIMB0W315 EC 111210

FROIP
MLTa
ChlAE
ChiC,F
MAL
IBG?
ks

]t et
Acc?
MG
MG
MCDP
M 3HBA?
BKT

Al

Cup

SCare
M/SCHADP

QAR

MCATH
MCA v

CERECF
YLCAD

CFT 12
CFT IR
CACT?
LCHALH

TFP

3

£3

£3

3

C3oC

4

s

s

C50H
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C50H
C30OHand/farC3
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CO (frea carnitine)

C4
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C4-C1 8 saturated and
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cio:2
Cl141
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4.2 Les anomalies de transport de la carnitine etudcycle de la carnitine
(97)

La carnitine joue un réle essentiel dans le trahsfes acides gras a longues chaines vers la
matrice mitochondriale. Ce transfert nécessite aabreuses enzymes et transporteurs pour
accumuler la carnitine dans la cellule (OCTNZ2, sporteur de la carnitine), la conjuguer avec
un acide gras a longue chaine (CACT), et conjubtpseacides gras avec le CoA afin de subir

la 3 oxydation intra mitochondriale (CPT2).

4.2.1 Les anomalies de transport de la carnitine

4.2.1.1 Le déficit primaire en carnitine (PCD) gstemic carnitine deficiency (SCD)

Le déficit primaire en carnitine est une affectemrtosomique récessive rare causée par une
anomalie fonctionnelle de TOCTN2, transporteudaearnitine. Cette anomalie est codée par
le gene SLC22A5, localisé en 5g931.1 (phenotype Milvinber : 212140 ; OMIMOnline
Mendedlian Inheritance in Man™). L'incidence en Europe serait identique a celie
Japon :1/40 000 nouveaux-nés (98).

La perte de ce transporteur situé dans la memlplasenique entraine une fuite urinaire de
carnitine, une hypocarnitinémie et une baisse dol de carnitine tissulaire. Les individus
hétérozygotes ont une hypocarnitinémie modéréeligesge par une fuite urinaire plus
modeste en carnitine (99).

La présentation clinique correspond a un tableaudalmoéique (atteinte neurologique :
hypoglycémie hypocétosique avec encéphalopathiatigge) ou a un tableau de défaillance
myocardiqgue associé a une myopathie musculairdettigee. La présentation métabolique
est plus fréquente avant deux ans. L'administragian voie intra veineuse de glucose doit
étre rapide afin de prévenir le coma et le décdsezCes patients plus agés, c'est la
présentation cardiaque qui prédomine. La cardioratoe peut étre associée a une hypotonie
(atteinte musculaire squelettique) et la composarétabolique est plus discrete par rapport
aux symptdémes cardiaques.

Le diagnostic biologique repose sur la mise eneiagd de taux de carnitine libre et totale tres
bas (carnitine libre de 0 a 5uM pour une normal@®et 50uM) avec une excrétion urinaire
sélective de carnitine. Il faut différencier leseattes rénales ou d’autres composants sont
éliminés dans les urines du PDC. Les autres. didigsodifférentiels doivent aussi étre

éliminés : acidémies organiques, anomalies dedaylation ou du cycle-de la carnitine. Le
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diagnostic est confirmé par une exploration inovitte la captation de la carnitine par les
lymphocytes ou les fibroblastes du patient, cettapture étant réduite (100).

Une recherche parmi les 49 mutations actuellemispibdibles du gene SLC22A5 peut étre
proposeée (97).

Le traitement de fond repose sur la supplémentaiooarnitine, initiée de préférence avant
une crise majeure. La dose doit étre adaptée auptaematique car la carnitine a haute dose
provoque diarrhées et inconfort digestif. Le prditosst favorable si le traitement est suivi a

vie, évitant la survenue d’épisodes de décompemrsati

4.2.1.2 Le MCD (Muscular Carnitine Deficiency)

Le PCD peut aussi étre limité au muscle squelettiqili s’agit du MCD, phenotype MIM
number : 212160.

4.2.2 Les anomalies du cycle de la carnitine

4.2.2.1 Le déficit en Carnitine Palmitoyl Transt@ade type 1 (CPT1; phenotype MIM
number : 255120) (97)(73)(101)

Il s’agit de I'isoforme retrouvé dans le foie, lesns, les lymphocytes et les fibroblastes : la
CPT 1A.

Fréquence : Une trentaine de cas a été répertorié.

Clinique : période néonatale ou petite enfance¢gmalopathie hépatique (type syndrome de
Reye), malaises hypoglycémiques

Biologie : parfois hyperammoniémie, parfois acidas#ulaire, carnitine libre presque
toujours élevée, diminution des acylcarnitines aglees chaines avec augmention des

acylcarnitines a courtes chaines dans le plasma.

4.2.2.2 Le déficit en Carnitine Palmitoyl Transtwade type 2 (CPT2; phenotype MIM
number : 600650(73)(101)

Il n’existe qu’un isoforme.

Fréquence : anomalie parmi les plus communes @®AG avec plus de 300 cas publiés.

Trois formes cliniques existent:
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*forme adulte (la plus fréquente) : forme modérémgipalement musculaire (myalgies,
faiblesses musculaires...) déclenchée par I'exergicelongé, le jelne, le stress...
pourvoyeuses de rhabdomyolyses, avec des périsgiggptomatiques entre les crises.
*forme infantile : début entre 6 mois et 2 ans,nier intermédiaire, atteinte hépatique,
hépatomégalie transitoire, hypoglycémie hypocétasicausée par un jeline ou une infection,
voire atteinte cardiaque (cardiomyopathie, troubiesythme).

*forme néonatale: la plus sévére, souvent létalgpoglycémie hypocétosique,
hépatomégalie, troubles respiratoires, cardiomégaliec troubles du rythme et de la
conduction.

Biologie: acidose métabolique et hyperammoniémigsdas formes infantiles et néonatales ;
augmentation de la CK et des transaminases chdaltta; de maniere quasi constante :

baisse de la carnitine libre et totale, augmemadies acylcarnitines a longues chaines

4.2.2.3 Le déficit en Carnitine Acylcarnitine Triotase (CACT ; phenotype MIM number :
613698) (73)(97)

La CACT est nécessaire au transport des AG de @Ma

Fréquence : rare mais découverte de quelgques éae @ux programmes de dépistage de
certains pays.

Clinique : période néonatale, épisodes d’hypoglyeémardiomyopathie, arythmie, apnées ;
séquelles neurologiques fréquentes et déces lesplugent ; rares formes tardives.

Biologie : hyperammoniémie, hypoglycémie hypocé&osi CK et transaminases élévées,
carnitine libre basse et élévation des acylcamstid chaines longues. Une mesure de
I'activité enzymatique de la CACT est nécessairerpa différencier du déficit néonatal en
CPTII.

4.3 Les anomalies du cycle de la RBOAG (a l'intérieude la mitochondrie)

4.3.1 Le déficit en Very Long Chain Acyl-CoA Dehgdenase (VLCAD :; phenotype MIM
number : 609575) (66)(102)

Ce déficit fait partie du programme de dépistagenaéal dans certains pays. Plus d'une
centaine de cas ont été rapportés.
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Clinique : trois phénotypes majeurs

*forme néonatale : sévere, précoce, cardiomyopsthiertalité trés élevée.

*forme infantile : intermédiaire, hypoglycémies loggtosiques, rares cardiomyopathies,
mortalité plus faible.

*forme adulte : rhabdomyolyses et myoglobinurie.

Biologie : élévation des acylcarnitines a longuésices avec prédominance du C14:1

(tétradécénoylcarnitine).

4.3.2 Le déficit en Medium chain Acy-CoA Dehydrogesa (MCAD : phenotype MIM
number : 607008) (66)(13)

C'est le déficit de la BOAG le plus fréquent. S@wvatence dans les pays européens est
estimée entre 1/10 000 et 1/26 000. Il n’y a passtithation précise de son incidence en
France. Sa caractérisation date du déebut des ahf86sLa HAS recommande son dépistage
en France depuis la publication de son rapportuem 2011. Le dépistage est déja en place
dans de nombreux pays européens, au Canada, ealisystux Etats-Unis...

Clinique : essentiellement hépatique et trés pratthdéficit en CPTIA, premiers symptomes
lors d’'un épisode de jeline prolongé souvent endigst une infection virale survenant entre
le premier jour de vie et environ 6 ans, la premignise est fatale dans plus de 20% des cas,
hypoglycémie hypocétosique, nausées, hépatomégaligphalopathie, |1éthargie voire arrét
cardio-respiratoire. Des cas chez I'adolesceriadulte ont étés retrouves.

Biologie : acidose métabolique, hyperammoniémigndaminases €élevées concomitantes de
la crise ; augmentation dans les urines de certghglycines (habituellement métabolites
mineurs de I'oxydation des acides gras): subegwige, phénylpropionyglycine et
hexanoylglycine ; taux de carnitine libre et totabrmal ou bas, augmentation des

acylcarnitines a chaines moyennes.

4.3.3 Le déficit en Short Chain Acyl-CoA Dehydrogea (SCAD: phenotype MIM number :
606885) (103)

Clinique : premiers symptdmes avant I'age de 5 astmrd de développement, hypotonie,

épilepsie, troubles du comportement, hypoglycénaie général, amélioration spontanée des
symptémes voire disparition au cours du suivi nmetian cause l'existence méme de la

pathologie ou son caractere multifactoriel.
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Biologie : augmentation du C4 (butyrylcarnitinepgiatique, élévation d’acides organiques

urinaires : acide éthylmalonique, acide méthylsuigcie voire de butyrylglycine.

4.3.4 Le déficit en Long Chain 3 Hydroxyacyl-CoA Wydrogenase (LCHAD)/ protéine
trifonctionnelle (TFP) (104) (105) (66)

La protéine trifonctionnelle (TFP) est un complexeymatique présentant plusieurs sous-
unitésa et plusieurs sous-unités 3. Elle est dotée de adiivités enzymatiques agissant sur
les chaines longues : I'énoyl CoA hydratase et LOHAIr la sous-unité, LKAT sur la sous-
unité 3.

Il existe deux déficits affectant ce complexe : dgficit isolé en LCHAD et un déficit
touchant les trois activités enzymatiques (TFP)dé&fcit isolé en LCHAD est de loin le plus
fréquent.

Clinique du déficit en LCHAD :

*forme sévere : symptdomes apparaissant dans lesigne mois de la vie, encéphalopathie,
hypoglycémie hypocétosique, décés quasi constant.

*forme moins sévere: hypoglycémie hypocétosiquepmigsements, hypotonie,
hépatomégalie, signes de toxicité des métabolitesunaulés : rétinite pigmentaire,
neuropathie périphérique.

*cas des femmes enceintes porteuses d’'un enfaititdiégé en LCHAD : prévalence accrue
de HELLP syndrome (Hemolytic anemia, Elevated Ligezymes and Low Platelet Count),
de SHAG (Stéatose Hépatique Aigue Gravidique) demvaia pronostic pour la mere et
I'enfant.

Pour le déficit en TFP, la clinique est la méme analus sévere que pour le déficit en
LCHAD. Les anomalies biologiques sont identiques.

Biologie : élévation de la CK, des transaminases 8-hydroxyacylcarnitines (C14 :OH,
C16 :OH, C18:0OH) plasmatiques, €lévation des aci8drydroxycarboxyliques dans les

urines.
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4.3.5 Une forme mixte entre anomalie de la BOAGuaimalie du catabolisme d’acides

aminés ramifiés : I'acidurie glutarigue de type RGQ) / déficit multiple en acyl-CoA
dehydrogénase (MADD) (104)(73)

Ce déficit correspond a une baisse ou un abseactuité de protéines assurant le transport
des électrons a la chaine mitochondriale (electransfer flavoprotein, electron transfer
protein coenzyme Q oxydoreductase), ce qui entraiimedysfonctionnement de l'activité
enzymatique de plusieurs acyl-CoA déshydrogénake# (a VLCAD, la LCAD, la MCAD

et la SCAD) et de d’enzymes intervenant dans leabmtisme de certains acides aminés
ramifiés, de la lysine, de l'acide 2-hydroxyglutaré et de la sarcosine.

Cliniques : trois phénotypes

*phénotype néonatal avec anomalies congénitaleimatturité, hypoglycémie hypocétosique,
acidose métabolique sévéere, dysplasie rénale, dpéneofaciale ; décés dans la premiére
semaine de vie.

*phénotype néonatal sans anomalies congénitalegegrasurvie au-dela de la premiere
semaine de vie mais déces fréquent au cours d’@oentpensation métabolique grave ou
d’'une cardiomyopathie.

*phénotype d’apparition tardive : présentation F#géne, possibles épisodes de
vomissements avec acidose meétabolique et hypoglgc&a premiers mois de la vie, ou
pseudo syndrome de Reye (vomissements, déshydratatncéphalopathie apyrétique,
hépatomégalie) et myopathie proximale a I'age adult

Biologie : augmentation de la glutarylcarnitine {(DE&), de tous les acylcarnitines
plasmatiques (chaines courtes moyenne et longs&ses et insaturés ; excrétion urinaire

massive d’acide glutarique, des acides dicarbougboet des nombreuses glycines.

Lafigure 15 reprend les différentes pathologies citées dankdeitre.
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Fiqure 15: Schéma récapitulatif des anomalies dedkydation des AGavec le statut de la

carnitine et des acylcarnitines plasmatiques, @s106)

4.4 Les aciduries organiques ou acidémies organigaidO (107)

4.4.1 Généralités

Ce sont des erreurs innées affectant le métabolikneuelette carboné des acides aminés.
La transmission est autosomique récessive et ooldsse en deux catégories : les aciduries

organiques classiques et les aciduries organicgrébrales.
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Les acides aminés sont dégradés sous forme d’aramenid’acides organiques. En cas
d’anomalie, des acides organiques vont s'accuntiiigire 16). On retrouve aussi des taux
effondrés de carnitine libre car elle se compodamme un épurateur des composeés toxiques

accumulés. Ces toxiques sont éliminés dans lessusous forme d’acylcarnitines.

Isoleucine Valine Leucine Lysine Tyrptophane

\‘ I/ Acide isovalérique \I I/

Acide propionigue Acidémie Acide glutarique

Acidémie ou acidurie
acidurie isovalérigue pr—
propionique Acidurie
glutarique

Acide méthylmalonique

Acidémie ou AE
N

acidurie
méthylmalonique

Sous-produits inoffensifs

Figure 16: Schéma de 'origine de quatre aciduriesrganigues d’apres (108)

4.4.2 Les aciduries organigues classiques

Les trois plus importantes AO sont : I'acidurie gomique, méthylmalonique et isovalérique.
Ces pathologies impliquent le métabolisme des acaiginés ramifiés: leucine, isoleucine,
valine. Il existe d’autres déficits enzymatiquedéficit en 3-cétothiolase et en 3-hydroxy-
3méthylglutaryl-CoA-lyase (HMG-CoA-lyase).

Clinique : trois formes

*forme néonatale : intervalle libre, encéphalopatimétabolique, |éthargie, difficultés
alimentaires, déshydratation, hypotonie axiale akigpertonie segmentaire, myoclonies,
troubles neurovégétatifs voire cedéme cérébral, cdéfaillance multiviscérale.

*forme intermittente : elle peut apparaitre jusqliége adulte avec comas acido-cétosiques

récurrents, léthargie, ataxie, signes neurologifoesux, obnubilation voire coma.
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*forme chronique progressive : retard de croissamognissements chroniques, anorexie,
ostéoporose, hypotonie, retard psychomoteur, iivigst répétition.
Biologie : acidocétose, élévation des lactatesehgqpmoniémie (par un défaut de synthése
de [l'urée), lanalyse des acylcarnitines urinaired plasmatiques retrouvent une
augmentation :
- du C5 (isovalérylcarnitine) pour I'acidurie isoviglée
- du C3 (propionylcarnitine) pour I'acidurie propiguie
- du C3 (propionylcarnitine) et du C4-DC pour I'aciduméthylmalonique
- du C5:1 (tiglylcarnitine) et C5-OH (2-méthyl-3-hpatybutyrylcarnitine) pour le
déficit en 3-cétothiolase
- du C5-OH (3-hydroxyisovalerylcarnitine) et du C6-D@éthylglutarylcarnitine) pour
le déficit en HMG-CoA-lyase.

4.4.3 Les aciduries organiques cérébrales (109)

Ces pathologies ont la particularité d’entraines signes évocateurs d’encéphalopathie sans
anomalie du bilan biologique de base.

L’acidurie glutarique de type 1 fait partie de paghologies. Le déficit enzymatique concerne
la glutaryl-CoA déshydrogénase, impliquée dans dé¢alyolisme du tryptophane, de la lysine
et de I'hydroxy-lysine.

Clinique : développement d’'une atteinte neurologiguntre 3 mois et 3 ans avec épisode
d’encéphalopathie souvent provoquée par une iniecgéquelles : dystonie et dyskynésies
séveres par atteinte du striatum (atteinte deilaextra-pyramidale).

Biologie: accumulation d’acides organiques (acitigagique et acide 3-hydroxyglutarique)

dans les urines ; présence de glutarylcarnitine@C% dans le plasma.

4.5 Principes de traitement et de suivi des anomak de la BOAG et des

aciduries organiques

4.5.1 Traitement et suivi des anomalies de la RQAG

Le premier axe de traitement, apres le traitemamgednce d’'une crise, est I'éviction stricte

des situations de catabolisme dues au jelne oaudres situations telles que les infections.
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En cas d’anomalie touchant les acides gras a lenghaines, il est possible d’optimiser les
apports alimentaires grace a un régime approggriction en graisses, supplémentation en
triglycérides a chaines moyennes, en acides gempials, apport important en hydrates de
carbone, supplémentation en L-carnitine ou ribaflaxdans certains cas.

Si la supplémentation en L-carnitine est univeesaiklle des acides gras a longues chaines
est controversée en raison des cas rapportéstd’eftiesirables (arythmies ...).

Le suivi des patients traités repose sur une étratu@linique réguliere, une analyse des

acylcarnitines et un dosage des acides gras lipsnpris les acides gras essentiels.

4.5.2 Traitement et suivi des aciduries organid6g3)

Une décompensation aigue est traitée par I'apporedjuantité importante de glucose afin de
stopper le catabolisme des acides aminés. Avecaierment de l'acidose, une épuration
extra-rénale peut étre nécessaire, I'apport progéast arrété provisoirement et de la carnitine
est administrée pour favoriser le métabolisme rhibodrial et améliorer I'épuration des
molécules toxiques.

Apres l'éviction totale et la plus précoce possible toxique, il faut se contraindre a un
schéma alimentaire strict, le risque de séquebkesalogiques étant présent a chaque crise. Le
traitement dépend de la maladie causale et le ptandépend aussi de la pathologie, et de la
séverité des crises. Les acides aminés « pathogédewsent étre évités alors qu’il faut
supplémenter les patients en acides aminés danétabolisme est normal. Par exemple, en
cas d'acidémie isovalérique, le but du traitemefdntietien est une absence d’acide
isovalérique dans les urines, grace a un réginsehypoprotéiné qui est ensuite adapté a la
croissance de I'enfant. Les enfants atteints sopplémentés en L-carnitine ou en L-glycine.
Le développement intellectuel dépend de la prééadit diagnostic et de la compliance au
traitement a long terme. Parmi les acidémies ogyees, I'acidémie isovalérique a le meilleur

pronostic.
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Chapitre 5 Stratégie diagnostique des anomalies
de la (3 oxydation des acides gras et de certaines
anomalies du métabolisme des acides

organiques

5.1 Orientation générale devant une suspicion de r@lie métabolique

Devant un coma, une hypotonie, une cardiopathie €t.gpres avoir éliminer les causes les
plus fréquentes de ces symptdbmes, une rechercheralgrde pathologie métabolique est
envisagée : anomalie du métabolisme des acides éamides acides organiques, de
I'oxydation des acides gras...

Le Tableau VIII permet d’orienter la réflexion clinico-biologiquers un type d’anomalie du
métabolisme en fonction de la présence ou de ladesal’'un intervalle libre avant les

symptomes et des résultats du bilan biochimiquieade : pH artériel, cétose, ammoniémie...

oui AouN © AAA N N

oui AN b4+ AR Nou?dd AouNoud

oui N +4 Nou#d Nou? N

Non NouM Q a++ N A a2 NN
AAA

Non N © Nou? N R

Tableau VIl : Orientation étiologiques vers les dfférentes voies métaboligues devant un

patient suspect de pathologie métaboligue en phaagued’apres (110)
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5.2 Orientation devant une suspicion d’anomalie dda 3 oxydation des

acides gras ou de certaines aciduries organiques

5.2.1 Généralités

Devant une suspicion d’anomalie de la 3 oxydaties acides gras ou d’anomalie du
métabolisme des acides organiques, il doit étlisééa
1) les analyses biochimiques suivantes: corps caiesiq(acétylacéetate, R-D-
hydoxybutyrate, acétone) et lactate

2) une chromatographie des acides organiques urirgtitgse analyse des acylcarnitines.

5.2.2 Explorations spécialisées

5.2.2.1 Matrices utilisées

Comme nous I'avons vu, le plasma, le sérum etrg $atal sont des matrices utilisées pour
I'analyse des acylcarnitines. Les urines permetlerdétecter certaines acidémies organiques:
acidémie glutarigue de type |, déficit en biotiridaet déficit en isobutyryl-CoA
déshydrogénase. De nombreux autres tissus peutrenttélisés : fibroblastes en cultures,
lymphocytes, amniocytes, muscle et foie (81). Ldé&typost-mortem peut étre réalisée sur
papier buvard (111) ou prélevement de bile (112)liquide amniotique peut étre utilisé dans

certains cas dans le cadre d’'un diagnostic pré(tia).

5.2.2.2 Analyse des acylcarnitines et de la camitbtale et libre sur plasma ou sang total

Leur analyse en MS, sur papier buvard ou plasmayresutil diagnostic puissant pour les
anomalies de la 3 oxydation. En effet, la pluparcds anomalies sont caractérisées par une

augmentation d’'un ou plusieurs acylcarnitines dgfin

La carnitine libre doit étre dosée pour deux rasson
1- C’est le seul marqueur du déficit en transporteutadcarnitine CPT IA. Dans ce cas,
la carnitine libre est effondrée, sans augmentatemacylcarnitines (77).
2- La carnitine a un role d’épurateur des acyl-CoAerces. Une anomalie métabolique
peut étre masquée par le role de la carnitine gpore ce métabolite en exceés : le
systéme est compensé. Cette hypocarnitinémie ko# faire suggérer une anomalie.
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Dans la situation « compensée », la carnitine fishdrée avec augmentation d’'un ou

plusieurs acylcarnitines, signant 'anomalie.

5.2.2.3 Analyse des acides organiques urinaires

Elle permet le diagnostic de certaines aciduriegamigues (acidurie méthylmalonique,
propionique et isovalérique) grace a des profilgiqyes (107). Dans les anomalies de la
ROAG, on peut retrouver des acides dicarboxyligeedes acylglycines dans certaines
pathologies (77).

Il est important de réaliser ces différentes exilons qui sont des approches
complémentaires. De plus, le dossier clinique dtiept doit étre bien connu et les

explorations répétées (per et intercritiques). ©gslorations sont utiles pour le suivi des
patients sous traitement. En cas de suspicion dateomalie ou si les explorations n’ont pas
permis de faire un diagnostic poutant tres forteénsaspecté cliniquement, des investigations

de confirmation sont nécessaires.

5.2.3 Explorations complémentaires

5.2.3.1 Exploration de la béta-oxydation in vitv@')

Le principe est de rechercher un maximum de pagedo(ROAG et certaines aciduries
organiques) grace a un profil quantitaif des acylit@mes in vitro. On utilise des
mitochondries isolées, des fibroblastes ou desileslisanguines périphériques. Les cellules
sont incubées avec des précurseurs, des AG a lpmtpaénes et de la carnitine en exces. De
nombreuses techniques existent (radio-HPLC, MS/MS/MS). Elles mettent en évidence
I'accumulation d’acylcarnitines en relation avedlec métabolique en cause. Dans tous les
cas, il sera est nécessaire de confirmer I'anomphde une analyse enzymatique ou

mutationnelle.

5.2.3.2 Etudes enzymatiques spécifiques (77)

La mesure de l'activité enzymatique est tres corgpla cause d’'un chevauchement des

substrats en rapport avec les longueurs des chagioas les différentes enzymes. Elle est
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réalisée sur des fibroblastes, des biopsies tissslau des lymphocytes. C’est une analyse

qui requiert une trés grande expertise.

5.2.3.3 Biologie moléculaire (77)

De nombreux génes de la BOAG ont étés déetermimégucrend I'analyse mutationnelle
possible si les autres investigations n’ont pas oétécluantes. Cependant, en raison des
nombreuses mutations privées, des polymorphismebadt degré d’hétérogénéité allélique,
cette analyse reste imparfaite. Elle a en revangi® place importante pour les études
familiales ou les diagnostics prénataux lorsquadation familiale est connue. Il y a tout de
méme des mutations prévalentes connues pour lasitgléén MCAD (1p31.Fhysical
location : 76.190.042 - 76.229.353), LCHAD (2p23Rhysical location : 26.413.504 -
26.467.594) et CPT Il (1p32khysical location : 53.662.100 - 53.679.867).

5.2.4 Exemple de stratégie diagnostique austraiel@vant un patient suspect d’anomalie de

la ROAG (77)

Apres des examens « de routine » ainsi que lesenamétaboliques cités précédemment, un
diagnostic est souvent envisagé. Dans ce cas, xd@re@s de confirmation sont réalisés
(confirmatory tests). En cas de doute, des examerseconde intention peuvent étre réalisés
(second level investigations). Lkigure 17 montre un exemple de prise en charge

séquentielle en Australie.
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Clinical indicators — First level investigations
Biochemical indicators (lglucose, TNH,, TLFT, T CK, TUA, lactate, blood gases)

v
| Plasma / DBS I
h 4
|Urg:|.|1.i-e acids, Acylglycines I—T—{ Free camitine, Acylcamitine, FFA profile |

v v v

| Abnormal but non-specific | |NL“I]‘J’IL"!|. but strong clinical suspicion |

Abnormal & characteristic
{Table 1)

+ o * &

Confirmartory tesrs

DMNA or Eneymology

Second level investisalions
In vitro fibroblast analyses

Positive ]rncnnclusive

Oweidation Rates and Acylecamitine Profiling
(Tahle 2y  and (Table 3)

|
v v v v

Abnormal profile, MNormmnal profile, Mormal profile, Mormal profle,

1 or normal rates SR Di?a' A rate, O:M—0.7-1.3 Nnnnn]iams
Defects LOEA uptake Delects FAQ Disorders
~CPT1A deflecls =T unlikely
SCPT2/CACT «FATP « Respiratory
« ETF f ETFDIH » Undescribed chain
« LCHAL / MTP = Other IEM
* VLCAD «non TEM
< MCAD faciors
= SCAD
= Respiratory chain

|

v

Confirmatory fesis

DN ASEnzvimology — Abnonmal

DM AEnzymology — No abnormality

[ L.'nidc:riti fied |_47

Fasting Study; consider tissue-specific enzymes not expressed in fibroblasts

Figure 17: Diagramme des investigations réaliséesn eAustralie devant un patient

suspect de présenter_un trouble de la ROAGd'aprés (77). Nous ne détaillerons pas les

analyses sur fibroblastes (« O: oxydation rateketab» et « acylcarniting profiling table 3 »)

ainsi que les rapports O :M, qui sont au-dela deergujet.
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Chapitre 6 Principes de la spectrométrie de
masse (114) (115) (11)

6.1 Introduction

Parmi les méthodes analytiques, la spectrométriendsse (MS) possede de nombreuses
qualités dont sa spécificité, sa grande sensilatitd grande variabilité de ses applications.

La spectrométrie de masse permet la déterminatsnntasses moléculaires des composés
analysés ainsi que leur identification et leur difi@ation. Elle est fondée sur la séparation et
la détection d’'ions formés dans une source d’igiusa(ou une cellule de collision). Les
méthodes d’ionisation peuvent étre « douces » (adwu soustraction d’'un ion H+ par
exemple), moins douces ou en chambre de collidlons nous focaliserons sur ces méthodes
d’ionisation moins douces ou les ions se fragmérmiear donner des ions fils en suivant des
regles de fragmentation connues et caractéristiqassstructures des molécules a analyser.
On obtient alors un spectre de masse, graphiquésemtant I'intensité des ions en fonction
de leur rapport m/z. La MS peut étre couplée anethodes séparatives : chromatographie en
phase gazeuse (GC) ou en phase liquide (LC). LaditSalors comme un détecteur classique
en donnant une réponse : l'aire du pic chromatddgae proportionnelle a la quantité de
produit injecté.

Le comportement chromatographique des moléculesl¢viemps de rétention TR) apporte
une dimension supplémentaire pour l'identificatobs la molécule d’intérét. Ces couplages
permettent aussi la purification et la concentratite molécules avant leur arrivée dans la
source d’ions. Cela facilite leur détection et lguantification.

Pour une étude quantitative, il faut utiliser démsnesure du possible un étalon interne (EI)
qui est I'analogue "lourd" du produit a analyseet €l est marqué soit au carbone 13 (C13)
soit au deutérium (D2). Il présente le méme tengeetention (TR) que le produit & analyser
et subit le méme type d’ionisation que ce prodtiiant introduit en quantité connue, il permet
donc de corriger une éventuelle «perte » de sigmalmoment de I'ionisation, celle-ci
pouvant étre partielle suivant les molécules, lestrices, les sources d'ionisation. La
molécule d’intérét garde une relation de proportaité avec son El, qui « réagit » comme
elle.

Etant donné que ce travail a été réalisé avec esotrggnetre de masse APl 5500 Qtrap

d’ABSciex ayant comme source d’ionisation 'ESlusae verrons en détail que cette source
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d’ionisation. De méme nous ne détaillerons quatedyseurs un quadripolaires et les pieges

aions.

6.2 Notions élémentaires et définitions

Le spectrometre de masse est un instrument qui emdmlifférentes parties placées en série
(Eigurel8). Aprés introduction de I'échantillon, ces partipermettent successivement
I'évaporation et l'ionisation des molécules de tiéntillon dans la source, I'accélération des
ions formés, leur séparation en fonction de leussealdalton) et de leur charge grace a
I'analyseur, puis leur détection.

L’ion parent ou précurseur est un ion qui engengineion fils ou fragment. Ce terme
s’appligue a tout ion susceptible de se fragmenter.

L’ion fils ou fragment est 'ion produit par la gerd’'un ou plusieurs fragments d’un ion
précurseur.

La résolution est la capacité que présente un peetre de masse a distinguer des ions
présentant des rapports m/z voisins mais différelnas « résolution unitaire » désigne la
capacité d’'un analyseur a distinguer I'ion de rappw'z de I'ion de rapport m/z+1. Elle se

rencontre lors de l'utilisation des analyseursygetquadripdle ou piege a ions.

Composants d’un spectrometre de masse

lonisation/ desorption Detection

I‘- : -
Source

Formation d’ions

Sélection des lans par la masse

+ Solide
« Liquide
«  Vapeur

Introduction

) - Analyse des données
échantillon

Figure 18: Composants d’'un spectromeétre de masse’apres (116)
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6.3 Les sources d’ionisation

6.3.1 Définition

La source permet |'évaporation et I'ionisation demlytes de I'échantillon. Le choix de la
méthode d’ionisation dépend en partie des caratigpres physico-chimiques des molécules.
Nous ne détaillerons pas les méthodes d’ionisatiem®uces » (ionisation par impact
électronique, ionisation chimique a pression ré&juiElles sont anciennes, réservées aux
composés facilement volatilisables de faible poid®léculaires, couplées a la
chromatographie en phase gazeuse. D’autres méthdtdesisation douces ont été
développées ces vingt derniéres années. Ces msthmdragmentent pas ou peu les

molécules.

6.3.2 La source MALDI (Matrix Assisted Laser Dedayp lonization)

La source MALDI couplée a un spectrometre de mageenps de vol TOF (Time Of Flight)
permet I'analyse des molécules de poids molécutdaeé (>500Da). Elle est par exemple
utilisée pour I'analyse des agents infectieux. Noeislétaillerons pas cette technique.

Pour analyser les molécules de faible poids maodé@yl deux techniques sont utilisées a
pression atmosphérique : I'ESI (Electrospray lotieg ou électro-nébulisation et I'APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization). Ellemtsidéalement couplées avec la

chromatographie en phase liquide. Nous nous irgéress particulierement a I'ESI.

6.3.3 L'ionisation par électro-nébulisation ou ESI

Elle peut étre utilisée en aval d’'une chromatogiamm phase liquide. Elle consiste a
pulvériser/infuser une solution (phase mobilepriser les molécules qui sont présentes et a
en assurer I'évaporation en appliquant un chamgirédee, a pression atmosphérique, sur le
liquide traversant un capillaire (nébuliseur). Uli#érence de potentiel de quelques milliers
de volts est appliquée entre le nébuliseur et wmdre-électrode. L'intensité du champ
électrique entraine une rupture du film liquide feves gouttelettes qui vont se charger et
devenir de plus en plus fines avec 'augmentatiercel champ électrique. L’échantillon est
ainsi pulvérisé sous forme de gouttelettes a ldesdu nébuliseur. Le solvant contenu dans
ces gouttelettes est alors progressivement évapbaide d’'un gaz neutre (azote) et grace a
I'élévation de température de la source. Les glaitéss deviennent de plus en petites et de
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plus en plus chargées (spray) jusgu’ a ce que chague ion se retrouve « g ecté » des gouttel ettes
(désorption des ions) du fait des répulsions éectrostatiques entre les charges. Cette explosion
des gouttelettes s appelle la limite de Rayleigh ou I’ explosion de Coulomb (Figure 19). Ce
phénomene N’ est pas totalement éucide.

Une série de lentilles électromagnétiques dirigent alors lesions dans |” analyseur.

En fonction du mode d’ionisation, les ions chargés produits sont soit positifs (ionisation en
mode positif, quand I’embout du nébuliseur joue le réle de |I’anode) soit négatifs (ionisation
en mode négatif). Le mode d’ionisation doit étre choisi selon lesions que peuvent produire les
molécules a analyser.

Plusieurs propriétés physicochimiques du solvant influent sur la qualité du nébulisat : la
température d’ ébullition, la tension superficielle, la conductivité des solvants et éectrolytes.
La nébulisation sera meilleure avec des solvants a base de méthanol, d acétonitrile ou
d'isopropanol, qui présentent une faible tension superficielle. La conductivité ne doit pas étre
trop élevée (eau) ni trop basse (hexane, cyclohexane).

Le pH du solvant ou la présence ou non de contre ions en solution conjointement aux
mol écules interviennent sur le degré d’ionisation.

Ce mode d'ionisation est donc peu reproductible d’ un spectrometre de masse a I’ autre, ce qui

oblige a confectionner sa propre bibliotheque de données.

ATMOSPHERIC PRESSURE cuaincas VACUUM
1. Formation of 3. Coulomb-
charged droplets explosion

High I’oltage - ® F Mass Analyzer

o —

: > (T 3,
Nebulizer Gas ; 2. Evaporation

Curtain Gas

Orifice

Figure 19: ESI, processus d’ionisation a pression atmosphérique, d apres (116)

LE NUMERO | MONDIAL DU MEMOIRES

Rapport- gratuil.com @

76



6.4 Les analyseurs de masse

6.4.1 Généralités

L’analyseur sépare les ions formés dans la sourderetion de leur rapport m/z. Il ne permet
pas leur détection, qui est assurée par un dispdsimultiplication d’électrons.

Il existe différents analyseurs : le filtre quadigire, le piége a ions, les analyseurs a temps
de vol TOF ou encore électromagnétiques (analyse@&sonance cyclotronique), de trés haute
résolution. Quadripbles et analyseurs TOF peuveatudilisés en série, donnant naissance a
des instruments hybrides. Par exemple, il existe ceuplages « source ESI-analyseurs
quadripolaires et TOF» ou des couplages « sour&-qiadrupble et ion trap ».
Schématiquement, les technologies TOF sont destiaée I'analyse en haute précision en
masse (recherche protéomique). Les technologieappér dions" s’appliquent plus
particulierement a lI'analyse qualitative alors de® techniques en triples quadrupéles sont
plutbt destinées a l'analyse quantitative. Comntéesi si dessus, les dernieres avancees
technologiques permettent de coupler ces deux @emitechnologies afin de proposer des
champs d’application qualitatifs et quantitatifd 7L

Nous ne détaillerons que I'analyseur-filtre quadiidire et le piege a ions, qui font partie des

analyseurs utilisant un champ électrique oscillant.

6.4.2 Analyseurs utilisant un champ électriqueltzsti

Leur fonctionnement est fondé sur le mouvementnd’idans un champ électrique oscillant.
Grace aux modifications d’amplitude et de fréequetheehamp électrique, l'ion reste confiné
entre les deux électrodes. La géométrie et la dispo des électrodes different d’'un
analyseur a l'autre. Un quadripéle est constitu@uagtre électrodes de section hyperbolique
ou est appliqué un champ électrigue constant echamp électrique alternatif. Dans ce
quadrudle, la stabilité de la trajectoire d’'un isoumis a ces champs électriques va étre
dépendante de sa masse et de sa charge. Il espassible de séparer différents ions en
fonction de leur ratio m/z. Les ions maintiennemé trajectoire dite stable jusqu’au détecteur.
Dans un piege a ions, ces champs électriques pemhétur confinement dans I'analyseur,

leur détection s’effectuant aprés leur éjectioec@le.
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6.4.2.1 Analyseur filtre quadripolaire

Il est constitué successivement d'une série deillEmntélectroniques permettant la

convergence et I'accélération des ions sortantadsolirce puis d’'un quadrupdle formé par

quatre barres entre lesquelles sont établies ffésetices de potentiel. L’ensemble débouche
sur un détecteur. L'ion entrant dans le quadrigdieaccéléré, puis il pénetre entre les barres
du quadrupdle et conserve sa vitesse. Si les tensibla fréquence imposées sont telles que
I'ion entre en contact avec une barre, il sera daghet ne pourra pas sortir du quadrupdle,
donc il sera «filtré », non détecté car il auréspnté une trajectoire instable. Seuls sont

détectés les ions ayant présenté une trajectaibdesfigures 20 et 2]

6.4.2.1.1 Les différents modes de scan

L’analyseur quadripolaire peut étre utilisé selosuxi modes: 1) le mode balayage ou
scan qui permet la détection de tous les ions,e2nbde statique ou SIM Single ion
Monitoring, ou tension U et amplitude V du courasbnt fixés pour ne détecter
spécifiguement qu’un ou plusieurs ions.

Plusieurs quadrupbles peuvent étre couplés en @d8een tandem) : le premier quadrupdle
Q1 isole lion parent, Q2 le fragmente, et Q3 asalyes ions fils apparus. Q2 est une
« chambre de collision » (valeur U nulle) qui a padle de focaliser les ions au centre des
barres. Un gaz de collision y est introduit, I'iprécurseur se fragmente et les ions fils sont
analysés par Q3{qure 22).

La combinaison des modes scan et SIM permet diseéglatre types de procédures :

1- MRM Multiple Reaction Monitoring : ce mode permee¢ drier une ou plusieurs
molécules ayant un ion précurseur et un ion fragrepécifique. Q1 est réglé pour la
sélection exclusive de l'ion parent, Q3 pour laedéon du (des) ion(s) fils. Une
« transition » correspond au couple ion précurgms/fragments et permet de réduire
le bruit de fond, facilitant les études de quacdifion. Le MS triple quadrupdle est
généralement couplé a une méthode de séparation cpapmatographie.
L’identification et la quantification d’'une moléaulsont assurées par son temps de
rétention et au moins deux transitions ions préaufons fragments. La premiéere
permet la détection de l'ion et la seconde confiliitentification de la molécule,
diminuant_les faux positifs. Ce mode permet de tfian simultanément de tres

nombreux composés ayant des structures chimiqefésedites Figures 23.
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2- Spectre de masse des ions fils ou balayage de$ramgments oyproduct ion scan : ce
mode consiste & injecter un échantillon, a sélengoun ion précurseur correspondant
a la molécule d’intérét dans Q1, a le fragmenteisd@a2 et a déterminer tous les ions
produits en Q3. Ce mode est utilisé pour identifiee substance inconnue dans un
mélange complexe ou pour les petites moléculeshargas Figure 24).

3- Spectre de masse des ions précurseurs ou balagagens parentsu precursor ion
scan : Un ion fragment est sélectionné en Q3 et tousoles parents donnant cet ion
fils sont balayés en Q1. Ce mode est utilisé padedtification structurelle des
métabolites d’'une molécule, ayant un ion fragment@mmun ou pour identifier une
famille de molécules ayant une partie de leur stirecsimilaire, par exemple, le profil
des acylcarnitinedHgure 25).

4- Perte de fragment neutre ou balayage en perte eneutmeutral loss scan: un
fragment neutre est choisi et toutes les fragmentprovoquant la perte de ce
fragment neutre sont détectées. Ce mode a les méppmations que le mode

preucursor ion scan, pour I'étude des molécules apparentées.

] - - ]
& :ffff.rf .
( - _—— == | Trajectoira stabla
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SO L/ ~Z == | Trajectoire instable
— U .

Figure 20 — Schéma du principe d’un triple quadrupde d’apres (118)
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Figure 21 : Notions fondamentales sur le quadrupble a chaque potentiel

radiofréquence/tension, seuls les ions d’un ratasse/charge particulier ont une trajectoire

stable, d’aprés ABSciex (116)

Courea ——

= E:,'_ °_V

Qo Q3
Cellule ure Collision Petectun

Figure 22: Triple quadrupble MS, QO : guide d’ion, conduit les ions, Q1 isole fiiparent,

Q2 le fragmente, et Q3 analyse les ions fils appatiaprés ABSciex (116)
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Figure 23: Schématisation du mode MRM (Multiple Reation Monitoring) .Q1 est réglé

pour la sélection exclusive de I'ion parent, Q3mlawétection du (des) ion(s) fils. Une

« transition » correspond au couple ion précurgms/fragments, d’apres ABSciex (116)

Figure 24 : Spectre de masse des ions filsélection de I'ion dans Q1, fragmentation dans
Q2, identification des ions produits en Q3, d’aph&Sciex (116)
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Figure 25: Spectre de masse des ions précurseutdn ion fragment est sélectionné en Q3 et

tous les ions parents donnant cet ion fils soraygs en Q1, d’aprés ABSciex (116)

6.4.2.2 Analyseur-piege a ions ou ion trap

Il est constitué de trois électrodes : une éleetraadnulaire et deux électrodes en « chapeau »
ou «calotte » Kigure 26). Au centre de I'électrode en chapeau supérieume, ouverture
permet I'introduction des ions issus de la soukd&ectrode chapeau inférieure posséde une
série de trous permettant I'éjection des ions Verdétecteur. Les ions qui entrent dans la
trappe sont piégés sur une trajectoire oscillag¢efréquence spécifique pour chaque ion,
sorte de huit en trois dimensions. Alors que dasgguadripdles les potentiels sont réglés de
maniere a sélectionner les ions d'un rapport mierdéné, dans le piége, les ions de
différents rapports m/z sont présents simultanénengpectre est obtenu en les expulsant en
fonction de leur rapport m/z en déstabilisant leajectoire via la tension appliquée. Un gaz
neutre est systématiquement injecté pour focdkseions au centre de la trappe.

La trappe linéaire est une variante de la trappens. Ici, les ions sont piégés entre les
barreaux d’'un quadrupéle a radiofréquence (U ndienhet expulsés en fonction de leur

rapport m/z. Les ions peuvent étre stockés engiarsd nombre car I'espace de confinement
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est plus vaste. Ainsi, la limite de détection dgsbasse que dans un piége a ion classique. Le
principe de ce MS est d’accumuler des ions d’intdeds le piege. Ceux faiblement présents
mais ainsi cumulés seront détectables. Ce type 8eeM principalement dédié aux études

structurelles mais aussi aux études quantitatives.

Electrode hyperbolique
(calotte)

Electrode annulaire

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ Q \\ f::f::f:f hyperbolique

Détecteur

Figure 26 : Schéma d’'une trappe a ionsavec la trajectoire en huit des ions, d’apre9)11

6.4.2.3 Couplage quadrupdle / piege a ions

Le piege apporte une meilleure sensibilité et utesse d'analyse plus rapide. En outre, par
rapport a un piege simple, cette combinaison adédadus les modes d'acquisition MS/MS du
triple quadripble (perte de neutre et mode ascdhdbe spectrometre de masse Api 5500
Qtrap d’ABSciex est doté de cette technologie,td'@ppareil que nous avons utilisé pour

notre étudeKigure 27).
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ATSCIEX) QTRAP 5500

Figure 27: Spectromeétre de masse Api 5500 Otrap (ARiex) utilisé au laboratoire de

biochimie métabolique du CHU d’Angers

6.4.3 Couplage des méthodes séparatives avecda@pétrie de masse (1) (120)

Afin d’éviter de perturber l'ionisation des solumtérét dans la source, il est souvent ajouté
une étape de séparation des molécules avant keoduction dans le spectrométre de masse.
L’échantillon est alors plus pur et exempt de cos@soqui pourraient interférer dans la source
lors de l'ionisation. Nous ne développerons qu&Heomatographie en phase liquide pour

notre sujet.

6.4.3.1 Principe de la chromatographie

La chromatographie est une technique permettaisédarer les différents constituants d’'un
mélange.

Les molécules a séparer sont entrainées par we flliquide ou gaz), c’est la phase mobile.
Ces molécules interagissent ou non avec un sugmpatrice) fixe (un solide ou un liquide
fixé). C'est la phase stationnaire. Elle est canéé par un gel de résine qui se présente
souvent sous forme de billes, par exemple de ploee la chromatographie en phase inverse.

Les molécules se distribuent alors entre ces dgestde phases.

84



Le flux du fluide vecteur étant continu, c’est &ention plus ou moins longue sur le support
fixe qui va les séparer.

Différents parameétres physico-chimiques sont étlipour séparer les molécules : charge
électrigue pour la chromatographie échangeuse g'iomasse molaire pour la
chromatographie d’exclusion ou en gel de filtratiétablissement de liaisons spécifiques
pour la chromatographie d'affinité, polarité, hyphobicité pour la chromatographie de
partage en phase inverse ou normale ... Chaque tpehde séparation est basée sur I'un de
ces principes. Nous ne développerons que la chogradhie liquide en phase inverse dont
Voici les caractéristiques:

-phase stationnaire : liquide fixé sur un suppuette (papier, silice...)

-principe de séparation : partage

-principe de la fixation et de I'élution : distritbton du mélange a séparer dans les deux phases
liquides selon leur coefficient de partage

La Figure 28 montre les différents domaines d’application deleomatographie liquide.

6.4.3.2 Principe de la chromatographie liquide leaisp inverse

La matrice est constituée de billes de silice saglielles on trouve les groupes OH (silanols)
et O (siloxanes), leur conférant un caractere polai acide permettant d’établir des liaisons
hydrogenes. A ce stade, il s’agit d’'une phaserttenale et il faudrait un éluant apolaire pour
éluer les molécules. L'inconvénient est que lasikst trés rapidement dégradée, entrainant
un mangue de reproductibilité.

Dans la phase inverse, des chaines alkylées (parge& en C18, octadécyl) sont greffées sur
les groupes OH et conférent a la silice un caradtés apolaire, hydrophobe. Avec une phase
mobile trés polaire, certaines molécules hydropholmt établir avec la phase stationnaire
des interactions hydrophobes. Elles seront adssiEégire 29).

En augmentant la concentration en solvant organi¢agolaire, hydrophobe), son
hydrophobicité devient plus importante que cellelalgohase stationnaire. Les molécules
hydrophobes sont alors désorbées et éluées. Lae phabile est donc constituée d’'un
mélange eau/solvant organique dans des proportivasables au cours de la
chromatographie. Les solvants organiques utilis@és souvent I'acétonitrile ou le méthanol.
Les solvants possedent différents pouvoirs d’étugiiqure 30). Ils ne doivent pas comporter
d’'impuretés. Ce type de chromatographie s’appliguea tres grand nombre de molécules.

Elle est extrémement efficace et permet de sépasemélanges complexes.
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Figure 28: Domaines d’application de la chromatogrphie liguide, d’apres (121)
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Figure 29 : Principe de la chromatographie liguide d’apres (122)
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Figure 30: Pouvoir d’élution de la phase mobile eRlPLC d’apres (123)

6.4.3.3 La chromatographie Liquide a Haute Perfaceaou HPLC High Performance
Liquide Chromatography

C’est une chromatographie liquide dont les perforoea sont augmentées grace a une
rapidité d’analyse et une résolution élevée.

Le débit d’écoulement élevé de la phase mobilerimile temps nécessaire pour séparer les
composants du meélange et la fine granulométrie adgpHase stationnaire entraine une

meilleure séparation de ces molécules.

Eléments d’'un appareil d’HPLC (123) :

1) un réservoir de solvant (éluants) contenant lag@hasbile, avec plusieurs solvants de
polarité différentes afin pour pouvoir réaliser dgsadients d’élution grace aux
pompes doseuses

2) la pompe, programmable, ayant un débit variablenpede travailler soit en mode
isocratique (100% d’un méme éluant tout au londjatealyse) soit en mode gradient
(variation de la concentration des constituantséiange d’éluants).

3) une vanne d’injection. permettant d’avoir un voludimjection constant, nécessaire

pour la quantification
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4) une colonne souvent en inox, de section constapéat un diametre entre 4 et 20 mm
et des longueurs généralement entre 15 et 30 cm

5) la phase stationnaire

6) la phase mobile

7) le détecteur : détecteur UV sensible, réfractomépectrométre de masse...

6.4.4 Notion de quantification en spectrométrigrdesse (1)

6.4.4.1 Le type de spectrometre de masse

Afin d'effectuer des études quantitatives fiabiegaut que le rapport signal/bruit soit le plus
élevé possible. Il s’agit d'augmenter le signaloet/de diminuer le facteur bruit. La

technologie quadrupolaire en mode MRM permet ungbldosélection : en Q1 pour l'ion

parent, en Q3 pour l'ion fils. Il est obtenu unr&ghautement spécifique, le rapport "signal
sur bruit" se trouve optimisé.

Les pieges a ions ont des performances moindres lesulimites de détection et de

quantification car ils doivent d’abord se « remplid’ions de rapports m/z différents avant

d’éjecter I'ion d’intérét.

6.4.4.2 Les étalons internes

La qualité de I'étalonnage est primordiale lors éiegles quantitatives. L’étalon interne pallie
le manque de reproductibilité de la méthode d’a®ly'un échantillon a l'autre (traitement
de I'échantillon). Il permet d’identifier aussi letefauts d’ionisation dans la source. La
détection de la molécule d’intérét dépend de ldilgude son ionisation dans la source et le
milieu dans lequel elle se trouve conditionne cedtesation. Une suppression ionique peut
étre provoquée par une molécule interférente eterftent concentrée qui capte

préférentiellement les protons disponiples a lagyldes molécules d’intérét.

L’étalon interne de choix est la molécule a dogés@ntant un isotope lourd (par exemple un

deutérium a la place de I'hydrogéne). Ce compoéégnmte généralement le méme temps de
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rétention en chromatographie que son homologue.|&@écules lourdes et Iégéres arrivent
donc en méme temps dans la source et toute ireadéravec la molécule Iégére entrainera la
méme interférence avec son homologue lourd. Laawan du taux d’ionisation sera

identique.

6.4.4.3 Application a I'étude des acylcarnitines

Les acylcarnitines possedent un groupement ammoquaternaire leur permettant de former
des ions positifs polaires et non volatils. Leualgse directe a donc été envisagée grace aux
progres des techniques de chromatographie liquidglées a la spectrométrie de masse.
Cependant, les essais en LC/MS utilisant une sob&®&B n’ont montré qu’une faible
sélectivité de la technique. Plusieurs méthodesatmt été développées : méthodes radio-
enzymatiques, HPLC et électrophorése capillairepléms a une détection UV ou a une
détection fluorimétrique (124). Dans les annéeg)188s techniques de MS/MS ont permis la
détection et 'identification des acylcarnitinemsaéparation préalable (125). Des techniques
de FAB/MSMS puis d’ESI/MSMS ont permis de déteckes acylcarnitines dérivatisés
(méthyl- ou butyl-esters) ou non dérivatisés (126).

Depuis les années 1990, I'analyse semi-quantitatese acylcarnitines (profil) en MS avec
injecteur automatique en flux continu est réalipde de nhombreux pays dans le cadre des
programmes de dépistages systématiques nationaudgmnaux. La matrice utilisée est du
sang total, séché, recueilli sur papier buvard. ifegrammes incluent le dépistage de 2 a 25
maladies héréditaires du métabolisme par I'anaemi-quantitative des acylcarnitines et
acides aminés. La plupart des pays européensentilisette technique pour dépister au
minimum la phénylcétonurie et le déficit en MCADnN Erance, la phénylcétonurie est
dépistée par technique colorimétriqgue et enzymatiga HAS a émis des recommandations
en 2011 pour introduire la MS/MS dans le dépistageéficit en MCAD (115)(13).

Actuellement, les spectrometres de masse en tanddisés dans les laboratoires de
biochimie métabolique sont de type triple quadrapdla source d’ionisation est le plus
souvent I'ESI. Pour établir le profil des acylcaimés, le mode d’acquisition est le mode
precursor ion scan. Le temps d'analyse pour aaqu@rprofil, sans séparation préalable, est

de moins d’'une minute et le nombre d’échantillolesinpas limité. Au cours de I'acquisition,
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Q1 balaye une gamme de masses comprises entrétét in/z 600, ce qui permet I'analyse
de la carnitine et de toutes les formes d’acylt¢sres. Grace a leur groupement carnitine,
tous les acylcarnitines butylés ou non butylés gartaldans la cellule de collision un fragment
commun m/z 85. Cet ion est produit apres fragmiemtagt perte de différents groupes. Q3
focalise cet ion et pour chaque ion m/z 85 détdetsysteme identifie I'ion parent en Q1. Le
profil est construit en reliant l'intensité de chagion parent avec sa masse. Plus de trente
acylcarnitines sont ainsi identifieBigure 31). Une analyse quantitative relative est possible
grace a lutilisation d’étalons internes marquéscgicarnitines. Ces profils permettent
d’orienter fortement les diagnostics mais ne petenétpas de séparer des isobares (méme
nombre de nucléons A mais nombre de protons Z ovénu atomique différent) tels que la
méthylmalonylcarnitine de la succinylcarnitine ouncere la valérylcarnitine de
I'isovalérylcarnitine. L’analyse des acylcarnitineans extraction spécifique ni séparation
analytique a partir de matrices biologiques comgsegxpose a des risques d’effets matrice
potentiellement délétéres pour un dosage préciS)(I0e plus, la butylation, qui a pour
avantage d‘augmenter la sensibilité de la technighgdrolyse partiellement les
acylcarnitines, ce qui augmente artéfactuellemanctdrnitine (79). Afin de pallier a ces
limites, des adaptations en LC-MS/MS se développeait ne sont pas encore utilisées en
routine (124).

C’est dans cette approche de quantification préteseacylcarnitines que nous avons travaillé
au CHU d’Angers, notre objectif étant de raisonmam plus sur un profil avec une estimation
peu précise des valeurs faibles mais de s’appuyeurs étalonnage externe permettant une
meilleure discrimination des valeurs de décisiomlicades.
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Figure 31: Profil des acylcarnitines par spectrométe de masse en tandend’apres (115)

A :illustration du mode precursor ion scan

B : exemple de profil des acylcarnitines (déficibxydation pour les acides gras a chaines

moyennes)

6.4.4.4 Le dosage quantitatif vrai des acylcaraegisans butylation

En pratique quotidienne, au CHU d’Angers, I'analges AC est effectuée sous forme d’un

profil (analyse qualitative) avec quantificationspible des acylcarnitines d’intéréts (ratio

avec I'étalon interne), sur plasma hépariné ou tilMae mode utilisé est le mode Precursor

lon Scan. Les échantillons sont butylés et il n'yag d’étalonnage externe. Lableau 1X
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illustre les différentes techniques d’analyses @lt#gment utilisées dans les grands centres
francgais.

Afin d’obtenir un dosage quantitatif des acylcan@s satisfaisant, nous avons décidé
d’utiliser une technique séparative d’HPLC cou@éae spectrométre de masse en tandem Q-
trap (API 5500). Cette mise au point a été précélEssais sur un spectrometre de masse en
tandem (triple quadrupble) en FIA. Pour des raisdasdisponibilité et de sensibilité
d’appareil, nous avons choisi d’effectuer le cogplalPLC/MS-MS sur I’API 5500.

Tableau IX: Comparaison des techniques d’analyse 8eAC dans les centres de référence

en France d’apres la SFEIM (Société Francaise des Erreuréds du Métabolisme) (82)

Etalonnage Standards

Equipement | Nature échantillon | Mode d'analyse | Dérivation )
externe internes

Acquity/Quatro |  Sang total buvard  Precursor lon NG par i

Lill . Butylati rtEl ch il
o XE Waters (plasma héparing)  (MRM pour CO) YN fanport el OISR
Agilent/Api 3200 Precursor lon  + Non (quantif par i
Lyon ABSCiex Plasma hépariné VIRM Butylation RO El Celzmbndge
isotope
Acquity/4000 R . Non (quantif par Kit
Nancy Qrap ABSciex Plasma hépariné Precursor lon Butylation it o) o
Paris Precursar lon o
Neckar Api3000 ABSciex  Plasma hépariné  MRM non ouli Cellmbndge
isotope
Pari Sang total buvard & Non (quantif e
ars Api3000 ABSciex angtoa Iuva.r , Precursor lon Butylation on \quantit par Cambridge
RDB plasma hépariné rapport El) i
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Partie 2 Données experimentales

Chapitre 1 Objectifs de I'étude et mise au point

de la méthode

1.1 Objectifs et justification de I'étude

Le profil des acylcarnitines est largement réadiséavers le monde sur sang total (buvards)
notamment dans le cadre de programmes de dépistégemtaux. L'analyse sur matrice
plasmatique se développe mais nous ne disposonsiegmeu de recul concernant cette
approche (valeurs de références, valeurs pathalegjgnéthodes de dosage..). Le laboratoire
de biochimie métabolique propose depuis 2006 urdyse plasmatique des acylcarnitines
sous forme d’un profil, associée a un dosage dernaentration de chaque acylcarnitne en se
basant sur I'abondance de I'étalon interne cornedpot. Cette technique nécessite une
dérivatisation préalable des acylcarnitines.

Ne disposant pas de technique de référence podosage, notre objectif initial a été de
transposer une méthode utilisée en pratique caaiaRtaris Necker, seul centre de référence
des maladies héréditaires du métabolisme qui peopose étude quantitative des
acylcarnitines, sans dérivatisation préalable, atelonnage externe. Il s'agit d’'une méthode
de FIA-MS/MS avec acquisition en mode MRM (quanéfion) et en mode precursor ion
scan (profil complet des acylcarnitines).

Cependant, nous n'avons pas obtenu les résultasdaptes attendus : mauvaise séparation
des analytes, phénomeéne de suppression d’ionisdtionun rapport signal/bruit faible et des
intégrations de pics aléatoires et imprécises. #pevoir effectué des recherches
bibliographiques (79)(8)(124)(80)(126), nous avdésidé de coupler une méthode séparative
a une analyse spectrométrique sur une nouvellergt#ne de spectrometres de masse, I'API
5500. C’est cette méthode que nous avons évaluédidée.

Nos objectifs secondaires sont la réalisation d'éngle sur la stabilité des acylcarnitines a
température ambiante et la réalisation de valewsréalérence biologiques internes au

laboratoire pour différentes tranches d’age (apipnakon).
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1.2 Mise au point de la méthode: considérations gérales

La principale difficulté de mise au point de cettgééthode réside dans le fait que les
acylcarnitines sont des molécules ayant des dedjigsirophilie treés variables. Afin de
pouvoir les analyser toutes et de maniére inteaplétsur une méme chromatographie, il faut
choisir la colonne la plus adéquate et effectuerndmbreux essais afin de définir les
meilleurs parameétres. Les résultats de cette mispoint seront précisés dans le chapitre
suivant.

Nous nous sommes appuyés sur le travail du ladiceadlu centre de référence des MHM
(Paris Necker) ainsi que sur des données de &adlittre (8)(79)(124). Il nous est apparu
indispensble d’utiliser une séparation préalabls é&ments par HPLGnéme si cela
augmente le temps de I'analyse car, sans coloanauit de fond était trop important et les
pics n'étaient pas assez fins et symeétriques poerexploitation convenable (cf 1.1 Objectifs
et justification de I'étude). Trois colonnes oné éestées : une colonne en phase normale
HILIC, un colonne en phase inverse C18 en versoumte et longue. . Les figures ci-dessous
montrent les profils obtenus avec la colonne HIlKgure 32), la colonne C18 courte
(Figure 33) et la colonne C18 longu€&ifures 34a et 34h Seule cette derniere nous a donné
des résultats satisfaisants. Ensuite, nous aviiime da paramétrage afin d’obtenir les
résultats les plus exploitables: présence de &miadylcarnitines sur la chromatographie, pics
gaussiens, temps de la chromatographie compatibtelactivité (environ 15 minutes).
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ekspert 100 Pump
AQueous (pumph):
Organic (pumpB):
Fump Maximum pressure:
Fump Minimum pressure:
Equilibration Time:

Pump time table

Eau AcForm 0.1 % (Pump AZ2)
ACN Ac Form 0.1 % (Pump B2)
1240 Bar
0 Bar
00:02

Pump time Pump flow (mlimin) Pump Fraction A % Pump Fraction E %
00:00:01 0.40 100 0

00:01:.00 040 100 0

00:08:00 0.40 20 30

00:08:01 0.40 100 0

001500 040 100 0

W 1AM 1 pan 192 00795 200 Da 0 €0 o Bamp
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251 M) 1 D48 a4 11022010 LE HILIC ) (Tt Sidy)
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Figure 32: Essai de chromatographie avec une coloarHILIC : pics non gaussiens.

akspert 100 Pump

Aqueous (pumpA) Eal AcForm 0.1% (Pump A2)

Organic (pumpB): ACN Ac Form 0.1 % (Pump B2)

Pump Madmum pressure 1240 Bar

Pump Minimum prassure: (0 Bar

Equilbration Time 00:02

Purmp time table

Pump time Purmp flow (mlfmin) Pump Fraction A% Pump Fraction B %

00:0001 040 100 0

00:02:00 040 100 0

00:12:00 040 20 g0

00:12:01 040 100 0

00:15.00 040 100 0
o C10L
ZZ C2 C6 C8
" Cs ] €1 C14

c18 ??

o C16
= C3-C4
o [ | |
- | A “. L

Figure 33: Essai de chromatographie avec une coloaren phase inverse, courte, C18

C3 et le C4 ne sont pas gaussiens, le C18 n'eStgiasu” par la colonne.
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La gamme d'étalonnage est effectuée en milieu xqidaus avons gardé le mode opératoire
de Paris. Cependant, en raison d'une importanigasain du signal, nous avons testé
différentes dilutions et nous avons finalement gmdér une dilution générale de tous les
analytes au 1/f3®aprés extraction.

Les droites de régressions obtenues sont linéaues un coefficient r2 proche de Bidqures

36 et 37. LaFigure 38 montre I'intégration des pics, réalisée de manatematique.

Sample Name Snl:g)le Sample Type i‘::?};ﬁg} Coféz:llf::ﬁon L I:;;:h}i;ea Use Record CE:L‘::}';ELH Accuracy (%)
1 |Paint 1 C0=0 phd >C2=0 i o Standard 0.00e+000 0.a0 9.47e+004 Mo Peak A&,
2 |Paint 2 C0=5 phl >C2-0.5 b o Standard 4 Bde+I05 500 12204005 514 103,
3 |Point 3 C0=10 M >C2=1 uM mo Standard 7 964005 10a 1.03e+005 [¥] 1.0 10,
4 |Paint 4 C0=20 M >Cz=2 ut mo Standard 1.49+006 200 1.10e+005 19.4 97.1
5 |Paint5 C0=40 M =Ci=4 uMt o Standard 367e+06 400 1334005 401 100,
B |Point 6 CO=60 pM =C2=8 oM o Standard REERI GO0 1 A0e+005 f39 93
Z Puinl 7 C0-80 pM »Cz-3 ph 110 Slandard 7 B5e+006 500 1414105 796 995
5 |Paint 8 C0=100 ph >C2=10 ph mo Standard B.42e+006 10, 9,38e+104 100, 100,

Al (T

W 5 4y 05000 1dh £00) “Linwa? Foaguiin N il 8 0070 % 032 (18 CLUGRAG}

bt e [ Ragin

Bo® & & 2 3% 3 B

Fiqure 36: Gamme d'étalonnage: valeurs et courbe po le CO.
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Formuls | Anayte Lajout; C12
= . (uety: Nane
o 5 F A E e
Sart; Unsorted
Sample Analyte Peak |  Analyte | IS Peak Area Calculated "
Sample Name 1] Sample Type Area (counts) | Concentration|  (counts) Use Record Concentration Acauracy (¥
I {Point 1 CO=0 yM >C2=0 gt Standard  266e4004 0.0 12.14e4005 v 00519 (NIA
2 |Puint 2 CO=5 pM C2:05 M Standard 1. 408+005 0500 12 4404005 [/ 0503 (102
3 |Paint 3 CO=10 Mt >C2=1 M _ Standard :2.699*\[]05 100 231e4005 ¥ 0% :995
4 |Point 4 CO=20 M »C2=2 i Standard .E.UF"HDUE 200 2.37e4105 1.79 {895
5 |Paint 5 CO=40 pM »C2=4 pM Standard 11094007 4 2 2704105 M 3% 1994
6 |Puint & CO=60 M >C226 i Senderd 174407 600 206606 ] 106
[ |Point 7 CO=80 pM >C2=8 uM Standard 21764007 B0 22384005 [/ 8m 1100,
8 |Point 8 CO=100 pM >C2=10 yM Standard 2507 100 22104005 - %5
e 12 ¥ lw ¥ m|
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Figure 37: Gamme d'étalonnage: valeurs et courbe po le C12.
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Figure 38: Exemple d’intégration automatigue d’'un pc et de son étalon interne deutéré.
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Chapitre 2 Matériel et méthode

2.1 Principe

Les acylcarnitines plasmatiques a doser subissentlauble extraction par retour (éthanol et
hexane) en présence d’'une solution contenant désaatitines de différentes longueurs de
chaines, deutérés et servant d'étalons ou standatdenes. Aprés centrifugation, le
surnageant est évaporeé a sec, repris dans deda ptabile et injecté dans le spectrométre de
masse via une colonne d’HPLC. Une gamme d’étalamnagmprenant huit points est
préparée parallélement sur matrice aqueuse ettésjed\prés traitement des données, on
obtient un dosage quantitatif pour chaque acyltamipris en compte dans la méthode
d’acquisition spectrométrique.

Nous avons choisi de n’étudier que les acylcarestiquantifiables sur un mode MRM : nous
n'obtenons donc pas de spectre de la totalité cidsaanitines mais un dosage quantitatif des
acylcarnitines saturés, ayant chacun un étaloesni@tdeutéré correspondant et une transition
MRM propre. Ces acylcarnitines saturés sont : CC3Z4 C6 C8 C10 C12 C14 et C18. Ce
panel représente 90% des acylcarnitines totaux mese incomplet pour la recherche
exhaustive d’anomalies de la BOAG. Il devra étnmmété par un profil classique en mode

precursor avec semi-quantification.

2.2 Etapes préanalytiques

L’étude des acylcarnitines peut se réaliser semihts milieux (plasma, sang total, urine,
liquide amniotique, tissus...). L’étude urinaire estompléte car les acylcarnitines de plus
de 12 carbones ne sont pas éliminés dans les (fig@$ Le plasma est le milieux de choix
car il n'y a pas d’inferférence avec les hémat@mtrairement au sang total sur papier
buvard.

Le dosage des acylcarnitines est réalisé chez tienpa jeun, ou pendant la crise afin d’'étre

le plus informatif possible.
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L’échantillon sanguin est prélevé sur héparinate litldum, acheminé et centrifugé
rapidement au laboratoire puis congelé a -20°C.

En l'absence de contrbles qualité internes dispesilsur le marché, un plasma non
pathologique a été utilisé pour une partie de ldidaaon de meéthode. L’'autre partie
concernant la carnitine libre CO a été réalisée aes controles de qualité externes.

Des plasmas témoins ont été recueillis pendantr@mv8 mois afin de déterminer une

approximation des valeurs de référence biologigtexme au CHU d’Angers.

2.3 Matériel

2.3.1 Réactifs

Méthanol for liquid chromatography, LiChrosov, Mierc
Ethanol absolute, Anavlar Normopur, VWR

Eau purifiée milliQ

n-Hexane, Suprasolv, Merck

Acétonitrile (ACN), HiperSolv Chromanorm, VWR
Acide formique Emsure 98-100%, Merck

2.3.2 Etalons internes deutérés

Labeled carnitine set B (NSK-B), Cambridge Isotopaboratories, Inc (Andover

Massachusetts USA)

Composition:
L-carnitine (N-triméthyl-D9), CO, M=171g/mol (mass®laire)
L-acétylcarnitine (N-méthyl-D3), C2, M=207g/mol
L-propionylcarnitine (N-méthyl-D3), C3, M=221g/mol
L-butyrylcarnitine (N-méthyl-D3), C4, M=235g/mol
L-isovalérylcarnitine (N-triméthyl-D9), C5, M=255gbl
L-octanoylcarnitine (N-méthyl-D3), C8, M=291g/mol
L-myristoylcarnitine (N-triméthyl-D9), C14, M=381mbl
L-palmitoylcarnitine (N-méthyl-D3), C16, M=403g/mol
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Les échantillons doivent étre conservés entre -6£G°C, a l'abri de la lumiére, avant

utilisation. lls doivent étre repris dans du métsiaet conservés a -20°C.

C0-d9

227 4

Deuterium-labelled

C2-d3 acylcarnitine
2;3:11
o
Cle-d3
C5-do d;é‘ﬁ
CA-d3 s cld-d
cg_d3 4377

3?;_5 160 .6

a A B L By Ll L) LS LA LA R L miz
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Figure 39: Représentation des étalons internes deires sur un profil, d’aprés (128)

2.3.3 Standards non deutérés pour la préparatiten gssnme

Vu Medish Centrum (anciennement Herman Brink)

Poudres unitaires par pots de 50mg, conservés’& -@gant préparation

2.3.4 Contrbles de qualité

Les contréles de qualité ne sont disponibles que f carnitine libre, dans le cadre d’un
programme de contrble de qualité externe (CQE).sQa des contrbles de qualité de
différents niveaux fournis par 'TERNDIM : Extern@luality Assurance Scheme for Specials

Assays in Serum (129) appelés SAS (Special Assaysng. Alors que sur buvard des
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contrbles sont disponibles, il N’y en a pas poardeylcarnitines plasmatiques. Nous utilisons
ces contrbles « carnitine » en tant que controlegjuklité interne aprés avoir effectué le

programme de CQE. C’est la seule facon d’obtersrabatréles. Nous ne disposons donc pas
de valeurs absolues mais de moyennes des labes@yant participé au programme de
CQE. Il s’agit de la moyenne « all labs », en géhar100 participants a travers le monde
(36 pays).

lIs sont recus sous forme lyophylisée, sont recinést avec du sérum physiologique,

aliquotés et congelés a -20°C.

2.3.5 Matériel et consommable

Cryotubes pour aliguotage

Tubes Eppendorf Safe Lock (couleur bleutée)

Tube a hémolyse, en verre

Pipettes de 10-100ul, 200ul et 1000ul

Cones de 100ul, 200ul et 1000ul

Multi Tube Vortex, VWR

Vortex Genie 2, Scientific Industries

Centrifugeuse a tubes GR 422, Jouan

Trompe a vide Integra Vacusafe

Centrifugeuse pour tubes Eppendorf, Eppendorf Gegé 5415 D ou R
Evaporateur & sec sous azote

Flacons 2 ml sans insert (Interchrom, Montlugoanée)

Flacons 300l a vis ambré avec insert (Chromatal, Welwyn Garden City UK)

2.3.6 LC/IMSMS

2.3.6.1 Spectrometre de masse : API 5500 Qtrap

Société AB Sciex, Framingham, Massachusetts, USA

2.3.6.2 HPLC
injecteur et pompe HPLC : ekspert ultraLC 100, gdst, part of AB Sciex
colonne Varian, Polaris Amide_C18 54, 250 x 4.6mm
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2.4 Méthode

2.4.1 Préparation des étalons internes

Les étalons internes sont recus sous forme d'uramgél d’extraits secs (des huit étalons
internes), contenus dans des vials. lls sont rafaiss 1ml de méthanol (« set B standards
concentrations »). lls sont ensuite dilués au ¥oficentration working stock »). Puis, ils sont
dilués au 1/108" dans du méthanol pour obtenir les concentratidinie ciésirées (« daily
working standards concentrations ») (tableau)sdlst ensuite aliquotés par 1ml et conservés
a -80°C.

Tableau X: Concentrations cibles de travail des étans internes margqués, en

micromolaire (UM)

concentration  aprésconcentration
reprise par 1ml (uM)| aprés dilution ay
«set B standardsyz etau 1/100™
concentrations » « daily  working
standards

concentrations »

L-carnitine (N-triméthyl-D9), CO 152 0.76
L-acétylcarnitine (N-méthyl-D3), C2 38 0.19
L-propionylcarnitine (N-méthyl-D3), C3 7.6 0.04
L-butyrylcarnitine (N-méthyl-D3), C4 7.6 0.04
L-isovalérylcarnitine (N-triméthyl-D9), C5 7.6 0.04
L-octanoylcarnitine (N-méthyl-D3), C8 7.6 0.04
L-myristoylcarnitine (N-triméthyl-D9), C14 7.6 0.04
L-palmitoylcarnitine (N-méthyl-D3), C16 15.2 0.08
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2.4.2 Préparation des standards de carnitine étaanitines non deutérés pour la gamme

d’étalonnage externe

2.4.2.1 Préparation des solutions meres a 10 mmol/I

Chaque standard (carnitine et 11 acylcarnitinesp&sé pour obtenir une concentration de 10

mmol/l chacun. lls sont ensuite aliquotés séparémeicryotubes et stockés a -80°C.

Tableau Xl: préparation des solutions mére de staratds non deutérés

peser / méthanolMasse Atomique (Da

CO | L-carnitine 19.8 mg/ 10ml 162.3
C2 | Acétyl-DL-carnitine 11.98 mg/ 5ml 204.4
C3 | Pronionyl-carnitine 12.68 mg / 5ml| 218.7
C4 | butyryl-carnitine 13.37 mg/5m 232.4
C5 | isovaleryl-carnitine 15.15 mg/ 5m]| 246.6
C6 | DL-hexanoyl-carniting 14.79 mg / 5ml 260.5
C8 | octanoyl-carnitine 16.20 mg / 5n1l 288.4
C10| decanoyl-carnitine 17.60 mg / 5ml| 316.6
C12 | dodecanoyl-carnitine | 19.00 mg / 5ml 344.6
C14 | myristoyl-carnitine 20.40 mg / 5mi 372.6
C16 | palmitoyl-carnitine 21.80 mg / 5ml 400.7
C18| stearoyl-carnitine 23.20 mg/ 5m 428.7

2.4.2.2 Préparation de la solution fille

La solution fille contient toutes les carnitineylées et la carnitine libre.

La concentration finale de cette solution fille 2§0= 1000uM et C2a C18= 100uM chacun.
Ces concentrations sont obtenues de la fagcon gaeivalans une fiole de 5 ml, prélever 500ul
de la solution mére de CO et 50 pl de chacune @laans mere de C2 a C18. Ajouter 5000
ul de méthanol.

La solution fille est aliquotée par 800 ul dans dg®tubes et stockée a -80°C.
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2.4.3 Préparation de la gamme d’étalonnage externe

La gamme doit étre préparée pour chaque série.

- la solution fille de standards est diluée au 474@n méthanol : 400ul de solution
fille + 3600ul de méthanol

- en tubes a hémolyse, sont réalisées les dilusoivaintes :

Tableau Xll : préparation de la gamme

Tube n° 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentration finale CO (uM) 0 5 10 20 40 g0 80 1pO
Concentration finale C2 a C18 0.5 1 2 4 6 8 10
(LM)
Solution fille de standards aw 50 100 | 200 | 400| 600800| 1000
1/16™ (uM)
Méthanol (ul) 1000 950| 900f 80Q 600 402000

- dans chacun des tubes avec insert (ou « micreyiaumérotés de 1 a 8, sont
mélangés :

20ul d’étalons internes marqués

+ 20ul de chaque tube a hémolyse corresponddtd 8e

+ 160l d’'un mélange: acétonitrile 50% / eau 1Qil0% / acide formique 0.1%

- chaque microvial est dilué au 1719 soit 20pl dans 180pl du méme mélange. La

gamme est préte a étre injectée en LC-MS/MS.

2.4.4 Préparation des échantillons et des contrbéles

- vortexer puis centrifuger les prélévements 4 &niB500 tours/minutes
- dans un tube Eppendorf safe lock :
50ul d’eau milliQ du jour

+ 20ul de plasma ou de contréle
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+ 20ul d’étalons internes marqués
- agiter 2 minutes au multivortex
- ajouter 400ul d’éthanol (précipitation des pro&s ?)
- ajouter 400l d’hexane (retient les lipides ?)
- agiter 2 minutes au multivortex
- laisser reposer au moins 5 minutes (séparatismphbases)
- retirer la phase hexanique (phase supérieure)laygompe a vide
- ajouter 400ul d’hexane
- agiter 2 minutes au multivortex
- laisser reposer au moins 5 minutes
- retirer la phase hexanique (phase supérieure)laygompe a vide
- centrifuger a 12000g pendant 5 min
- transférer la phase éthanolique restante datsbhensans insert (« vial »)
- évaporer sous azote jusqu’a I'obtention d’un takc
- reprendre par 200ul de phase mobile : acétai&l% / eau milliQ 50% / acide
formique 0.1%
- agiter au moins 5 minutes au multivortex

- transférer dans des tubes avec insert (« migkoYi

2.4.5 Préparation des tampons

Les tampons utilisés sont préparés a chaque série :

- voieWP1 (Wash Port 1): tampon de lavage : Eau milliQ /d&ciormique 0.1%

- voie WP2 : tampon de lavage « Flush Port »: ACN 25% / Méth&25% / ISO 25% /
eau 25%

- voie A2 : Eau qualité 1/ Acide formique 0.1% (solvant aqgx)

- voieB2 : ACN / Acide formique 0.1% (solvant organique)

Les voies ainsi que le Flush Port sont purgéstsirtgpon précédent est différent.
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Tableau Xl : Consommation du tampon

Temps (min) Run (min)| Flow (ml/min) | Consommation du tampan
Equilibration | 0-60 60 0.6 20 ml void2
20 ml voieB2
Dosage 0-15 15 0.6 5 ml voi
5 ml voieB2
Lavage 0-45 45 0.6 27 ml voig2

2.4.6 L'HPLC, parameétres issus de la mise au mieria méthode

L’établissement de ces paramétres d’HPLC est lé d'une mise au point de méthode qui

sera discutée dans le dernier chapitre.

Aprés avoir été préparés, les échantillons somiciés dans le spectrométre de masse par

I'intermédiaire de la colonne d’'HPLC qui séparegmélement les molécules.

Parametres HPLC (injecteur automatique, pompeslehiee)

- Séquence d’élution chromatographique :

Tableau XIV : Pump time table

(=]

Temps (min)| Flow (ml/min) | Solvant pompe A % Solvant pompe B ¢
00:00:01 0.6 100 0

00 :02 :00 0.6 100 0

00 :07 :00 0.6 0 100

00 :10 :00 0.6 0 100

00:10:01 0.6 100 0

00 :15:00 0.6 100 0

- volume d’échantillon injecté : 10ul
- débit LC 0.6 ml/min

- débit d’injection - automatique des échantillons :
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- durée du run : 15 minutes

- température de l'injecteur : 30°C

- temps de lavage de l'aiguille

- volume de lavage : 27 ml

- pression maximale de la pompe : 1240 Bar
- pression minimale de la pompe : 0 Bar

- temps d’équilibration : 60 minutes

2.4.7 Parameétres du spectrometre de masse

- durée d’acquisition : 15 min 1 sec

- number of scan / scan sin period: 780 (balaylgemasses ?)

- mode d’acquisition des données : MRM (scan typgjsse des ions sélectionnés en
QletQ3

- mode d’ionisation : positive

- lon Source : turbo Spray

- CUR (Curtain Gaz) gaz rideau : 30 psi ( unit§lasaxone, 1 psi = 1 pound/square
inch=0.07 atm et 14 psi= 1 atm= 1.013 bar)

- CAD (Collison Avtivated Dissociation) activahi par collision : medium

- IS (lon Spray voltage) : 5500 V

- TEM température de la source : 500°C

- GS1 gaz de nébulisation : 40 psi, entrainera&bion d’'un spray de gouttelettes

- GS2 gaz chauffant : 40 psi, évapore les gottésle

- DP Declustering Potential, potentiel de désaliian (orifice plate) : 25V

- EP Entrance Potential : 10V

- CE Caollision Energy : 25eV

- CXP potentiel de sortie de la cellule de collisi®cV

- Probe vertical micrometer setting (réglage duramn@tre vertical de la sonde) :

- Probe horizontal micrometer setting (réglage duom@tre horizontal de la sonde) :

- dwell time per transition : 50msec

- software utilisé : Analyst 1.6.2
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La gamme et les échantillons sont injectés. Le tedignalyse par échantillon est d’environ
15 min et les concentrations (C) sont calculéedadmaniére suivante : C = (Surface de
I'analyte / Surface de I'étalon interne) x K

K= pente de la droite d’étalonnage ; les surfaces exprimées en counts

2.5 Validation de méthode

2.5.1 Particularités des analytes étudiés

Comme nous l'avons vu, aucun contrbéle qualité ndésponible sur matrice plasmatique a
I'exception de la carnitine libre (contréles de lkiféaexternes utilisés en tant qu’ersatz de
contrdles internes). Par conséquent, nous n'avasspp mener de validation de méthode
entierement conforme aux exigences de la normeliR[B9. La validation de méthode pour
la carnitine a pu étre plus complete que celle degcarnitines. Dans la plupart des
publications (79)(8)(124)(80)(126), les auteurs faftriqué leurs propres contréles internes
en effectuant des ajouts dosés sur plasma. Nodgjesons dans la discussion pourquoi
nous n’avons pas opté pour cette méthode.

De plus, nous justifierons dans la discussion losgbilité de nous conformer au nombre de
passages des échantillons préconisé pour chaqamiae de la validation de méthode (15).
En effet, le colt des réactifs, le temps d’analyaedisponibilité des instruments et la
contrainte de temps nous ont amené a réaliser alidation de méthode compatible avec les
contraintes budgétaires, techniques et humaines.

Dans le cadre de la pratiqgue quotidienne, nous saapoivilégié une validation de méthode
portant sur le domaine des valeurs physiologiqussatylcarnitines. Une étude portant sur
les valeurs hautes, adaptées aux domaines de ygeuvant étre rencontrées en pathologie
devra étre effectué par la suite. Cette estimaties valeurs rencontrées en pathologie est
difficile du fait du manque de données de la l#tére pour les acylcarnitines plasmatiques.

Cependant, nous pouvons nous appuyer sur des dooméeernant les papiers buvard (130).
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2.5.2 Parametres étudiés (15)

2.5.2.1 Evaluation de la limite de détection (LOD)

Elle est définie comme étant le plus petit signal meut étre distingué avec une probabilité
donnée d’'un blanc réalisé dans les mémes condititmghromatographie, la LOD peut étre
déterminée comme étant égale au triple de I'égpd-tobtenu a partir d’'un signal
correspondant a la ligne de base mesurée 10 fois.

Pour I'estimer, nous avons effectué 30 mesuregéépéles blancs (en utilisant un diluant : la
phase mobile) dans une méme série. Nous avond&dcmoyenne obtenue (mb) et I'écart-
type (Sb), exprimé en concentration de ces 30 ressur

LOD=3 x Sb

2.5.2.2 Evaluation de la limite de quantificatiki©Q)

Elle correspond a la plus petite valeur mesuréduermvec un niveau de confiance acceptable
et d'incertitude connue.
LOQ=10x Sb

2.5.2.3 Evaluation de la limite supérieure de liitégLSL)

Apres dilution d’'un échantillon de concentratioastiélevée, les résultats obtenus permettent
de vérifier la linéarité entre les dilutions efi@ées et les concentrations calculées. LSL et
LOQ permettent de définir le domaine de mesurededthode.

Pour le CO, nous avons utilisé le contréle qudktéplus haut dont nous disposions, soit
140uM.

Pour les acylcarnitines, nous ne pouvons pas efecke LSL.
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2.5.2.4 Evaluation de la contamination inter éciflant pour la carnitine totale

Aprées rincage de I'appareil, un échantillon a vai&evée est analysé 3 fois consécutivement
(H1, H2, H3, de moyenne mH) suivi d'un échantilbbwvaleur base également analysé 3 fois
(B1, B2, B3). Les séquences (H1, H2, H3, B1, B2) 8t répétées 5 fois afin d’établir la
moyenne des B1 (mB1) et la moyenne de B3 (mB3)pdwacentage de contamination entre
les échantillons est calculé selon la formule suiva

Contamination en % = ((mB1- mB3)/(mH- mB3))x 100

Nous avons utilisé le point 2 de la gamme en tast\galeur basse et le point 8 de la gamme

en tant que valeur haute. Nous avons répéte laerégb fois.

2.5.2.5 Evaluation de la répétabilité

Cette évaluation consiste a analyser un méme élbbantlans les conditions suivantes :

méme opérateur, méme lot de réactifs, méme étaj@nmaéme instrument dans un délai le
plus court possible. L’objectif est de caractérisemeilleure performance possible, dans les
conditions optimales et de vérifier le bon fonctiement du systéme "instrument/réactif"

pour le paramétre concerné.

Le coefficient de variation (CV) pour un niveauamcentration donné est calculé ainsi :

CV en %= (s/m) x 100, avec m la moyenne et al€type de la série.

Pour le CO, nous avons choisi 3 contrdles qualitaiyeaux de concentration : 140uM dilué

au 1/10éme soit 14uM, 37uM, 70.2uM). Pour les ayitines, nous avons choisi un plasma
présentant des valeurs physiologiques en acylaaesit

Les contréles CO ont été préparés chacun 5 foisuch@ecommandations du COFRAC pour

une analyse statistique optimale= 30 fois), darssméme série, le méme jour, par le méme
opérateur, soit 15 plasma contréles techniqués.

Le plasma témoin en acylcarnitines a été techrigioés au cours de cette méme série.
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2.5.2.6 Evaluation de la fidélité intermédiaire FI

Cette évaluation consiste a analyser un méme élbbandans des conditions différentes
(opérateur, temps, étalonnages...). L'essai estsgau cours de séries successives, en
général d’échantillons de CIQ quotidiens. La FI éstblie sur au moins 15 jours avec 30
déterminations et 2 niveaux minimum. Toute adamtatiu protocole doit étre justifiée sur le
plan statistique. Les modalités de calcul sonttidaes a celle de la répétabilité : moyenne,
écart type, coefficient de variation.

Pour le CO, nous avons effectué 5 passages deeduxwde contréles a 5 dates différents, sur
une période de 2 semaines Y. Trois opérateursretfiti® ont effectué le dosage, dont 2
I'effectueront régulierement par la suite.

Pour les dérivés acylés, la méme procédure a &é em place avec 7 passages du plasma
témoin sain dans différentes séries.

Comme pour la répétabilité, nous justifions le noenile passage réduit par des contraintes de
guantité de contr6le disponibles, du colt des iféacke la disponibilité de la machine et des

contraintes de temps.

2.5.2.7 Evaluation de la justesse

En biologie, il est difficile de parler stricto sande justesse, les matériaux de référence
certifiés avec des valeurs vraies étant rares.dtunge de la justesse nécessite la comparaison
de la moyenne de plusieurs dosages d’un méme dtdralt une valeur cible. En I'absence
d’externalisation des CIQ, le laboratoire étabiitdxactitude de sa méthode en comparant les
valeurs obtenues sur des échantillons d’'EEQ ausuvalcibles. L’inexactitude permet une
approche de I'écart par rapport a la valeur cible.

Inexactitude en % = ((x-v)/100) x 100

X : valeur trouvée pour 'EEQ

v : valeur cible (moyenne de I'ensemble des paaicis ou moyenne des résultats obtenus
avec la méme méthode, groupe de pairs)

Nous avons calculé une inexactitude pour chaqueanivde contrbles CO. Nous avons
compare les résultats a la moyenne de I'ensemidepdeticipants du programme CQE

ERNDIM, soit environ 100 laboratoires.
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N’ayant pas de contrdles pour les acylcarnitinesism’avons pas pu effectuer d’évaluation

de la justesse pour ces parametres.

2.5.2.8 Approche de I'estimation de l'incertitude mesure

Les données de validation de méthode (FI et justgssrmettent une approche I'estimation
de l'incertitude associée au résultat de I'examén. effet, ces données regroupent les
principaux facteurs de variation de la méthodeCIGFRAC propose un exemple simplifié de
détermination de I'incertitude :

- Si 1 est la composante d’incertitude due a Igg€art type de la Fl) : u1 = SFI
La composante d’incertitude due a la justesse pA@mée par la relation suivante (Loi du
rectangle) : p2 = biais ou inexactitudé3/

- La somme quadratique des 2 composants permeestiteation de l'incertitude
combinée pc.
ne =Vp12+u22

- Enfin, l'incertitude élargie Uc est conventioneehent calculée
U = 2.uc (pour indiquer que l'intervalle compriste +/-U contiendra conventionnellement
la valeur « vraie » & 95%, dans le cas d’'une bistion gaussienne)

- Le résultat de la mesure analytique R s’exprioraroe suit :
R = valeur mesurée +/-U
Nous avons appliqué la définition du COFRAC afin aidculer U grace aux données de
répétabilité et de FI pour CO. La valeur de U pétre difféerente selon le niveau de

concentration étudié.

2.6 Tests de stabilité de la carnitine et des acgimitines

Il est généralement recommandé de congeler imnetdétt les échantillons apres leur
centrifugation (82). Ne disposant pas de donnéeka digtérature sur la conservation pré-
analytique des échantillons, les plasmas de deurits (TAL1 et TA2) ont été aliquotés et
congelés a différents temps : immédiatement apeddrifugation (JO), aprés 3 jours de

stockage a +4°C (J3) et apres 7 jours a +4°C (J7).
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lIs ont étés étudiés au cours d'une méme sériesNmons comparé les coefficients de
variation retrouvés a ceux de la méthode pour estinme possible altération ou non des

acylcarnitines fonction du temps passé a +4°C aeantcongélation.

2.7 Approximation des valeurs de référence biologige

Le COFRAC recommande une veérification des valewsréférence biologique par la
bibliographie et/ou par le calcul statistique.
Avec une distribution gaussienne de la populatiencalcul peut se faire de la maniere
suivante :
- apres une période d'utilisation permettant d’obtean nombre de valeurs
significatif (n >100)
- a partir de patients si possible exempts de patieso
- en écartant les valeurs aberrantes
- en écartant toutes les valeurs >m + 2s et <m — 2s
- en recalculant la moyenne (tronquée) mt et I'éogue- st a partir des valeurs ainsi
retenues.
Les valeurs de référence sont données par linter{rat — 2 st ; mt + 2 st).

Dans notre cas, la population étudieé était trdgdapour effectuer ces calculs.
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Chapitre 3 Résultats

3.1 Validation de méthode

Particularités des résultats concernant les aagyitoaes par rapport a la carnitine libre:

Nous avons pu déterminer les LOD et LOQ de la tamiet des acylcarnitines mais nous
n'avons pu établir de limite supérieure de linéagtie pour le CO.

En ce qui concerne les valeurs physiologiques, resignons que ces valeurs, faibles,

n'exposent pas a un risque de dépassement ddigetéede linéarité.

3.1.1 Répétabilite

3.1.1.1 Répétabilité du CO, utilisation des comsdjualité :

Les résultats montrent des coefficients de vamaticriables selon les niveaux de

concentration :
*niveau bas, concentration theorique a 14uM : 25%
*niveau intermédiaire, concentration théorique 37uM%

*niveau élevé, concentration théorique 70.2uM : 14%

Pour le niveau élevé, la moyenne des valeurs (50Mp présentée dans [Eableau XV

semble aberrante. Il sera nécessaire de vérifier&siltats avant d'en tirer toute conclusion.
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Tableau XV: Essais de répétabilité pour le CO a tris niveaux de concentration

différents

Niveau de moyenne Ecart-Type |CV
concentration Passage |valeur (umol/L) (umol/L) (umol/L) (%)
1 12

17,2
12,1 3,04 25
9,01
10,9 12,242

1= 14pM

34,5
29,1
33,5 3,55 11
32,1
38,8 33,6
51,2
47,5
61,1 7,062 14

2= 37uM

3=70,2uM

49,8
41,7 50,26

g | W] N| | O | W| N| | O | WO DN
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3.1.1.2 Répétabilité des acylcarnitines
Le plasma d’'un témoin adulte a été techniqué ettaj5 fois au cours de la méme série.

Les résultats montrent des coefficients de vanatiotre 3 et 17.5%.

Tableau XVI: Répétabilité des acylcarnitines

AC | moyenne écart typel CV (%)
CT | 356 2.45 7
CO | 295 2.77 9.5
C2 |4 0.55 13.5
C3 | 0.6 0.06 10
C4 | 0.22 0.026 11.5
C5 |01 0.017 17.5
C6 | 0.12 0.004 3
C8 | 0.21 0.014 7
C10| 0.44 0.047 11
C12|0.12 0.018 15
C14| 0.03 0.0025 8.5
C16| 0.12 0.007 6
C18| 0.08 0.004 5.5

3.1.2 Fidélité intermédiaire

3.1.2.1 Fidélité intermédiaire du CO

Elle été réalisée sur 3 niveaux de concentratiansd séries différentes. Les CV varient de

10 a 23% selon le niveau de concentration.

Tableau XVII: Fidélité intermédiaire du CO

niveau de concentratigonrmoyenne| écart-type CV (%)
Bas 14uM 13.3 3.1 23
Moyen 37uM 37.7 4.2 11
Haut 70.2uM 61.9 6.4 16
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3.1.2.2 Fidélité intermédiaire des acylcarnitines
Elle a été réalisée a I'aide du méme échantillom lgurépétabilité mais au cours de 7 séries
différentes. Les valeurs aberrantes n’'ont pas @t&ies dans les calculs (2 sur 98). La

moyenne des CV est de 22.4 %.

Tableau XllI: Fidélité intermédiaire des acylacrnitines

AC | moyenng écart-typel CV (%)
CT | 38.6 5.4 13
Co | 325 4.25 12
C2 |4 0.9 22
C3 | 0.65 0.107 18
C4 | 0.32 0.13 48
C5 | 0.15 0.043 27
Co6 | 0.14 0.025 24
C8 | 0.23 0.039 17
C10|0.42 0.055 14
C12|0.15 0.033 21
C14| 0.07 0.027 38
C16|0.14 0.24 16
C18|0.09 0.16 21

3.1.3 Evaluation de la justesse du CO

Les résultats montrent une inexactitude relative-ti&4% pour le niveau 2, de -5% pour le

niveau 1 et de -11.85% pour le niveau 3.

Tableau XIX: Evaluation de la justesse du CO a tr@ concentrations différentes

Concentrations Moyenne  des |Inexactitude Taux de
Niveau de |théoriques résultats absolue Inexactitude | recouvrement
concentration | (umol/L) (umol/L) (umol/L) relative(%) (%)
1 14 13,3 -0,7 -5,00 95,00
2 37 37,68 0,68 1,84 101,84
3 70,2 61,88 -8,32 -11,85 88,15
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3.1.4 Estimation de |’ incertitude de mesure

Les estimations de I'incertitude de mesure ont éé calculées en valeurs absolues et en
pourcentages. Nous avons utilisé les valeurs absolues pour calculer les domaines

d incertitude, présentés dans le Tableau ci-dessous :

Tableau XX: Domaines d’incertitudes de mesure pour le CO (valeur +/-U) a trois

niveaux de concentration différents

Niveau 1 : 14 uymol/L

utl = o repro |ull = biais/N3 |uc =Vul2+u12 | U = 2*uc
23,36 2,89 23,54 47,07% | soit 6,6uM
3,11 0,405 3,136 6,27 en uM

Domaine d'incertitude : 7,73 a 20,27umol/L

Niveau 2 : 37 umol/L

ull = o repro |ull = biais/N3 |uc =Yul2+u2  |U = 2*uc
11,123 1,06 11,17 22,35% soit 8,3uM
4,19 0,39 4,21 8,42 en uM

Domaine d'incertitude: 28,58 a 45,42 umol/L

Niveau 3 : 70,2 umol/L

utl = o repro |ull = biais/N3 |uc =Vul2+u12 | U = 2*uc
10,3387 6,85 12,40 24,80% soit 17,4uM
6,4 4,81 8,01 16,01 en uM

Domaine d'incertitude : 54,19 a 86,21umol/L

Rapport- gratuit.com @
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3.1.5 Limites de détection (LOD) et de quantifioat{LOQ) en uM

Les résultats montrent des limites de détectioredh03 uM pour le C12 et le C16 et 0.5uM
pour le CO. Les limites de quantification variest @01uM pour le C12, le C16 et le C18 a
1.63uM pour la carnitine libre et 1.78 pour la dtime totale fableau XXII). Les détails sont

disponibles en Annexe.

Tableau XXI: LOD et LOQ des acylcarnitines calculés a partir de 30 blancs'(fioint de

gamme), CT : carnitine totale

moyenne Ecart type| LOD | LOQ
CT | 1.15 0.178 0.5 1.78
CO | 048 0.163 0.5 1.63
C2 | 0.037 0.006 0.02 0.06
C3 | 0.14 0.011 0.03] 0.11
C4 | 0.019 0.002 0.0060.02
C5 | 0.09 0.004 0.01| 0.04
C6 | 0.06 0.006 0.02| 0.06
C8 | 0.05 0.007 0.02| 0.07
C10/| 0.05 0.005 0.01| 0.05
C12|0.07 0.001 0.0080.01
C14| 0.04 0.002 0.0070.02
C16| 0.05 0.001 0.0080.01
C18| 0.04 0.001 0.0040.01
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3.1.6 Limites supérieures de linéarité (LSL)

Les résultats montrent une LSL pour le CO de 60 pM.

Etude de linéarité

160

140 - /

120
5; 100 - —e— Concentration théorique
= (umol/L)
-% 80 —=— concentration obtenue
= (umol/l)
8 60 -
c
o
o

40

20

O B T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
points de gamme

Figure 40: Etude de la LSL du CO La LSL est estimée au croisement des 2 courbbkegu
des résultats en Annexe). Les points de gammeddagt au 1/10éme.

Le domaine de mesure du CO est: 1.63 - 60uM. Teaieur supérieure a 60uM doit donc
étre diluée.

3.1.7Stabilité des acylcarnitines

Les résultats montrent des CV inférieurs aux CMadméthode a I'exception du C2 dont le
CV est autour de 30% (vs 22% pour la méthode) e$ dka sens global d’'une augmentation.
Ces résultats nécessitent une confirmation suroambne supérieur de plasmas. L’explication
physiologique ne semble pas évidente.
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Tableau XXII: Stabilité des acylcarnitines

TA1 JO TA1 J3 TA1 J7 moyenne Ecart-type CV
CT 22,9 22,1 25,5 23,50 1,778 7,6
Co 19 18,1 20 19,03 0,950 5,0
C2 2,36 2,4 4,04 2,93 0,959 32,7
C3 0,236 0,26 0,239 0,25 0,013 53
C4 0,458 0,486 0,412 0,45 0,037 8,3
C5 0,0897 0,0744 0,0928 0,09 0,010 11,5
C6 0,0927 0,09 0,0918 0,09 0,001 15
Cs8 0,101 0,101 0,0932 0,10 0,005 4,6
C10 0,182 0,142 0,147 0,16 0,022 13,9
Ci12 0,126 0,126 0,122 0,12 0,002 1,9
Cl4 0,0807 0,0821 0,0805 0,08 0,001 11
C16 0,122 0,117 0,12 0,12 0,003 2,1
C18 0,0704 0,0768 0,0733 0,07 0,003 4,4

TA2 JO TA2 J3 TA2 J7 moyenne Ecart-type CV
CT 42,4 40,6 38,5 40,500 1,952 4,8
Co 35,4 30,2 29,5 31,700 3,223 10,2
C2 3,92 7,46 6,1 5,827 1,786 30,6
C3 0,444 0,431 0,395 0,423 0,025 6,0
C4 0,423 0,473 0,385 0,427 0,044 10,3
C5 0,214 0,182 0,223 0,206 0,022 10,4
C6 0,173 0,175 0,174 0,174 0,001 0,6
Cs8 0,36 0,334 0,314 0,336 0,023 6,9
C10 0,729 0,65 0,669 0,683 0,041 6,0
C12 0,259 0,236 0,247 0,247 0,012 4,7
Cl4 0,119 0,109 0,114 0,114 0,005 4,4
C16 0,231 0,206 0,208 0,215 0,014 6,5
C18 0,145 0,139 0,135 0,140 0,005 3,6

Les valeurs surlignées correspondent aux valeurdépassent le CV de la méthode.

3.1.8 Etude de la contamination

Les résultats montrent une contamination génénadgatéetre carnitine totale utilisé) de
0.22%.
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Tableau XXIII: Etude de la contamination

Echantillon de concentration haute Echantillon de concentration basse
H1 H2 H3 B2 B3
(umol/) (umol/L) (umol/L) B1(umol/L) | (umol/L) (umol/L)
Répétition 1 137 144 125 9,45 9,38 10,9
Répétition 2 126 136 144 13 12,7 10,2
Répétition 3 135 133 135 9,89 9,7 9,4
Répétition 4 123 142 148 11 10,5 11,6
Répétition 5 135 135 130 9,19 12,6 9,05
Moyenne
(umol/L) 135,2 10,506 10,976 10,23
% de
contamination |0,22

3.2 Valeurs de référence biologique

Nous avons synthétisé dans deux tablealableau IV et Tableau V) les valeurs de

référence que nous avons retrouvées dans latittérau celles qui sont utilisées par certains
centres de diagnostic des maladies métaboliques.

Nous avons recueilli des échantillons plasmatiqiliedultes sains et d’enfants hospitalisés
afin d’obtenir une plasmathéque permettant d’étalpe approximation de ces valeurs de
référence. Nous avons déterminé 8 tranches d’agembité de 3 a 14 échantillons par
tranche d’age, soit 69 au total.

Les témoins adultes sont des volontaires saindudede 18 ans, anonymisés, préléves a jeun
sur héparinate de lithium. lls ne présentent pasrileéres d’exclusions : diabéte, chirurgie
bariatrique, antibiothérapie, prise d’anticonvugsits, de zidovudine, chimiothérapie récente,
grossesse, insuffisance rénale (131), dialyse auencirrhose hépatique.

Les témoins pédiatriques ont été preleves sur hegtarde lithium dans le cadre du sain, ils
ne sont pas a jeun et leur contexte pathologiqueogsu. lIs sont anonymisés et leur plasma
est congelé dans les 12 heures suivant la cerdtifug au laboratoire. Les critéres

d’exclusion sont les mémes que pour les adultes.
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Les tranches d’ages sont déterminées selon lesderte la littérature (132): prématurés, 0-1
mois, 1-2mois, 2-18 mois, 18 mois-5 ans, 5-10 40s18 ans et >18 ans.

Tableau XXIV : Recueil des témoins et moyenne d’'age

Tranche d’age| Nombre de témoins

prématures 9

0-7 jours 3

7 jours -2 moig 7

2-18 mois 11

18 mois-5 ans| 7

5-10 ans 8

10-18ans 10

>18 ans 14 (moyenne 27 ans)
total 69

Particularités des résultats concernant les aagyitoaes par rapport a la carnitine libre:

Nous avons pu déterminer les LOD et LOQ de la tamiet des acylcarnitines mais nous
n'avons pu établir de limite supérieure de linéagtie pour le CO.
En ce qui concerne les valeurs physiologiques, resiBnons que ces valeurs, faibles,

n'exposent pas a un risque de dépassement ddicetéede linéarité.

3.2.1 Adultes

Les plasmas de 14 adultes, indemnes de toute pgibabnt été analysés du CO au C12.
Seulement 11 plasmas ont étés exploités du CLt8wen raison de valeurs aberrantes suite

a un incident technique.
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Tableau XXV: Valeurs physiologiques des acylcarnities plasmatiques chez |'adulte, 9

femmes et 5 hommes, dgés de 23 a 42 ans.

Moyenne| Médiane| Ecart Minimale | Maximale | 5e percent. | 95e
type percent.

AC 6.04 5.9 1.9 3.9 11.2 4.23 8.8
AC/CO | 0.25 0.22 0.08 0.15 0.4 0.18 0.39
CT 30.5 28.3 6.3 22 42.4 22.59 40.1
Co 24.4 22.5 5.5 17.5 35.5 18.15 324
C2 3.83 3.6 1.3 2.36 6.89 2.52 6.16
C3 0.40 0.38 0.15 0.235 0.65 0.24 0.63
C4 0.44 0.42 0.2 0.134 0.87 0.18 0.75
C5 0.15 0.11 0.1 0.043 0.34 0.06 0.31
C6 0.12 0.11 0.04 0.083 0.22 0.08 0.19
C8 0.19 0.12 0.13 0.066 0.45 0.08 0.43
C10 0.33 0.21 0.26 0.133 0.95 0.13 0.81
C12 0.14 0.12 0.07 0.027 0.26 0.05 0.27
Cl4 0.08 0.08 0.045 0.02 0.12 0.02 0.11
C1l6 0.14 Q41S 0.046 0.095 0.23 0.1 0.20
Cc18 0.09 0.08 0.034 0.06 0.145 0.06 0.14

Les femmes ont une carnitine libre moyenne a 22flshommes ont une carnitine libre
moyenne a 28,7uM.

Les analytes colorés sont ceux dont les valeurerdiit assez fortement des valeurs de
référence publiées (en vert lorsqu'elles sont iedées, en rouge lorsqu'elles sont

supérieures). Ce sont des tendances.
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3.2.2 Témoins prématurés

Les plasmas de 9 prématurés pesant de 750g a 2¥it0gté analysés (moyenne de

poids=1717gq).

Tableau XXVI: Valeurs physiologigues des acylcarnines plasmatiques chez 9
prématurés.

Moyenne| Médiane| Ecart type| Minimale | Maximale | 5e 95e

percent. | percent.

AC 4.11 4.4 1.3 1.88 6.1 2.16 5.7
AC/C0]| 0.3 0.23 0.2 0.11 0.78 0.12 0.62
CT 22.9 211 12.35 10.2 39.4 10.28 39.2
Co 18.79 17.5 11.8 6.08 35.5 6.78 35
C2 2.47 0.85 0.97 0.63 3.46 0.82 3.39
C3 0.9 0.65 0.52 0.43 1.92 0.45 1.78
C4 0.14 0.13 0.09 0.01 0.28 0.03 0.27
C5 0.14 0.11 0.07 0.04 0.28 0.057 0.25
C6 0.03 0.02 0.018 0 0.05 0.005 0.05
C8 0.09 0.08 0.032 0.05 0.15 0.06 0.14
C10 0.1 0.08 0.053 0.05 0.13 0.06 0.18
C12 0.08 0.08 0.034 0.03 0.14 0.031 0.12
Cl4 0.03 0.03 0.023 0 0.06 0.002 0.06
Cle 0.08 0.07 0.057 0.04 0.22 0.039 0.17
C18 0.07 0.09 0.045 0.02 0.13 0.018 0.12

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.3 Témoins dgés de 1 a 7 jours

Tableau XXVII: Valeurs des acylcarnitines plasmatiaques chez 3 nourrissons agés de 1 a
7 jours

Moyenne| Médiane| Ecart Minimale | Maximale | 5e 95e
type percentile | percentile

AC 4.47 4.7 1.17 3.2 5.5 3.35 5.42
AC/C0O| 0.23 0.18 0.14 0.12 0.38 0.13 0.36
CT 29.6 20.9 18.55 17 20.9 17.39 47.9
CO 25.13 17.7 17.8 12.3 45.4 12.84 45.6
C2 3 3.06 0.99 1.98 3.95 2 3.8

C3 0.28 0.156 0.23 0.126 0.54 0.13 0.5

C4 0.13 0.1 0.1 0.05 0.25 0.05 0.23
C5 0.14 0.13 0.02 0.118 0.17 0.12 0.16
Co6 0.074 0.052 0.03 0.053 0.1 0.05 0.1
C8 0.1 0.064 0.08 0.058 0.19 0.06 0.18
C10 0.15 0.055 0.14 0.064 0.31 0.06 0.38
C12 0.15 0.14 0.05 0.112 0.2 0.11 0.2

Cil4 0.13 0.13 0.02 0.11 0.13 0.11 0.14
C16 0.17 0.2 0.06 0.096 0.21 0.11 0.2

C18 0.13 0.127 0.03 0.1 0.15 0.1 0.15

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.4 Témoins agés de 7 jours a 2 mois

Tableau XXVIII: Valeurs des acylcarnitines plasmatigues chez 7 nourrissons agés de 7

jours & 2 mois Le C14 d’'un témoin n’a pas exploité a cause dmenécident technigque au

sein d’une série.

Moyenne| Médiane| Ecart Minimale | Maximale | 5e 95e
type percentile | percentile
AC 4.06 3.8 1.23 2.7 6.5 2.82 5.9
AC/CO | 0.18 0.19 0.07 0.1 0.27 0.1 0.26
CT 29.86 321 12.65 14.1 48 14.25 45.45
Co 25.8 28.4 12 114 43.5 11.43 41.16
C2 2.7 2.219 1.15 1.88 5.1 1.93 4.55
C3 0.33 0.35 0.2 0.08 0.64 0.07 0.6
C4 0.13 0.11 0.09 0.02 0.27 0.02 0.24
C5 0.13 0.16 0.04 0.09 0.18 0.09 0.17
C6 0.11 0.09 0.06 0.04 0.18 0.05 0.17
C8 0.09 0.07 0.04 0.04 0.14 0.05 0.13
C10 0.12 0.13 0.07 0.03 0.23 0.04 0.21
C12 0.13 0.11 0.03 0.1 0.18 0.1 0.17
Cil4 0.11 0.11 0.02 0.07 0.13 0.08 0.13
C16 0.14 0.15 0.04 0.08 0.19 0.09 0.18
C18 0.09 0.1 0.03 0.04 0.13 0.05 0.13

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.5 Témoins agés de 2 a 18 mois

Tableau XXIX: Valeurs des acylcarnitines plasmatiges chez 11 nourrissons agés de 2 a
18 mois

Moyenne| Médiane| Ecart | Minimale | Maximale | 5 95e
type percentile| percentile
AC 6.33 9.4 2.4 3.6 10.3 3.75 9.9
AC/CO | 0.2 0.27 0.12| 0.11 0.51 0.11 0.40
CT 40.5 44.1 10.5822.6 58.5 24.3 53.8
Co 34 34.7 10.4| 18.7 52.4 194 47.6
C2 4.5 7.7 2.23 ] 1.96 8 2.12 7.9
C3 0.7 0.51 0.28| 0.37 1.25 0.37 1.175
C4 0.18 0.21 0.07| 0.04 0.33 0.07 0.28
C5 0.12 0.11 0.0480.064 0.25 0.075 0.19
C6 0.073 0.12 0.0320.04 0.16 0.04 0.12
C8 0.083 0.083 0.05| 0.016 0.16 0.02 0.14
C10 0.153 0.19 0.0450.08 0.254 0.09 0.213
C12 0.147 0.142 0.0460.07 0.26 0.072 0.2
Cil4 0.059 0.083 0.0180.03 0.083 0.037 0.085
C16 0.133 0.186 0.05 0.08 0.215 0.083 0.214
C18 0.17 0.132 0.08| 0.063 0.34 0.075 0.312

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.6 Témoins agés de 18 a 59 mois

Tableau XXX: Valeurs des acylcarnitines plasmatiqgus chez 7 enfants agés de 18 a 59

mois.
Moyenne| Médiane| Ecart | Minimale | Maximale | 5 95e
type percentile| percentile
AC 7.43 8.1 208| 51 9.8 5.16 9.77
AC/CO | 0.19 0.18 0.0450.147 0.28 0.154 0.26
CT 46.9 41.4 14.5| 30.8 66.5 31.9 65.3
Co 39.5 36.1 12.7] 253 56.8 26.3 55.5
C2 5.4 4.34 1.9 3.47 8.2 3.6 7.9
C3 0.91 0.39 1.4 0.27 4.05 0.27 3
C4 0.28 0.31 0.1 0.08 0.4 0.13 0.38
C5 0.12 0.11 0.04| 0.07 0.17 0.069 0.16
C6 0.04 0.04 0.016 0.02 0.06 0.02 0.06
C8 0.1 0.09 0.028 0.05 0.13 0.06 0.13
C10 0.14 0.14 0.05| 0.06 0.21 0.072 0.202
C12 0.09 0.09 0.01p0.07 0.1 0.07 0.104
Cil4 0.07 0.07 0.0110.05 0.08 0.052 0.08
C16 0.13 0.12 0.0280.1 0.18 0.105 0.173
C18 0.15 0.16 0.0320.11 0.19 0.115 0.188

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.7 Témoins agés de 5 a 10 ans

Tableau XXXI: Valeurs des acylcarnitines plasmatiq®es chez 8 enfants dgés de 5 a 10
ans

Moyenne| Médiane| Ecart | Minimale | Maximale | 5e 95e
type percentile| percentile
AC 6.36 5.2 2.03| 3.9 6.3 4.14 8.95
AC/CO | 0.23 0.159 0.0880.17 0.376 0.15 0.36
CT 34.47 37.45 4.9 30.4 43.5 30.5 41.75
CO 28.11 32.25 4.3 221 37 23.5 34.5
C2 4.29 3.27 1.78| 2.25 6.91 2.36 6.84
C3 0.58 0.6 0.07| 0.465 0.672 0.48 0.66
C4 0.266 0.27 0.0550.18 0.36 0.194 0.34
C5 0.095 0.097 0.0230.066 0.14 0.067 0.128
C6 0.099 0.079 0.02/70.078 0.11 0.079 0.141
C8 0.134 0.043 0.1460.035 0.475 0.041 0.372
C10 0.175 0.036 0.21 0.031 0.654 0.034 0.52
C12 0.062 0.021 0.0420.013 0.127 0.018 0.124
Cil4 0.025 0.017 0.0080.014 0.038 0.016 0.037
Cle 0.093 0.088 0.0160.074 0.121 0.074 0.115
C18 0.55 0.697 0.17| 0.332 0.883 0.34 0.78

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO
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3.2.8 Témoins dgés de 10 a 17 ans

Tableau XXXII: Valeurs des acylcarnitines plasmatiaques chez 10 témoins agés de 10 a

17 ans
Moyenne| Médiane| Ecart | Minimale | Maximale | 5 95e
type percentile| percentile
AC 7.02 5.8 3.21| 3.9 13.9 4.1 12.4
AC/CO | 0.26 0.24 0.1130.14 0.5 0.14 0.43
CT 34.5 34.4 6.36| 25.5 42 26.3 41.8
CO 27.5 26.6 5.05| 21 36.7 215 34.4
C2 4.96 3.7 3 2.27 11.5 2.35 10
C3 0.58 0.55 0.11| 0.45 0.72 0.46 0.73
C4 0.28 0.25 0.09| 0.19 0.49 0.2 0.44
C5 0.118 0.123 0.0380.063 0.167 0.066 0.16
C6 0.092 0.091 0.0160.074 0.123 0.074 0.115
C8 0.088 0.081 0.0250.062 0.145 0.063 0.128
C10 0.09 0.088 0.0340.044 0.152 0.05 0.138
C12 0.046 0.043 0.02| 0.021 0.076 0.023 0.073
Cl4 0.022 0.024 0.0070.011 0.033 0.012 0.032
C16 0.083 0.081 0.0170.051 0.102 0.058 0.102
C18 0.64 0.64 0.2 0.38 1.13 0.43 0.93

Nb:Absence de normes pédiatriques pour > CO

Par rapport aux valeurs de référence disponibdsspiincipales tendances sont:

-tendance haute du C18 (parfois tres haute)

-tendance basse de la carnitine totale et AC tothaxcourtes chaines

-tendance haute du C3 pour les prématurés etterdar2 mois a 5 ans.
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3.2.9 Evolution des analytes en fonction de I'age

Analyte fonction de l'age

35 —e— moyenne CT
—=&— moyenne CO
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Figure 41: Evolution des concentrations en CT, COC2 et AC fonction de I'age.

Les concentrations en CT et CO semblent augmentee 2-18mois et 18-59 mois. Elles

semblent stables pour les AC totaux et le C2.
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Fiqure 42: Evolution des concentrations en C3, CL5 en fonction de I'dge
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Le C3 semble assez variable avec un taux relativeglevé chez les prématurés et 2-59mois.
Les C3, C4, C5 et le ratio AC/CO semblent compasabl
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Fiqure 43: Evolution des concentrations en C6, C& €10 en fonction de I'age.

Les AC a chaines moyennes semblent assez commasditn les tranches d'age avec un

point élévé pour le C10 adulte.
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Analyte fonction de l'age
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—s— moyenne C14
0,3 moyenne C16
0,2 A moyenne C18

UM
o
N

Fiqure 44: Evolution des concentrations en C12, C1£16 et C18 en fonction de I'dge

Les AC a longues chaines semblent assez stablesiageourbe inhomogéne pour le C18.
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Chapitre 4 Discussion

4.1 Particularités et principales difficultés des malytes a doser

4.1.1 Molécules tres hétérogenes

Les acylcarnitines sont des molécules tres hétaesgsur le plan de leur polarité. C'est la
longueur de leur chaine carbonée qui détermine gettarité. De ce fait, plusieurs étapes
dans leur dosage sont délicates :

*la manipulation des mélanges d’acylcarnitines e@futgon nécessite une agitation tres
fréquente lors de sa constitution et de son utidieg préparation des solutions fille a partir de
poudres et de la gamme)

*I'extraction des acylcarnitines dans les prélevetaglasmatiques doit convenir a toutes ces
molécules

*la séparation chromatographique est difficile, le@ramétres choisis doivent permettre
I’élution de tous ces composés hétérogenes

Les acylcarnitines ne résument pas aux acylcaesitgaturés et les autres especes ne sont pas

disponibles en poudres.

4.1.2 Absence de gold standard

Il Ny a pas de technique de référence pour le gimskes acylcarnitines. En pratique, les AC

sont le plus souvent analysés en FIA MS/MS, en npoeeursor ion scan.

4.1.3 Absence de contrbles qualité

On ne dispose pas de contréles de qualité intgf@€8) ni pour la carnitine ni pour les
acylcarnitines. Un organisme de contréle de laitpuakterne existe (CQE ERNDIM) pour la
carnitine plasmatique mais pas pour les acylcaestiplasmatiques. Aprés avoir participé au
programme de CQE, le laboratoire garde ces éclm#tiffin de les utiliser en tant que CQI.

Les valeurs cibles sont les moyennes obtenueepdalboratoires participants.
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4.1.4 Etalons internes choisis

Nous avons utilisé les étalons internes HermankBri€ependant, nous ne disposions pas
d’'un étalon interne par composé analyse, ce quemmeande la SFEIM (82): le C6 est
analysé sur le signal de I'étalon interne C5*%, [0t le C12 sur I'étalon interne C8* et le
C18 sur [létalon interne C16*. Un autre fournissedispose d’étalons internes
complémentaires (C6, C10, C12 et C18). Nous avoosepé a quelques essais de rajout de
ces étalons internes mais nous avons finalemerdé&ée mettre d’abord au point la méthode
sans les rajouter (prix élevé des poudres, lourdesrpesées de poudre et de la préparation,

rajout de transitions MRM dans la méthode...).

4.1.5 Axes d'amélioration

Le centre de référence des maladies métaboliqulsude Necker utilise des CQI « maison »
en effectuant divers ajouts dosés dans des plapauages en carnitine et acylcarnitines
(patients hémodialysés). Il est possible d'obtélifférents niveaux de contréles pour chaque
acylcarnitine disponible (AC saturés). Ces congdh®us permettraient de poursuivre la
validation de méthode des acylcarnitines et de fi@€des contrbles internes au sein des
séries pour les acylcarnitines. C’est la proch&itage qui devra étre réalisée au laboratoire.
Nous n’avons pas pu l'envisager pour ce travail. D&me, l'ajout des étalons internes

manquants devra aussi étre travaillé.

4.2 Principales difficultés de la technique

4.2.1 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technologieideepui nécessite une grande maitrise. Le
personnel doit étre formé et entrainé. La MS egttsua des variations analytiques parfois

difficiles a identifier et a maitriser : phénomeateesuppression d’'ionisation, effets matrice...
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4.2.3 La gamme

La préparation des échantillons est manuelle. t8essite la prise de petits volumes (20uL),
et de solvants. Des dilutions interviennent. Lesumes doivent étre trés précises, surtout pour
la préparation de la gamme.

La gamme ne subit pas d’extraction, elle est réalsur matrice aqueuse alors que la matrice
des échantillons a doser est une matrice plasneatide choix s’explique par la présence
endogene de carnitine et d’acylcarnitines danddsnpa qui rend I'ajout dosé difficile et par
I'effet matrice non maitrisable et différent en ¢tion du plasma utilisé. Certaines équipes de
recherche ont cherché a substituer le plasma parsoeiution de BSA (Bovine Serum
Albumine) (79)(133)(124). Cependant, le BSA n’a pasmis d’obtenir une gamme linéaire
pour le C6, le C10 et le C12. Cette équipe a aécsdé d’utiliser du plasma témoin sain pour
ces trois composés, leur concentration endogene lehsujet sain étant tres faible (79).
D’autres équipes ont utilisé une matrice aqueu34)(1'équipe de L.Vernez (31) a comparé
les gammes effectuées dans 'eau, le plasma diGdysédff de la membrane 6-8000 Da) et le
BSA 4% . Les résultats pour la calibration danau'@&taient de 10 a 20% plus élevés que
dans le plasma dialysé. Les résultats sur plasmigséi et sur BSA étaient identiques. Il
semble difficile en pratique de dialyser les plasmai serviront pour la gamme. Cependant,

la méthode pourrait étre développée et testéeawegamme sur BSA.

4.2.4 La chromatographie

Nous avons testé la méthode avant I'utilisatiofldELC sur un autre spectrometre de masse
du laboratoire (API 3000). Les résultats montraiené intégration tres difficile des pics :
I'intégration automatique était aléatoire, les pétaient larges, mal définis et nécessitaient
une intégration manuelle fastidieuse et peu repiole. Ces constatations nous ont amené a
mettre au point une méthode comportant une étapplgration chromatographique. Apres
avoir testé différents types de colonnes (2 colen848 en phase inverse, une colonne
HILIC), nous avons choisi une colonne en phaserge/€18 avec des paramétres permettant
d’éluer au mieux les 12 acylcarnitines choisis. @G@mous l'avons vu dans la partie 2, la
séquence d’élution comprend 100% de solvant aqpeisk 100% de solvant organique, ce
qui permet une séparation satisfaisante des carapagec cette colonne (durée de vie:
environ 500 analyses). La séparation préalable me&cules permet une intégration
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automatiques des pics (gain de temps et meilleepeoductibilité) mais requiert un temps
nettement plus long d’analyse (15 minutes au le@ dhinutes en FIA).

4.2.5 Suppression d’ionisation, effet matrice, i&tan du signal

De nombreux phénomeénes interviennent lors de Bation des molécules dans la MS. Ainsi,
certains composés présents dans le plasma peuvedifien ou interférer avec cette
ionisation. A I'opposé, le signal peut étre sateinécas de fortes concentrations en différents
analytes: c'est le cas des points de gamme (latigolunjectée comprend tous les
acylcarnitines en concentration élevée) qui ordimtt8.10"6 counts, seuil de saturation de
I'analyseur. De ce fait, nous avons di diluer leg {3 de gamme au 1A% & la fin de la
préparation.

En ce qui concerne un éventuel effet matrice, meusavons pas évalué.

4.3 Performances et limites de la méthode

Les limites de détection et de quantification deckanitine et des acylcarnitines sont
satisfaisantes par rapport aux domaines de vajgwysiologiques et pathologiques de ces
molécules.

La limite supérieure de linéarité du CO (60uM) espond a une limite haute des valeurs
physiologiques. Tout résultat supérieur a cettitdimevra étre dilué au F%

Pour les acylcarnitines, les LSL sont inconnuea.été convenu de diluer au 1/10éme tous les
échantillons ayant une valeur élevée de carnitbre (100 pmol) pour éviter les phénomeéenes
de suppression ionigue (au niveau de la sourcejtsrgar un fort taux de CQIne étude de

la LSL devra étre effectuée pour les acylcarnitigigee a la méthode des ajouts dosés.

La répétabilité et la fidélité intermédiaire du Gnt comparables entre elles en fonction du
niveau de concentration. Pour le niveau bas, leeSlvautour de 24%. Il faut noter que ce
point est dilué au £3® ce qui peut participer & 'augmentation du CV.C¥ du niveau
intermédiaire a 11% dans les deux études de #délitorrespond au niveau de carnitine qui
sera plutét normal haut d’aprés I'estimation de waleurs physiologiques. Le CV du point
haut est autour de 12%. Pour les acylcarnitiness#i de répétabilité montre globalement des
CV inférieurs a I'essai de Fl. Nous pouvons exmigcette tendance par la variabilité inter et

intra-individuelle des gammes d’étalonnage, pais délicat de la méthode (dilutions, prises
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de solvants...) et par la variabilité intrinsequelalenéthode spectrométrique. En Fl, ces CV
varient de 14% pour le C6 a 48% pour le C4. Glaheld, ils sont autour de 20% pour la
majorité des acylcarnitines.

L’estimation de I'incertitude de mesure du CO dasmrande pour les valeurs faibles : 47%
versus 22% pour les valeurs intermédiaires et 2686 |@s valeurs hautes. Le biologiste doit
donc garder en mémoire ces différentes incertit{@¢ de la méthode, incertitudes de
mesures...) dans son interprétation des dossiersretde la discussion avec le clinicien
(diagnostic positif, exclusion d’un diagnostic, lpreement de contréle...).

La technique a un faible taux de contamination 2@ que I'on peut considérer comme

négligeable.

4.4 Stabilité des acylcarnitines

Concernant la stabilité de la carnitine et descyitines dans le plasma a +4°C (a JO, J3 et
J7), il semble que tous les composés soient stgBiegscalculés inférieurs aux CV de la
méthode) sauf pour le C2 dont le taux augmente vtmps. Il est nécessaire de confirmer
ces résultats sur un plus grand nombre d’échamsillo

Cette augmentation du C2 pourrait étre expliguée lpa production d'acétylCoA et

d'acylcarnitines, par les globules blancs par exemp

4.5 Estimation des valeurs de référence biologique

4.5.1 Discussion générale

Une étude de Cavedon and al. visant a définir Biotpde I'age et du sexe sur les taux de
carnitine et d’acylcarnitines a été réalisée ergigee entre 2001 et 2003 en 2005 sur 433
échantillons de sang total (buvards) d’individusisal.e but était de savoir si I'utilisation des
normes de nouveaux-nés agés de 3 a 6 jours avaitpatt sur le diagnostic de MHM chez
des individus plus agés. Les résultats ont montli€ yjavait peu de différences liées au sexe
mais une variation statistiquement significatives daux fonction de I'age, qui restait
cependant trop modeste pour avoir un impact magur la plupart des MHM. La
connaissance de ces variations pouvait étre wiits de rares cas ou les anomalies étaient tres

discrétes, a la limite du seuil de décision médi¢aB2). D'autres études ont démontré que les

141



valeurs de la carnitine libre et des AC étaiens glevées dans le sang total que sur plasma
(135)(136) a cause des AC a longues chaines deri@brane des érythrocytes. Il est probable
gue le schéma de variations dans le plasma swi€fee que sur sang total mais cela nécessite
confirmation sur d'importantes cohortes (132).
Nous avons utilisé ces groupes d’age en les modliggerement. Ils sont justifiés de la fagon
suivante :
* groupe 1 : nouveaux-nés prématurés : faible padsaissance
e groupe 2: nouveaux-nés a terme 1-7 jours (remglgroupe contrble 3-6
jours (période du Guthrie) : début de 'alimentatiactée, adaptation a la vie
extra-utérine
» groupe 3 : nourrissons a terme 7 jours-2 moisneitation lactée exclusive
e groupe 4: nourrissons a terme 2 mois-18 mois erdification alimentaire,
réduction du nombre de repas, allongement de lageéde jeline nocturne.
» groupe 5: enfants de 18 mois a 5 ans : age psaszol
e groupe 6 : enfants de 5 a 10 ans : age scolaire
e groupe 7 : enfants de 10 a 17 ans : adolescence

e groupe 8 : adultes a partir de 18 ans

L’age de la diversification alimentaire en Fransé @utbt situé entre 4 et 6 mois et I'entrée
dans I'age scolaire est plutdt aux alentours darg&4

Le faible nombre déchantillons étudiés ne nousmmér pas d'obtenir de valeurs
physiologiques mais il nous permet de vérifier@nparer les valeurs dont nous. Concernant
le choix des tranches d’age, nous avons suivi |bligation belge (avec de minimes
modifications) mais il serait utile de les adapgede les comparer aux habitus francais décrits
ci-dessus dans une étude de plus grande envegigus, nous ne pouvons pas totalement
comparer nos valeurs a cette étude realisée sy teaal. Nous pouvons comparer les
tendances mais nous devons aussi comparer nosageswix autres valeurs de référence
obtenues sur plasma, en gardant a I'esprit leérdifices de techniques.

Nous avons décidé de calculer les AC totaux aineilgs ratios AC/CO mais les AC totaux
sont en realité incomplets étant donné que nougon& quantifié qu’'une partie des AC.
Cependant, ces AC que nous avons gquantifiés reyetgela prés de 90% des AC totaux

réels.
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Les témoins pédiatriques ne présentent pas leyesid’exclusion définis mais ces patients
ont consulté au CHU (urgences, consultations slis®és) ou ont été hospitalisés. Nous
connaissons les motifs de leur hospitalisation fgoscommun patient informatisé), la
bronchiolite étant la cause la plus fréquente @itaisation chez les nourrissons de I'étude.
Pour une plus grande maitrise et rigueur d’inclusibfaudrait proposer des questionnaires
ciblés aux parents (antibiotiques, alimentationhglagie chronique...).

Nous avons exclu certains patients en cours d'éwateles valeurs retrouvées étaient
aberrantes (part d’hémodilution, phase pré-analgtigon totalement maitrisée...) d’ou le
faible recrutement au final.

Il serait intéressant d’étudier les valeurs phygjajues sur sang de cordon dans le cadre d’'un
éventuel dépistage néonatal.

D’apreés les résultats de D.Rabier, il semble guau& de carnitine augmente deés le début de
la deuxiéme semaine de vie (a partir U°§our) pour atteindre un taux proche de I'adulte &
partir d'un an. Ces résultats ne concordent pas avautres études (voir chapitre sur la

régulation de la carnitine dans la partie 1).

Concernant les résultats des prématurés, nousspestins pas de valeurs de référence. Il a
été rapporté une relation entre le poids de naigsahle taux de carnitine (cf partie 1) mais

Nous n'avons pas retrouveé cette relation dans atide (réflexion basée sur I'observation des
résultats des prématurés, dont nous avions le peigdsissance, en annexe).

Les témoins adultes sont des individus sains, de£3 ans: 9 femmes et 5 hommes. Nous ne
les avons pas différenciés fonction du sexe masniblerait que le sexe influe sur le taux de
carnitine, les hommes ayant globalement des taus @levés de carnitine que les femmes
dans notre étude. L'étude belge avait montré gaesérils les taux de C14, C16 et C18:1

comportaient des variations (non précisées) liéesexe. Il serait aussi intéressant, sur une
plus grande cohorte et a l'aide d’'un questionndiétudier I'influence de certains paramétres

sur le taux de la carnitine et des acylcarnitinesxe, tabagisme, index de masse corporel
(IMC)...

4.5.2 Comparaison des résultats par rapport awukgl'normales" disponibles dans la
littérature

De maniere générale, les valeurs de carnitineg o@D, C2 et acylcarnitines totaux sont dans

la fouchette basse par rapport aux valeurs detéadture. Les valeurs minimales et %
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percentile sont mémes parfois en dessous la linfiégeure la plus basse retrouvée dans cette
littérature. En revanche, pour d'autres acylcare#tj c'est le contraire avec souvent une

moyenne qui reste dans les intervalles de ladiiée mais parfois aussi tres au dessus des
"normales” comme:

-le C18, qui est augmenté de maniére tres impartpotir les 5-17ans ( avec une "tendance"

haute pour les autres tranches d'age)

-le C3, qui est augmenté chez les prématurés,adis et 18-59 mois

Bien entendu, nous ne disposons pas de valeursf@@mce de comparaison pour certaines

tranches d'ages.

Voici la comparaison détaillée de quelques valadrdtes avec les valeurs de la littérature:
*C0 : 18-33 uM pour notre étude versus environ 207a60uM pour les autres : notre limite
haute (95me percentile) est sans doute sous-estimée danspujitdation, ce qui pourrait étre
expliqué par un recrutement prédominant de fem@ete constatation du CO abaissé ne se
confirme pas sur les résultats des CQE: le CO pastabaissé”.

*C2 : 2.56 uM pour notre étude versusl3uM

*C4 : 0.180.75 uM pour notre étude versus 0.05 UM : notre limite supérieure est plus
élevée mais cet acylcarnitines est un des plugcitiffa doser en raison de ses propriétés
physico-chimiques (a la limite entre le comportetrgmrophile et hydrophobe).

*C10 : 0.130.81uM pour notre étude versus 0.08uM

*C12: 0.05-0.27uM pour notre étude vers0904-0.14uM

Concernant les acylcarnitinesdQ), les limites inférieures sont moins sujettes awdision car

c’est leur augmentation qui est pathologique, signae accumulation anormale.

4.5.3 Comparaison des résultats entre les diffésainanches d'age

Il faut bien sOr prendre en compte la faible puissastatistique de notre étude. Il ne s'agit que
de tendances qui restent a confirmer sur une phge Ipopulation.
Globalement, les tendances décrites precédemmesiemrésultats sont les suivantes:
-Concentrations en CT et CO semblant augmentegpaunentre 2-18mois et 18-59
mois.
-Evolution assez stable des concentrations en gi@ux, C2, C4, C5, C6, C8, C10

(avec C10 adulte augmentant mais a confirmer).
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-Evolution stable du ratio AC/CO.

-Evolution inhomogene du C3 avec pic chez les pténds et 18-59 mois.
Les différences les plus notables en fonction &gel'semblent concerner CT, CO et C3 avec
des concentrations un peu plus élevées chez I&sels et 18-59 mois. Dans I'étude de
Cavedon and a(132), le CO est plus élevé chez les 2-18 mois &3 plus élevé sur sang de
cordon et dans les groupes 2-18mois et 19-59mei€£10 n'est pas augmenté dans le groupe
adulte.Ces résultats incitent a entamer une nouvelle étidede vérifier si ces tendances se

confirment.

4.6 Principes d’interprétation

L’objectif de la mise en place d’'une méthode guatitie basée sur une gamme d’étalonnage
externe est I'obtention de valeurs chiffrées fiabl@écises et reproductibles. Cependant, pour
améliorer le diagnostic de ces pathologies, I'mtération de ces valeurs doit suivre un
schéma rigoureux. L'’American College of Metabolicer@tics a émis quelques
recommandations (81). Elles sont destinées aulpief acylcarnitines mais on peut les
transposer au dosage quantitatif de ces molécules.

1) interprétation des résultats par un spécialistdifqua

2) augmentation d’'un ou plusieurs acylcarnitines basféela comparaison avec des
bornes de référence établies selon I'dge et donpeldinence a été vérifiée au
laboratoire

3) linterprétation est basée sur des schémas de mawance et des corrélations entre
les différents résultats de I'analyse, linterptiéta tient compte d'un faisceau
d’arguments

4) Le diagnostic différentiel concernant les espegamtapotentiellement des isomeres
(C4, C5, C5-0OH, C5-DC) est critique et on ne patustr dessus (96).

5) Le schéma basique des margueurs primaires/princigssociés a chaque pathologie
doit étre utilisé.

6) En plus des marqueurs primaires, l'utilisation degios est importante pour
l'interprétation de résultats anormaux (exemplatior C8/C10 pour le déficit en
MCAD).

7) Dans certains cas, I'analyse des I'analyse desawytines ne permet pas de mettre

en évidence d’anomalies alors que la pathologigpestente (faux négatifs). Il faut
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prendre en compte que l'accumulation d’acylcaregirest le reflet de I'activité
résiduelle d’enzymes défectueuses, de la quanttécarnitine (et précurseurs)
apportée par I'alimentation et du statut anabolisatabolisme du patient.

8) En cas d’anomalies modestes, il faut se référamiaenu de carnitine du patient, un
déficit en carnitine pouvant impacter l'analyse dessultats. Par exemple,
I'accumulation d’'un ou plusieurs acylcarnitines pétre provisoirement compensée
par la carnitine qui détoxifie la cellule de ceylearnitines : la carnitine est donc
abaissée et les acylcarnitines incriminés sont aorou légérement éleveés.

9) Certains médicaments (acide valproique, acide igwal céfotaxime...) peuvent
entrainer une augmentation d’'un ou plusieurs anylbaes (137) (69)

10)D’autres composés exogenes (meétabolites de certaigslicaments, additifs
alimentaires, solutés intraveineux contenant durds&) peuvent produire des especes
dont le rapport m/z est trés proche des acylcagstd’intérét diagnostic au risque de
les masquefen mode precursor ion scan, dans le cadre du profil).

11)Des artéfacts dus a l'alimentation sont aussi ptesi lIs sont souvent liés a des
régimes particuliers (huiles enrichies en triglygdés a chaines moyennes, régime

cétogene : a tres faible teneur en glucides) (138).

4.7 Perspectives

Il est indispensable de compléter la méthode edarféssant aux acylcarnitines
« complexes ». Restent aussi les difficultés darsdjon des isoméres.

Les seuils de détection et de quantification den&hode doivent permettre une meilleure
discrimination en cas de valeurs a la limite daslsgathologiques mais aussi pour un fin
suivi des traitements.

Il semblerait important de pouvoir évaluer ce getdectechnique apportera dans la pratique
médicale par rapport a I'ancienne. Y aura-t-il pliespathologies diagnostiquées grace a cette
technique ou a I'adaptation des référentiels désuva physiologiques ? Quel sera I'impact
cliniue s’ilyenaun ?

Les valeurs de référence biologiques devront &rdircnées sur un effectif de population
significatif.

Des axes de recherche existent quant a une pdiemékation entre carnitine, acylcarnitines

et pathologies métaboliques « acquises» commeleth de type 2 et I'obésité. Il y a aussi
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des études en rapport avec l'autisme et les malagierodégénératives. Au-dela de I'exercice
de routine, notre technique pourrait étre déveleiin d’étre utilisée pour la recherche.
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Conclusion

Les anomalies du métabolisme des acides gras esmalhologies complexes. Les cliniciens
sont de plus en plus sensibilisés a leur diagnesties laboratoires tentent de progresser afin
de proposer des examens fiables, reproductiblésjspet rapides. Nous avons mis au point
une méthode comportant une étape de séparatiormatographiqgue avant I'analyse
spectrométriqgue. Cette méthode comporte des p@ositifs (bonne séparation des pics
chromatographiques, intégration automatique de pies, seuils de détection et de
quantification bas...) mais aussi des points négqtifslevront étre travaillés (extension de la
méthode a d’autres acylcarnitines, amélioratiomadgamme...). L’estimation des valeurs de
référence biologiques que nous avons initi€ée naaiei a poursuivre le recrutement et a
obtenir des informations cliniques pertinentes agnrépondre a certaines questions : quelle
est la relation exacte entre poids de naissantairtde carnitine ? Quelle est I'évolution des
concentrations des différents acylcarnitines ertion de I'age ? Quelle est l'influence réelle
du sexe sur les valeurs ? Peut-on identifier desutacteurs influencgant significativement ces
valeurs « physiologiques » ? Des parametres ted’iqdiuence de 'hémolyse ou la stabilité
des acylcarntines plasmatiques nécessitent auasires investigations. De plus, avec les
exigences actuelles de I'accréditation, il sembienprdial que nous puissions disposer de
contrles qualités internes “industriels". Ces mé#s hyper spécialisées et complexes,
comportant une partie manuelle importante ainsiugutraitement de données en partie
manuel lui aussi, sont accréditables en portée B elfes nécessiteront un travail long et

majeur afin de parvenir a ces exigences.
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Annexes

A. Détail de I'étude des témoins adultes

Adultes

CT
Co
c2
C3
C4
C5
C6
Cc8
C10
C12
C14
Cle
C18
AC
AC/CO

TATF
27,4
22,8
2,61
0,503
0,211
0,298
0,142
0,0658
0,133
0,0675

4.6
0.2

TA 14

22
17,5
2,92
0,235
0,54
0,1
0,0829

9 femmes, 5 hommes

TALF
22,9
19
2,36
0,236
0,458
0,0897
0,0927
0,101
0,182
0,126
0,0807
0,122
0,0704
3,9
0,21

TA2 M TA3F
42,4 27,4
35,4 19,9
3,92 5,76
0,444 0,247
0,423 0,408
0,214 0,0866
0,173 0,125
0,36 0,178
0,729 0,302
0,259 0,168
0,119 0,0948
0,231 0,131
0,145 0,0718
7 7,5
0,20 0,38

moyenne CO femmes: 22uM
moyenne CO hommes: 28,74uM

TA8 F
34,6
28,4
3,11
0,611
0,68
0,345
0,181
0,23
0,382
0,0854

6.2
0.22

Moyenne Médiane type

30,46
24,43
3,84
0,40
0,44
0,15
0,12

28,30
22,55
3,61
0,38
0,42
0,11
0,11

TA9 M TA10 F
38,8 29,2
27,6 22,3
6,89 4,05
0,459 0,243
0,398
0,26 0,0779
0,219 0,129
0,418 0,454
0,667 0,949
0,214 0,278
0,103 0,103
0,165 0,13
0,112 0,09
11,2 6,9
0,41 0,31
Ecart
mini maxi
6,28 22 42,4
5,46 17,5 35,5
1,27 2,36 6,89
0,15 0,235 0,651
0,19 0,134 0,866
0,09 0,0433 0,345
0,04 0,0829 0,219

moyenne d'age: 27 ans

TAAM
36,9
30,8
4,16
0,651
0,223
0,0749
0,116
0,202
0,336
0,0872
0,0274
0,119
0,0786
6,1
0,20

TAl1lF
25,6
18,5
4,71
0,595
0,866
0,146
0,0987
0,107
0,143
0,116
0,0823
0,137
0,0697
7,1
0,38

5é
percentile
22,59
18,15
2,52

0,24

0,18

0,06

0,08

TAS M

34,9
29,2
4,02
0,362
0,489
0,134

0,0935
0,0941

0,149
0,12
0,08
0,133

0,0882

57
0,20

TA12 F

26,1
21,5
2,98
0,313
0,473
0,117

0,0839
0,0879

0,124
0,118
0,078
0,112
0,074
4,6
0,21

95¢ percentile

40,06 CT
32,41 CO
6,16 C2
0,63 C3
0,75 C4
0,31 C5
0,19 C6

TA6 F
32,8
28,4
3,3
0,401
0,134
0,0433
0,0929
0,103
0,14
0,0273
0,0203
0,0953
0,0624
4,4
0,15

TA13 M
25,5
20,7
2,94
0,335
0,421
0,107
0,0893
0,142
0,234
0,146
0,0957
0,179
0,129
4,8
0,23
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0,097 0,19
0,136 0,33
0,114 0,14
0,0777 0,08
0,109 0,14
0,0613 0,09
4,5 6,036
0,26 0,25

0,12
0,21
0,12
0,08
0,13
0,08
5.9

0.22

0,13
0,27
0,07
0,04
0,05
0,03
1.9

0.08

0,0658
0,133
0,0273
0,0203
0,0953
0,0613
3,9
0,15

0,454
0,949
0,259
0,119
0,231
0,145
11,2
0,4

0,08
0,13
0,05
0,02
0,10
0,06
4.23
0.18

0,43
0,81
0,27
0,11
0,20
0,14
8.8

0.39

B. Détail de I'étude des témoins prématurés (9)

préma (9)

T63 PN=2300g
T80 PN=770g
T90 PN=2250g
T91 PN=2310g
T62 PN=750g
T104 PN=1710g
T111 PN=2100g
T112 PN=1785g
T113 PN=1480g
moyenne
meédiane
écart-type
valeur min
valeur max
5éme
percentile
95éme
percentile

AC
2,57
4,72
6,10
4,40
1,88
3.60
4,70
5,10
3.89
4,11
4,40
1,294
1,88
6,1

2,16

57

AC/C
0.33
0.78
0.35
0.39
0.23
0.21
0.14
0.17
0,11
0,30
0,23
0,204
0,11
0,78

0,12

0,62

CT
10,40
10,80
23,70
15,60
10,20
21,10
39.00
35,90
39.39
22,90
21,10
12,355
10,2
39,39

10,28

39,2

Co
7.83
6,08
17,60
11,20
8,32
17,50
34,30
30,80
35,50
18,79
17,50
11,811
6,08
35,5

6,78

35

C2
1,09
2,36
3,28
2,70
0,63
2,88
2,97
3,46
2,85
2,47
2,85
0,971
0,63
3,46

0,82

3,39

C3
0,92
1,58
1,92
0,52
0.65
0.43
0,96
0.63
0,49
0,90
0,65
0,522
0,43
1,92

0,45

1,78

C8
C10
C12
C14
C16
C18
AC
AC/CO

C4
0,07
0.10
0,20
0.14
0,13
0.01
0,26
0.28
0,13
0,14
0,13
0,089
0,01
0,28

0,03

0,27

C5
0,11
0.09
0,22
0.08
0,11
0,04
0,18
0.28
0.14
0,14
0,11
0,074
0,04
0,28

0,057

0,25

C6
0,01
0,02
0,02
0.03
0,00
0.01
0,056
0,05
0,03
0,03
0,02
0,018

0,05
0,005

0,05
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Cc8
0.07
0,13
0.08
0,15
0,05
0,06
0.07
0,10
0.09
0,09
0,08
0,032
0,05
0,15
0,06
0,14

C10
0.06
0.13
0.08
0,22
0.05
0.08
0.08
0,11
0.06
0,10
0,08
0,053
0,05
0,13
0,06
0,18

C12
0,06
0,10
0.09
0,14
0.07
0,03
0,08
0,10
0.03
0,08
0,08
0,034
0,03
0,14
0,031
0,12

C14
0.03
0,05
0.03
0,06
0.03
0.00
0.01
0,01
<0
0,03
0,03
0,023

0,06
0,002
0,06

C16
0.10
0,09
0.07
0,22
0.09
0,04
0.04
0,04
0.04
0,08
0,07
0,057
0,04
0,22
0,039
0,17

C18
0.10
0,09
0.09
0,13
0,11
0,02
0,02
0,02
0,02
0,07
0,09
0,045
0,02
0,13
0,018
0,12

T63 PN=2300g
T80 PN=770g
T90 PN=2250g
T91 PN=2310g
T62 PN=750g
T104 PN=1710g
T111 PN=2100g
T112 PN=1785¢g
T113 PN=1480g
moyenne
médiane
écart-type
valeur min
valeur max
5eme percentile
95eme percentile

C. Détail des témoins de 0-7jours (3)

0-7jours

T65M0O-Tm
TI17FO-Tm
T151 FO-Tm
moyenne
médiane
écart type
minimum
maximum
5ém
percentile
95em
percentile

CT

50,

17

20,
29,
20,
18,

17

9

9
6
9
55

50.9

17,39

47,9

Co
45,4
12,3
17,7
25,13
17,7
17.76
12.3
45,4

12,84

42,63

Cc2 C3 C4
3.95 0,642 0,25
3.06 0.126 0,101
1,98 0,166 0,05
3.00 0.28 0.13
3.06 0,166 0,101
0,99 0.23 0.10
1,98 0.126 0,05
3,95 0,542 0,25
2,088 0,13 0,055
3,861 0,5044 0,2351

C5
0.166
0.131
0.118
0.14
0,131
0.02
0.118
0,166

0,1193

0,1625

C6
0,062
0,105
0,053
0.074
0,062
0.03
0,053
0,105

0,0543

0,1007

C8
0,064
0.192
0,0581
0.10
0,064
0.08
0,058
0,192

0,05869

0,1792
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T65 M 0-Tm
T117 FO-Tm
T151 FO-Im
moyenne
médiane
écart type
minimum
maximum

C10 C12 C14 C16 Cc18 AC ACICO
0,0637 0,112 0,108 0,0958 0,102 55 0,12
0,311 0,204 0,14 0,207 0,127 47 0,38
0,0651 0,136 0,129 0,203 0,153 3.2 0,18
0,15 0,15 0,13 017 0,13 4,47 0,23
0,0651 0,136 0,129 0,203 0,127 4,7 0,18
0,14 0,05 0,02 0,06 0,03 1,17 0,14
0,0637 0,112 0,108 0,0958 0,102 3.2 0,12
0,311 0,204 0,129 0,207 0,153 55 0,38
0,06384 0,1144 0,1101  0,10652 0,1045 3,35 0,13
0,28641 0,1972 0,1389  0,2066 0,1504 5,42 0,36
D. Détail des témoins de 7jours-2mois (7)

CT c2 C3 c4 C5
T114M 0-1m 146 115 2,18 0,083 0,0182 0,088
T116 M 0-1m 48 435 3,25 0,351 0,191 0,156
T125 F 0-1m 14,1 114 1,88 0,061 0,032 0,093
T153 F 0-1m 354 28,9 5,1 0,244 0,0994 0,095
T105F 1-2m 253 21,2 2,25 0,408 0,265 0,168
T154 M 1-2m 39,5 35,7 2,04 0,515 0,194 0,177
T21 F 1-2m 32,1 284 219 0,639 0,107 0,163
moyenne 29,86 25,80 2,70 0,33 0,13 0,13
médiane 32,10 28,40 2,19 0,35 0,11 0,16
écart type 12,65 11,98 1,15 0,21 0,09 0,04
minimum 14,10 11,40 1,88 0,08 0,02 0,09
maximum 48,00 43,50 5,10 0,64 0,27 0,18
5eéme percentile 14,25 11,43 1,93 0,07 0,02 0,09
95eme
percentile 4545 41,16 455 0,60 0,24 0,17

5¢ percentile
95eépercentile

C6 C8
0,06 0,074
0,063 0,066
0,041 0,041
0,095 0,128
0,175 0,135
0,144 0,114
0,167 0,058
0,11 0,09
0,09 0,07
0,06 0,04
0,04 0,04
0,18 0,14
0,05 0,05

0,17 0,13

166



C10 C12 Cl4 Cl6 Ci18 AC AC/CO

0,074 0,104 0,114 0,187 0,131 3,1 0,270 T114M O-1m
0,0573 0,126 0,109 0,101 0,1 45 0,103 T116 M 0-1m
0,0329 0,101 0,109 0,166 0,125 2,7 0,237 T125F 0-1m

0,17 0,158 0,134 0,147 0,106 6,5 0,225 T153 F 0-1m
0,229 0,175 0,0975 0,152 0,0703 4,1 0,193 T105F 1-2m
0,177 0,107 0,0681 0,135 0,0816 3,8 0,106 T154 M 1-2m
0,129 0,109 0,0845 0,0391 3,7 0,130 T21F 1-2m

0,12 0,13 0,11 0,14 0,09 4,06 0,18 moyenne

0,23 0,11 0,11 0,15 0,10 3,80 0,19 médiane

0,07 0,03 0,02 0,04 0,03 1,23 0,07 écarttype

0,03 0,10 0,07 0,08 0,04 2,70 0,10 minimum

0,23 0,18 0,13 0,19 0,13 6,50 0,27 maximum

0,04 0,10 0,08 0,09 0,05 2,82 0,10 5éme percentile

0,21 0,17 0,13 0,18 0,13 5,90 0,26 95eéme percentile

E. Détail des témoins de 2-18 mois (11)

AC AC/CO CT Co c2 C3 Cc4 C5
T71 95 0,2914 42,1 32,6 8,02 0,374 0,233 0,129
T17 36 0,16 26,10 22,50 1,96 057 0,14 0,13
T20 48 0,1121 47,60 42,80 3,07 042 0,16 0,12
T 64 3,9 0,2086 22,60 18,70 2,57 037 0,04 0,09
T81 6,5 0,1526 49,10 42,60 4,15 1,10 0,21 0,13
192 6,6 0,1964 40,20 33,60 4,46 0,65 0,10 0,09
T96 6,1 0,1164 585 524 431 0,795 0,195 0,0945
T 93 4 0,1105 40,2 36,2 2,28 0,87 0,197 0,251
T128 10,3 0,5124 30,4 201 7,78 1,25 0,327 0,116
T 131 5 0,1316 43 38 3,55 0,68 0,187 0,0641
T94 9,3 0,2527 46,1 36,8 7,37 0,652 0,186 0,0982
moyenne 6,32727 0,2041 40,536 34,21 4,5018 0,7029 0,1797 0,1193
médiane 9,4 02721 44,1 34,7 7,695 0,513 0,2095 0,1136
écart-type 2,4017 0,1183 10,576 10,39 2,2271 0,2859 0,0731 0,0485
valeur min 36 01105 226 187 1,96 0,37 0,04 0,0641
valeur max 10,3 0,51 585 524 8,02 1,25 0,327 0,25
5eme
percentile 3,75 0,1113 24,35 19,4 2,12 0,37 0,0694 0,0746
95éme
percentile 9,9 0,4019 53,8 47,6 79 1,175 0,28 0,1905
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C6

C8

0,159 0,055

0.07
0,08
0,06
0,08
0.08

0,066
0,041
0,055
0,04
0,083

0,073
0,121
0,032
0,04
0,159
0,04
0,121

0.13
0.16
0,11
0,12
0.12

0,041
0,016
0,024
0,033
0,112

0,083
0,083
0,05
0,016
0,16
0,02
0,144

Cl10 C12

0,146 0,114

0,16 0,13

0.19
0.15

0,17
0.16

0,18 0,19
0,19 0,19

0,131 0,142
0,081 0,074
0,1 0,206

0,116

0,07

0,235 0,169
0,153 0,147
0,191 0,142
0,045 0,046

0,08
0,254

0,07
0,26

0,09 0,072

0,213

0,2

Cl4

0.03
0,05
0,04
0,07
0,09

0,058
0,05
0,073
0,05
0,083

0,059
0,083
0,018
0,03
0,083
0,037
0,085

Cle
0,215
0.08
0.13
0.14
0,11
0.21

0,083
0,092
0,162
0,086
0,156

0,133
0,186
0,049
0,08
0,215
0,083
0,214

C18
0,087
0.13
0,24
0.18
0.17
0.34

0,174
0,0893
0,287
0,063
0,177

0,1753
0,132

0,0853
0,063
0,34
0,075
0,312

T71
T17
T20
T 64
T81
192
T96
T 93
T128
T 131
T 94
moyenne
médiane
écart-type
valeur min
valeur max

5éme percentile
95eéme percentile

F. Détail des témoins de 18-59 mois (7)

176
177
T157
T 145
17129
T95
T156

moyenne
médiane
écart-type
valeur min
valeur max
5eme
percentile
95éme
percentile

AC

9,70
5,50
5,10
9,80
5,30
8,50
8,10
7,43
8,10

2,08384

5.1
9.8

5,16

9,77

AC/CO
0,1708
0,2174
0,1735
0,1863
0,1468
0,1793
0,2832
0,19
0,18
0,0447
0.147
0.28

0,154

0,2635

CT
66,50
30,80
34,50
62,40
41,40
55,90
36,70

46,89

41,40
14,449
30.8
66.5

31,91

65,27

Co
56,80
25,30
29,40
52,60
36,10
47,40
28,60

39,46
36,10

12,7
25.3
56.8

26,29

55,54

Cc2
4,34
3,91
3,47
8,18
3,84
7.19
6,84

5,40

4,34

1,9368
3.47
8.18

3,581

7,883

C3
4,05
0,61
0.39
0,31
0.44
0,27
0.28

0,91

0,39

1,391
0.27
4.05

0,2708

3,0189

C4
0.39
0,08
0.28
0.33
0.35
0,31
0.25

0,28

0,31

0,0995
0.08
0.39

0,1342

0,3765

C5
0.17
0,07
0,11
0,14
0.16
0,11
0.07

0,12

0,11

0,0396
0.07
0.17

0,0684

0,1655
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C6 Cs8
0,02 0,09
0,02 0,10
0,06 0,13
0,06 0,13
0,03 0,05
0.04 0,09
0,04 0,09
0,04 0,10
0,04 0,09
0,016 0,028
0.02 0.05
0.06 0.13
0,02 0,059
0,06 0,131

C10
0.14
0.15
0,21
0.19
0,06
0.14
0,10

0,14

0,14

0,05

0.06
0.21
0,072
0,202

Ci12
0,10
0.10
0,10
0.09
0,07
0.09
0,07

0,09

0,09
0,015

0.07

0.1
0,07

0,104

Ci4
0,06
0.05
0,08
0.07
0,07
0.07
0,06

0,07

0,07
0,011
0.05
0.08
0,052

0,08

Ci16
0.18
0.15
0.12
0.12
0,11
0.12
0,10

0,13
0,12
0,028
0.1
0.18
0,105
0,173

C18
0.19
0.18
0.12
0.19
0.16
0.13
0,11

0,15
0,16

176
177
T157
T 145
T129
195
T156

moyenne
médiane

0,0318 écart-type
0.11  valeur min
0.19  valeur max
0,1147 5eme percentile
0,1881 95eme percentile

G. Détail des témoins de 5-10 ans (8)

T50
T66
T73
T75
T102
T108
T123
T127
moyenne
meédiane
écart-type
valeur min
valeur max
5éme
percentile
95eme
percentile

AC AC/CO
6,5 0,1757
2.3 0,3185
8.3 0,3756
4,6 0,1762
55 0,2083
8,2 0,2742
4,6 0,1723
3.9 0,1418

6,3625 0,2303
52 0,1587

2,02833 0,0831

3,9 01723
9,3 0,3756
4,145 0,1525
8,95 10,3556

CT CO
43,5 37
38,5 29,2
30,4 22,1
30,7 26,1
31,9 26,4
38,1 29,9
31,3 26,7
31,4 27,5

34,475 28,11

37,45 32,25

4,8963 4,291

304 221
43,5 37

30,505 23,5

41,75 34,52

Cc2
4,3
6,91
6,7
2,58
3,75
4,89
2,94
2,25
4,29
3.275
1,7821
2,25
6,91

2,3655

6,8365

C3 C4
0,618 0,28
0,558 0,272
0,465 0,179
0,652 0,309
0,518 0,223
0,672 0,361
0,536 0,244
0,588 0,261

0.5759 0,2661
0,603 0,2705
0,0702 0,0548

0,465 0,179
0,672 0,361

0,4836 0,1944

0,665 0,3428

C5
0,104
0,0964
0,0926
0,103
0,0659
0,141
0,069
0,09
0,0952
0,097
0,0233
0,0659

0,141

0,067

0,1281
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C6
0,078
0,11
0,103
0,081
0,092
0,158
0,087
0,08
0,099
0.079
0,027
0,078

0,11
0,079
0,141

C8
0,035
0,182
0,102
0,061
0,115
0,475
0,054
0,052
0,134
0,043
0,146
0,035
0,475
0,041
0,372

Cl0 cC12
0,041 0,028
0,27 0,119
0,119 0,068
0,068 0,039
0,159 0,068
0,654 0,127
0,058 0,031
0,031 0,013
0,175 0,062
0,036 0,021
0,209 0,042
0,031 0,013
0,654 0,127
0,034 0,018
0,52 0,124

Ci4
0,021
0,034
0,038
0,02
0,024
0,03
0,021
0,014
0,025
0.017
0,008
0,014
0,038
0,016
0,037

C16
0,103
0,121
0,101
0,075
0,086
0,1
0,083
0,074
0.093
0,088
0,016
0,074
0,121
0,074
0,115

C18
0,883 T50
0,592 T66
0,351 T73
0,572 T75
0,332 T102
0,551 T108
0,534 T123
0,512 T127
0,5409 moyenne
0,6975 médiane
0,1696 écart-type
0,332 valeur min
0,883 valeur max
0,3387 5eme percentile
0,7812 95eme percentile

H. Détail des témoins de 11-17 ans (10)

AC AC/CO
5,2 0,1417
4,4 0,1406
6,4 0,2747
51 0,2297
10,5 0,3409
7,7 0,2429
4,5 0,2143
3,9 0,1535
13,9 0,4982

T41
T51
T72
T74
T83
T97
T124
T137
T138
T140

moyenne
meédiane
écart-type
valeur min
valeur max
5éme
percentile
95eme
percentile

8,6

0,351

7,02 0,2588
5,8 0,2363
3,20998 0,1129
3,9 0,1406

13,9

0,498

4,125 0,1411

12,37

0,432

CT
41,9
35,7
29,7
27,3
41,3
39,4
25,5
29,3
41,8
33,1

34,5
34,4
6,365
25,5
41,9

26,31

41,855

Cco
36,7
31,3
23,3
22,2
30,8
31,7

21
254
27,9
24,5
27,48
26,65
5,046

21
36,7

21,54

34,45

Cc2
3,07
2,46
3,98
3,38
8,18
5,43
2,74
2,27
115
6,59

4,96
3,68
3,0085
2,27
11,5

2,3555

10,006

C3
0,73
0,702
0,465
0,557
0,523
0,656
0,498
0,542
0,725
0,456
0,5854
0,5495
0,1077
0,456
0,725

0,4601

0,7278

C4
0,248
0,26
0,195
0,327
0,392
0,257
0,246
0,228
0,487
0,213
0,2853
0,2525
0,0912
0,195
0,487

0,2031

0,4443

C5
0,118
0,148
0,155

0,0688
0,152
0,128

0,0629

0,0845
0,167

0,0962

0,118
0,123
0,038
0,0629
0,167

0,0656

0,1616
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C6 C8 Cl0 Cl12 Ci4 Cil6 C18

0,077 0,071 0,066 0,029 0,014 0,078 0,648 T41
0,078 0,062 0,044 0,027 0,016 0,067 0,564 T51
0,09 0,08 0,096 0,044 0,026 0,102 1,13 T72
0,092 0,1 0,079 0,042 0,024 0,102 0,38 T74
0,106 0,107 0,116 0,07 0,031 0,082 0,683 T83
0,104 0,096 0,12 0,068 0,033 0,1 0,687 T97
0,076 0,064 0,063 0,034 0,018 0,071 0,64 T124
0,074 0,074 0,056 0,021 0,011 0,051 0,484 T137
0,123 0,082 0,112 0,053 0,023 0,08 0,504 T138
0,103 0,145 0,152 0,076 0,027 0,097 0,669 T140

0,092 0,088 0,09 0,046 0,022 0,083 0,6389 Mmoyenne

0,091 0,081 0,088 0,043 0,024 0,081 0,644 médiane

0,016 0,025 0,034 0,02 0,007 0,017 0,2003 écart-type

0,074 0,062 0,044 0,021 0,011 0,051 0,38 valeur min

0,123 0,145 0,152 0,076 0,033 0,102 1,13 valeur max

0,074 0,063 0,05 0,023 0,012 0,058 0,4268 5eme percentile
0,115 0,128 0,138 0,073 0,032 0,102 0,9307 95eme percentile

En rouge, les valeurs bien en dehors des bornesi(seles référentiels des tableaux IV et
V)
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