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Résumé

Dans les syndromes coronariens aigus, le ticagrelor améliore la survie comparativement au
clopidogrel. Les effets pléiotropiques de ce médicament ne sont pas entierement compris. La
métabolomique non ciblée, couplée avec des analyses computationnelles, a le potentiel
d’élucider les changements pathophysiologiques du métabolisme cellulaire associés aux
différentes maladies et aux traitements.

L’objectif de cette étude est de dévoiler une signature métabolomique discriminante entre le
clopidogrel et le ticagrelor dans le traitement de I'infarctus du myocarde avec élévation du
segment ST (STEMI).

La population de I'étude est formée de 175 participants de I'essai PLATO avec STEMI ayant subi
une intervention percutanée (PCl), randomisés a recevoir le clopidogrel (n=88) ou le ticagrelor
(n=87), appariés pour l'age, le sexe, le statut de dyslipidémie et de diabete. Un profil
métabolomique plasmatique non ciblé, obtenu par spectrométrie de masse (MS), est effectué
pour chaque individu a I'état de base (BL; maladie aigué) et au congé de I'"hOpital aprées en
moyenne 4 jours d’hospitalisation (DC; état post-traitement). L'étude des données a été
effectuée par une analyse de quantification différentielle, une analyse de la variance, la
construction d'un réseau de co-modulation et des techniques d'apprentissage automatique.

Huit (8) métabolites étaient modulés de facon différentielle entre les deux groupes de
traitement au congé, dont six (6) appartenant aux voies de biosynthése des acides gras
polyinsaturés omega-3 (n3) et omega-6 (n6). Les participants traités avec ticagrelor présentent
des niveaux plasmatiques significativement plus élevés des acides gras suivants : a et de y-
linolénate (n3 and n6), dihomo-linolénate (n6), stéaridonate (n3), docosahexaenoate (DHA,;
n3), eicosapentaenoate (EPA; n3) et arachidonate (AA; n6).

Chez les patients avec STEMI traités par PCl, des analyses de métabolomique non ciblées
révelent que les métabolites impliqués dans la biosynthese des omega-3 et des omega-6 sont
significativement plus élevé au congé dans le groupe traité par le ticagrelor, comparativement
au clopidogrel, suggérant que le remodelage du réseau métabolique apres un infarctus du
myocarde pourrait interagir avec la réponse aux antiplaquettaires.

Mots-clés : infarctus du myocarde, métabolomique, bio-informatique, antiplaquettaires,

clopidogrel, ticagrelor, acides gras polyinsaturés.



Abstract

Background:

In acute coronary syndromes, ticagrelor improved survival compared to clopidogrel.
Pleiotropic effects of this drug are not entirely elucidated. Untargeted metabolomics coupled
with computational analyses has the potential to help understanding pathophysiological
changes of cellular metabolism associated with different disease states and therapies.

Objectives:
The purpose of this study is to unveil a discriminant metabolomics signature comparing ST-
elevation myocardial infarction (STEMI) patients treated with clopidogrel and ticagrelor.

Methods:

The study population consists of 175 participants with STEMI from the PLATO Trial who
underwent percutaneous coronary intervention (PCl), randomized to receive clopidogrel
(n=88) or ticagrelor (n=87), matched for age, sex, dyslipidemia and diabetes status. Untargeted
mass spectrometry (MS)-based metabolomics profiling in plasma was performed at baseline
(BL; acute disease state) and repeated at hospital discharge after an average of 4 days of
hospitalization (DC; post-treatment state), for each individual. Data analysis was done through
differential quantification analysis, analysis of variance, co-modulation network construction
and machine learning techniques.

Results:

Eight (8) metabolites were differentially modulated by treatment between groups at DC, six
(6) of which belong to the polyunsaturated fatty acids omega-3 (n3) and omega-6 (n6)
biosynthesis pathways. Participants treated with ticagrelor harbor a significantly higher
plasmatic level of a and y linolenate (n3 and n6), dihomo-linolenate (n6), stearidonate (n3),
docosahexaenoate (DHA; n3), eicosapentaenoate (EPA; n3) and arachidonate (AA; n6).

Conclusion:

In patients with STEMI undergoing PCl, untargeted metabolomics reveals that metabolites
involved in omega-3 and omega-6 biosynthesis are significantly higher at discharge in the
ticagrelor treatment group when compared to clopidogrel, suggesting that the remodeling of
the metabolic network after myocardial infarction may interact with the response to
antiplatelet drugs.

Keywords: myocardial infarction, metabolomics, bioinformatics, antiplatelet, ticagrelor,

clopidogrel, omega fatty acids.
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Avant-propos

To6t dans mon parcours au Doctorat en médecine, je découvre la recherche a travers un projet
sur les fuites para-valvulaires auquel je participe a I'Institut de cardiologie de Montréal. Cette
premiere expérience m’a ouvert les yeux sur un monde qui m’était jusqu’a lors inconnu. Dans
le but d’explorer la recherche, d’approfondir mes connaissances et surtout d’apprendre une
méthodologie rigoureuse, je m’inscris au programme M.D.-M.Sc. A I'automne 2016, je débute
le programme de maitrise en sciences biomédicales avec un nouveau projet. Le désir de relever
un défi, de pousser mes limites, guide le choix du sujet de maitrise : la « métabolomique », une

science nouvelle pour moi.

Au fil des 3 dernieres années, j'ai découvert le monde de la métabolomique, sa rationnelle, ses
enjeux statistiques et son application clinique. Il va de soi que dans un futur proche, cette
science, avec les autres approches systémiques, feront partie intégrante des découvertes
médicales, de concert a la recherche fondamentale, biologique et clinique, pour permettre de
mieux comprendre des enjeux de santé. Une meilleure compréhension des processus
pathologiques, tels que les maladies cardiovasculaires, aura sans doute un impact individuel

et sociétal non négligeable, étant donnée la prévalence de ces affections.

Maintenant que mon Doctorat en médecine est terminé et ma résidence en médecine interne
débutée, je congois davantage l'intérét de I'innovation et la curiosité intellectuelle associée a
la recherche dans le domaine de la santé. Je désire par conséquent continuer a m’impliquer
afin de participer a des avancées en recherche clinique, qui permettront une prise en charge

compléte des patients et une meilleure qualité de vie.



Introduction

Les maladies cardiovasculaires figurent parmi les principales causes de mortalité et morbidité
dans les pays industrialisés'. En effet, malgré 'amélioration du traitement de I'infarctus aigu
du myocarde, les comorbidités associées a la maladie cardiaque ischémique demeurent au
premier rang de mortalité”. L'impact épidémiologique, sociétal et individuel de ces affections
est non négligeable. Ainsi, une meilleure compréhension de la physiologie cardiaque, des
processus pathologiques et de la réponse au traitement est primordiale afin de permettre une
approche systématique des diverses maladies cardiaques, telles que les syndromes

coronariens aigus.

En effet, les sciences fondamentales, cliniques et biologiques ont permis de répondre a de
multiples interrogations en lien avec ces pathologies fort prévalentes dans nos sociétés.
L'émergence des sciences systémiques, telles que la métabolomique, apporte de I'information
additionnelle qui modifie significativement la démarche en recherche clinique. Ces sciences
permettront sans doute de mieux caractériser les pathologies courantes, éventuellement dans
le but de diminuer la mortalité des patients et d’améliorer le pronostic ainsi que la qualité de

vie des personnes atteintes de maladies cardiovasculaires.

L'utilisation de la métabolomique en médecine clinique est associée a de multiples enjeux de
collecte, d’analyse et d’interprétation de données. Par conséquent, la bio-informatique et les
statistiques appliquées émergent parallelement aux sciences systémiques, pour permettre
une approche compréhensive et rigoureuse des métabolites étudiés. Etant donnée I’évolution
rapide des sciences systémiques, soient la génomique, la protéomique et la métabolomique, il
est d’autant plus nécessaire que les médecins soient a I'aise a comprendre la méthodologie
sous-jacente et a interpréter les résultats émergents de ces sciences. Ce travail s’adresse donc
a des scientifiques et a des cliniciens, et tente de relier métabolomique et médecine

cardiovasculaire clinique.

Ainsi, le présent mémoire englobe différents aspects de la médecine moderne et inclut une

contribution originale qui présente des données métabolomiques dans l'infarctus aigu du



myocarde. A travers ce mémoire, I'infarctus du myocarde clinique est défini et son traitement
est abordé dans le Chapitre 1. Différents antiplaquettaires sont présentés dans le Chapitre 2.
Par la suite, le métabolisme cardiaque physiologique et pathologique dans le contexte
d’ischémie sont détaillés dans le Chapitre 3, pour terminer avec un chapitre sur la
métabolomique et la bio-informatique (Chapitre 4). Les résultats de I’étude sont présentés a
la suite des sections mentionnées. Cette contribution originale permet de distinguer au niveau
métabolique le plasma de patients traités avec du clopidogrel comparé au ticagrelor, deux
antiplaquettaires utilisés conjointement avec l'aspirine dans la thérapie standard post-
infarctus. Les résultats incluent également une signature métabolomique unique de I'infarctus

aigu du myocarde avec élévation-ST.

22



Chapitre 1 — L'infarctus du myocarde

Dans les états occidentaux, les syndromes coronariens aigus sont la principale cause de
morbidité et de mortalité. En 2020, I’Organisation de santé mondiale prédit qu’ils seront la
cause primaire de déces dans le monde>. En effet, déja en 2012, les pays en développement
rejoignent les pays développés avec les maladies coronariennes au premier rang de mortalité.
Le mode de vie sédentaire, le tabac, la malnutrition et I'espérance de vie augmentée
expliquent cette tendance™. « Une fois I’4ge de 40 ans atteint, le risque a vie de développer
une maladie coronarienne cliniquement manifeste (angine, infarctus du myocarde ou décés
de maladie coronarienne athérosclérotique) est d’environ 50% chez les hommes et 32% chez

les femmes®. »

1.1 La définition de l'infarctus du myocarde

Linfarctus du myocarde résulte d’une ischémie subite et soutenue du muscle cardiaque. Tel
que postulé par Rosano et. al. :
« L'ischémie myocardique est secondaire a un déséquilibre entre le flux sanguin
et les exigences métaboliques, quand le taux de livraison d’oxygene et de

substrats métaboliques au myocarde est insuffisant pour répondre aux
demandes énergétiques myocardiques pour un travail donné®. »

Ainsi, I'ischémie survient lors d’'un déséquilibre entre les apports et les besoins énergétiques,
par augmentation de la demande ou par diminution du flux sanguin secondaire a une
thrombose coronarienne, entre autres. L'ischémie du myocarde entraine différents tableaux
cliniques, allant de I'angine instable, a I'infarctus aigu myocarde avec ou sans élévation du
segment ST (IAM-ST+ et IAM-ST-, respectivement)7. La distinction entre ces 3 présentations
cliniques dépend, entre autres, de I'électrocardiogramme (ECG) et des biomarqueurs sanguins
libérés lors de la nécrose cellulaire. Lorsque I'ischémie est présumée en provenance d’une
plaque coronarienne instable, on dit alors de ces 3 présentations qu’elles sont secondaires a

un syndrome coronarien aigu (SCA)®.



Dans un contexte de SCA, I'angine instable est définie comme I'apparition d’angine au repos
ou d’angine nocturne, d’une diminution du seuil d’angine ou d'un changement de
manifestation d’une angine connue®’. Ainsi, toute angine de novo sera d’emblée considérée
comme instable. L'infarctus survient lorsque I'ischémie myocardique est suffisamment sévere
et soutenue pour causer une nécrose cellulaire définitive, et donc, irréversible. L'ischémie
myocardiaque, généralement d’origine thrombotique avec occlusion partielle, persiste
suffisamment longtemps pour causer la nécrose des cardiomyocytes dans I'lAM-ST-,
contrairement a l'angine instable. L'IAM-ST+, quant a lui, impligue communément une
occlusion artérielle compléte et persistante du flux sanguin'® avec attente cellulaire

myocardique plus importante, dite transmurale.

A noter qu’il existe une classification des infarctus du myocarde, en fonction du mécanisme
sous-jacent. Un IAM de type | est cause par une rupture de plaque, alors que d’autres causes
ischémiques non-iatrogéniques sont regroupées dans le type Il (Figure 1). L'augmentation de
la demande du myocarde par une tachyarythmie, les vasospasmes, I’hypertension maligne et
'anémie font partie de cette catégorie®. Les groupes IlI, IV et V sont détaillés dans le Tableau

1. Dans la Section 1.2, la physiopathologie de I'infarctus du myocarde de type | sera décrite.
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Figure 1. Pathophysiologie I'infarctus du myocarde de type 1 et 2 en fonction de
I’état des arteres coronariennes.
Figure tirée de Thygesen, 2013™. Reproduction autorisée par « Oxford University Press ». Tous droits
réserves.
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Type |: Spontaneous myocardial infarction

Spontaneous myocardial infarction related to atherosclerotic plaque rupture, ulceration, fissuring, erosion, or dissection with resulting intraluminal thrombus in
one or more of the coronary arteries leading to decreased myocardial blood flow or distal platelet emboli with ensuing myocyte necrosis. The patient may have
underlying severe CAD but on occasion non-obstructive or no CAD.

Type 2: Myocardial infarction secondary to an ischaemic imbalance

In instances of myocardial injury with necrosis where a condition other than CAD contributes to an imbalance between myocardial oxygen supply and/or
demand, e.g. coronary endothelial dysfunction, coronary artery spasm, coronary embolism, tachy-/brady-arrhythmias, anaemia, respiratory failure, hypotension,
and hypertension with or without LVH.

Type 3: Myocardial infarction resulting in death when biomarker values are unavailable

Cardiac death with symptoms suggestive of myocardial ischaemia and presumed new ischaemic ECG changes or new LBBB, but death occurring before blood
samples could be obtained, before cardiac biomarker could rise, or in rare cases cardiac biomarkers were not collected.

Type 4a: Myocardial infarction related to percutaneous coronary intervention (PCI)

Myocardial infarction associated with PCl is arbitrarily defined by elevation of cTn values >5 x 99 percentile URL in patients with normal baseline values (<99
percentile URL) or a rise of cTn values >20% if the baseline values are elevated and are stable or falling. In addition,either (i) symptoms suggestive of myocardial

ischaemia, or (i) new ischaemic ECG changes or new LBBB, or (iii) angiographic loss of patency of a major coronary artery or a side branch or persistent slow-
or no-flow or embolization, or (iv) imaging demonstration of new loss of viable myocardium or new regional wall motion abnormality are required.

Type 4b: Myocardial infarction related to stent thrombosis

Myocardial infarction associated with stent thrombosis is detected by coronary angiography or autopsy in the setting of myocardial ischaemia and with a rise and/
or fall of cardiac biomarkers values with at least one value above the 99" percentile URL.

Type 5: Myocardial infarction related to coronary artery bypass grafting (CABG)

Myocardial infarction associated with CABG is arbitrarily defined by elevation of cardiac biomarker values >10 x 99" percentile URL in patients with normal
baseline cTn values (<99 percentile URL). In addition, either (i) new pathological Q waves or new LBBB, or (ii) angiographic documented new graft or new
native coronary artery occlusion, or (jii) imaging evidence of new loss of viable myocardium or new regional wall motion abnormality.

Tableau 1. Classification universelle de I'infarctus du myocarde.
Tableau tiré de Thygesen, 2013™. Reproduction autorisée par « Oxford University Press ». Tous droits
réserves.



1.2 La pathophysiologie de I'infarctus du myocarde

Dans la paroi d’'une artere, on distingue trois couches concentriques, séparées par les
limitantes élastiques externe et interne. La tunique externe — adventice, est constituée de
fibroblastes et de cellules musculaires lisses (smooth muscle cells, SMCs), pour former une
couche de tissu conjonctif. La média (tunique moyenne), au centre, est congue de SMCs. Un
feuillet de cellules endothéliales forme la tunique interne, appelée intima. Des éléments de la
matrice extracellulaire, soient le collagene et les protéoglycanes principalement, sont
retrouvés dans I'espace-sous endothélial. Une intima normale contient rarement des SMCs, a
une perméabilité sélective grace aux jonctions serrées et permet un flux sanguin laminaire'**.

L’endothélium normal permet également une vasodilatation et une action anti-thrombotique,

via 'inhibition de I’agrégation plaquettaire et I'isolation des facteurs de coagulation®.

1.2.1 La maladie artérielle athérosclérotique

L’athérosclérose inclut un processus inflammatoire chronique des artéres évoluant sur
plusieurs décennies en réponse a différents facteurs de risque intrinséques et extrinséques”.
Cette maladie progressive débute deés I'enfance, ou des lésions primaires dans l'aorte sont

1214 | a théorie « Response to injury », initialement proposée

détectables des I'dge de 10 ans
en 1973 par Ross, permet d’expliquer l'initiation des plaques athéromateuses (Figure 2). Selon
celle-ci, I'endothélium développe une réaction inflammatoire fibroproliférative protectrice en
réponse aux insultes qu’il subit'®. Cette théorie, apparentée a I'hypothése de Virchow qui
stipule une accumulation de lipides sanguins dans la paroi artérielle, a grandement évolué

1416 A noter gue l'intima constitue la couche artérielle principalement impliquée dans

depuis
I’athérosclérose. Dans cette maladie, les insultes peuvent étre notamment dues a
I’hypercholestérolémie ou a des dommages mécaniques, particulierement aux sites de

12-14,16

bifurcation Des atteintes répétitives empéchant une cicatrisation compléte sont

responsables de la pathologie athérosclérotique®.
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"INJURY"
Ox LDL,
(mechanical, homocysteine,
immunologic, toxins,
viruses, etc.)

Figure 2. Hypothese Response to Injury (athérosclérose) : la dysfonction endothéliale
entraine le passage de monocytes et lymphocytes sous I’endothélium secondairement a
une insulte de I'intima, suivi par la migration de cellules musculaires lisses.

Figure tirée de Ross, 1993, Reproduction autorisée par « Spinger Nature ». Tous droits réservés.

Strie lipidique

La premiére lésion athérosclérotique, nommée strie lipidique, est caractérisée par une

1. Il ’agit d’une atteinte purement

accumulation de lipides dans I'espace sous-endothélia
inflammatoire'’. La majorité des lipides sont sous forme de cholestérol ou d’ester de
cholestérol. Macroscopiquement, la strie lipidique apparait comme une tache jaunatre sur la
paroi interne de lartére™. L’agrégation de cholestérols a basse densité (low-density
lipoproteins, LDL) dans la paroi est proportionnelle a I'élévation de leur concentration

sanguine. Initialement, leur présence provoque |'expression de molécules d’adhésion et de
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substance chimiotactiques permettant la migration de monocytes, essentiellement, et de
lymphocytes. Une fois dans I'intima, ces monocytes se différencient en macrophages™***’.
Les LDL sont modifiés, principalement par oxydation via les dérivés actifs de I'oxygéne (reactive
oxygen species, ROS) et d’autres enzymes, avant d’étre capturés par les phagocytes. Ainsi, les
macrophages engorgés de cholestérol modifié deviennent des cellules spumeuses (foam
cells)*®. Ces derniéres sécrétent des substances chimiotactiques, entre autres le macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF), qui accentuent I'attraction de monocytes'’. A noter que les
macrophages sont équipés de récepteurs de type scavenger leur permettant de reconnaitre
efficacement les LDL. Tel que mentionné ci-dessus, I'inflammation est un élément central de
la modification des LDL et de la formation de cellules spumeuses. Tout état favorisant
I'inflammation, tels que le diabéte, une infection invasive et I'élévation des niveaux
d’homocystéine, promeut I'athérosclérose. Par ailleurs, les LDL modifiés inhibent également

I’oxyde nitrique (nitric oxide, NO), un vasodilatateur, ce qui se manifeste par une dysfonction

endothéliale® (Figure 3).

Endothelium

Oxidative Stress

Genetic predisposition, 0,, H,0,, ONOO

Physical stress, infections

Endothelial Dysfunction

4

Decreased NO, Increased permeability, Disruption of endothelial lining

A AN

Vasomotor Leycocyte & Lipid Adhesion & Cytokine Prothrombotic &

dysfunction pj telet peroxidation Inflammatory | qjease  Fibrinolyticfactors

Initiation and Progression of Atherothrombotic Dieseases

Figure 3. Athérosclérose et dysfonction endothéliale
Figure tirée de Srikanth, 2012°. Reproduction autorisée par « Bentham Science Publishers Ltd. ». Tous
droits réservés.
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Chape fibreuse

Par la suite, la Iésion primaire se complique graduellement en chape fibreuse (fibrous cap), tel
gu’illustré a la Figure 4, dont le centre est caractérisé par I'accumulation de SMCs et de débris

1213 En effet, la prolifération des cellules musculaires lisses est un

lipidiques nécrotiques
élément clé de la pathophysiologie de I'athérosclérose’. Le noyau nécrotique provient de la
mort de certaines cellules spumeuses. La capsule, quant a elle, est formée d’éléments fibreux
sécrétés par les SMCs. Les cytokines inflammatoires et les facteurs de croissances libérés par
les cellules immunitaires alimentent la migration de SMCs et la prolifération de matrice

extracellulaire®®**,

Durant le développement de l|’athérosclérose, certaines régions de I'endothélium sont
dénudées. Des microthrombi se forment ainsi aux sites de desquamation secondairement aux
insultes. IlIs sont dissouts dans le vaisseau ou réincorporent la Iésion, qui croit progressivement
avec la libération de cytokines inflammatoires. D’un autre c6té, il est possible qu’un plus gros

2121415t que discuté

thrombus occlue significativement I'artére et cause des symptomes
dans la Section 1.2.2. Il s’agit ici d’un autre aspect de la dysfonction endothéliale, essentielle a
la progression des plaques d’athérosclérose’’. En effet, les plaquettes activées libérent des
substances inflammatoires et mitogéniques (cytokines, chemokines, facteurs de croissances,
molécules d’adhésion et facteurs de coagulation) qui modifient les propriétés chimiotactiques,

adhésives et protéolytiques de I'endothélium*®*.
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Smooth-muscle  Foam-cell T-cell aggregation of and entry
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necrotic core

Figure 4. Formation d’une strie lipidique (en haut); |ésion avancée complexe de
I’athérosclérose (en bas).
Reproduced with permission from R. Ross, 1999”7, Copyright Massachussetts Medical Society.
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Lésion avancée

La chape fibreuse continue de croitre et se transforme en lésion dite avancée ou compliquée
(Figure 4). Cette derniére est caractérisée par des calcifications, des ulcérations et des

1213 En plus de ces

hémorragies intra-lésionnelles provenant de la néovascularisation
complications, il existe des événements aigus de thrombose, entre autres dans les arteres
coronaires, pouvant occasionner des infarctus du myocarde™. Fait intéressant, les lésions
athérosclérotiques associées aux SCA n’engendrent pas nécessairement de sténose artérielle
significative avant leur rupture et sont généralement peu calcifiées. Egalement, elles ont une
chape fibreuse mince contenant un centre riche en lipides et en cellules inflammatoires'*°.
Les plaques responsables des SCA sont dites vulnérables (Figure 5), du fait qu’elles subissent
davantage de dégradation par les métalloprotéinases matricielles que de production de
matrice extracellulaire. La rupture se produit surtout sur les c6tés des lésions athéromateuses,
régions riches en macrophages spumeux appelées sites d’épaulement (shoulders)”>*"*.
L'inflammation systémique et locale, par les cytokines pro-inflammatoires des cellules
spumeuses, déstabilisent les plaques et augmentent I'incidence de SCA. Les plaques stables,
qguant a elles, ont une capsule fibreuse épaisse et un petit noyau lipidique. Elles sont davantage

associées a une obstruction chronique et a des symptomes d’angine stable®.
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Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
microvessels

Figure 5. Plaque fibreuse instable dans I'athérosclérose.
Reproduced with permission from R. Ross, 1999”7, Copyright Massachussetts Medical Society.

Initialement, la Iésion athérosclérotique ne cause pas d’obstruction de la lumiére du vaisseau,
puisqu’il y a compensation avec élargissement de la paroi vers I'extérieur®’. Les jeunes plaques
sont cliniquement non perceptibles et peuvent donc étre non détectable en angiographie
standard'®**. Au-dela de I'expansion maximale de I'artére et au fur et 3 mesure que la lésion
prend de I'ampleur, il y a une sténose graduelle de la lumiére artérielle avec perturbations

d'®?!, Ainsi, la trés grande majorité des

hémodynamiques, se produisant relativement tar
plaques athéromateuses sont asymptomatiques™'®. Il est intéressant de noter que la
pathophysiologie de I'athérosclérose est semblable d’une ethnie a I'autre et d’un sexe a

I'autre®.

La majorité des événements aigus associés a la maladie coronarienne athérosclérotique sont
associés a une rupture (environ 70%) ou a une érosion (environ 30%) de la plaque avec
athérothrombose subséquente, et non a une sténose par la plaque athéromateuse en soi. Les
nodules calcifiés et I’'hémorragie au sein de la plaque sont beaucoup moins fréquemment la

9,10,14

cause de syndromes coronariens aigus . Bref, il existe des déterminants permettant de
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mieux prédire la survenue de SCA. Entre autres, la vulnérabilité, la taille et la proximité de la
plague dans I'arbre coronarien, le type et la taille du thrombus, en plus de I'état inflammatoire
systémique et sanguin peuvent é&tre corrélés aux conséquences cliniques de I’athérosclérose’.
La Figure 6 décrit les étapes physiologiques menant aux syndromes cardiaques cliniques

mentionnés.

Intimal xanthoma [ Intimal thickening ]
Formation of @ /
fibrous cap
( ) Formation of
Fibrous cap lipid-rich
atheroma ) necrotic core

~
Inflammation
proteolysis,
angiogenesis

Pathologic
intimal thickening

Thin fibrous cap

K atheroma
Calcified nodule
erupts into lumen Rupture R Erosion
Repair Repalr )
Fibrocalcific ‘
Thrombosis plaque Thrombosis
Calcified nodule
fibrous cap >75% narrowing
disruption Lethal ischemia

ACS ACS ACS
~2% of deaths)  (50%- 60% of deaths) (20%-30% of deaths) (~20% of deaths)

Figure 6. Pathophysiologie du développement de I'athérosclérose dans les
syndromes coronariens aigus
Figure tirée de Insull, 2009%. Reproduction autorisée par « Elsevier ». Tous droits réserveés.

34



En résumé, les cellules endothéliales activées par les LDL modifiés permettent I'adhésion de
monocytes, qui sont transformés en macrophage dans I'espace sous-endothélial. Ces derniers
accumulent des LDL modifiés et deviennent des cellules spumeuses. Les différents marqueurs
inflammatoires impliqués causent une accumulation de cellules musculaires lisses et de
matrice extracellulaire (collagene) dans I'espace sous-endothélial. Un centre nécrotique se
développe au sein de la lésion secondaire a I'apoptose des macrophages, ce qui exacerbe
davantage la réaction inflammatoire. Une rupture de la plaque d’athérosclérose avancée libere
des substances pro-coagulantes menant & la formation d’un thrombus®. Bref, le
développement de [I'athérosclérose est un cercle vicieux; l'inflammation alimente

constamment la pathologie®’.

1.2.2 L’athérothrombose

L’endothélium athérosclérotique est dysfonctionnel, c’est-a-dire qu’il manifeste un état de
vasoconstriction paradoxale et un état pro-thrombotique, entre autres via une adhérence

%172 Dailleurs, en plus du type de plaque, la dysfonction

augmentée des plaquettes
endothéliale prédit indépendamment le risque d’événements cardiovasculaires aigus. Ces
derniers se produisent avec 'action des métalloprotéinases et la perturbation de la plaque,

entrainant 'exposition du collagéne sous-endothélial et Iinitiation de la coagulation®’.

En bref, la réponse hémostatique englobe I’"hémostase primaire et la cascade de coagulation,
se produisant en parallele. La premiere dépend d’une interaction entre les plaquettes et
I’endothélium exposé. La seconde, quant a elle, implique plusieurs facteurs de coagulation
sanguins, recrutés par les plaquettes ou le facteur tissulaire sous-endothélial (tissue factor)
exposé. La cascade de coagulation (Figure 7) permet de stabiliser le caillot tout en limitant son

expansion, par un systéme anticoagulant et fibrinolytique™.
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Figure 7. Cascade de coagulation.

Reproduced with permission from Borissoff, 2011%°. Copyright Massachussetts Medical Society.

L’hémostase primaire implique une adhésion, une activation et une sécrétion plaquettaire
(Figure 8). Elle permet une protection physiologique contre I’hémorragie associée a un

dommage vasculaire™®*®

. L'adhésion se produit lorsque les plaquettes sanguines s’accolent a
la matrice sous-endothéliale exposée. En effet, les cellules endothéliales endommagées
expriment le facteur de von Willebrand reconnu par la glycoprotéine Gplb/V/IX plaquettaire.
Il'y a donc activation des plaquettes’. Celles-ci relachent le contenu de leurs granules, dont la
sérotonine, I'adénosine diphosphate (ADP), la thromboxane A, (TXA;), I'endothéline et le
facteur activateur de plaquettes. L'ADP et la TXA, ont un role particulierement important.
Egalement, les plaquettes expriment deux récepteurs a ADP, soient P2Y; et P2Y;,™.

L’activation plaquettaire est donc stimulée de facon autocrine et paracrine par les diverses

molécules libérées. Le tout stimule une agrégation plaquettaire subséquente et une
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vasoconstriction. Avec la cascade de coagulation, il y a formation de thrombus qui peut géner
le flux sanguin et devenir cliniquement manifeste’. A noter que différentes substances
neurohormonales libérées, dont I’endothéline, créent une vasoconstriction et contrent |'effet

vasodilatateur de la prostacycline et de le monoxyde d’azote (NO)™.
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Figure 8. Activation plaquettaire lors de rupture endothéliale.

Reproduced with permission from Borissoff, 2011%°. Copyright Massachussetts Medical Society.
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Fait intéressant, les différentes voies de I’hémostase convergent vers l'activation d’un
récepteur particulier, Gpllb/Illa. En effet, la glycoprotéine llb/Illa (Figure 9) est le principal
récepteur impliqué dans I'adhésion et I'activation des plaquettes durant la thrombose, entre

1718 | a cellule endothéliale joue un réle important dans

autres via le fibrinogéne, stabilisateur
la formation de thrombus, notamment via la voie de I'acide arachidonique. Ce dernier est
transformé en prostacycline par I'endothélium grace a COX-1 ou COX-2 (cyclooxygénase). La

prostacycline, quant a elle, inhibe la fonction plaquettaire'®, permettant de créer un équilibre.

En résumé, les plaquettes jouent un role crucial dans le développement de I'athérosclérose,
via leurs médiateurs inflammatoires, et des syndromes coronariens aigus, via leur place

1819 Les mécanismes de I’'hémostase primaire

centrale dans l'initiation de I'athérothrombose
ainsi que de la cascade de coagulation constituent des cibles thérapeutiques intéressantes,

dont certaines seront abordées dans le Chapitre 2.
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Figure 9. Interaction entre les plaquettes via le récepteur Gpllb/llla.
Reproduced with permission from Borissoff, 2011%°. Copyright Massachussetts Medical Society.
1.2.3 Les biomarqueurs associés a I'ischémie cardiaque

Il existe différents biomarqueurs pour la maladie cardiaque athérosclérotique et les SCA. Dans

le Tableau 2, une breve liste des biomarqueurs d’intérét clinique est présentée.
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Tableau 2.

Biomarqueurs cardiovasculaires.

BIOMARQUEUR CARACTERISTIQUE PRINCIPALE

COMMENTAIRES

INSULTE CELLULAIRE

Protéines impliquées dans le
complexe de contraction
cellulaire cardiaque. Elévation
des troponines 4 a 6 heures
apres l'ischémie cardiaque et
Troponine et
demeurent élevées pendant
troponine-HS
preés d’'une semaine. Troponines
a haute sensibilité (troponines-
HS) sont détectables 1h aprés
I'lAM, méme apres un dommage

myocardique mineur®*.

Enzyme du muscle cardiaque qui
Créatine kinase-MB s’éleve rapidement aprés
(CK-MB) I'infarctus®*. Diminution rapide

aprés IAM®.
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Etalon-or pour la détection du
dommage myocardique®.
Spécifique au muscle
cardiaque. Permet de
distinguer I'angine instable de
Iinfarctus aigu du myocarde®.

Spécificité limitée chez sujets

avec insuffisance rénale®?*,

Elévation lors de dissection
aortique et d’embolie

pulmonaire, entre autres®.

Indicateur du pronostic,
proportionnelle a la taille de
I'insulte myocardique (en lien
avec la mortalité a court et

long terme)®.

Permettent de détection des
ré-infarction grace a leur déclin
rapide. Possibles faux positifs
chez les sujets avec trauma ou

dommage musculaire®.




Protéine C-réactive

Marqueur inflammatoire

synthétisé par le foie, qui

semble étre corrélé aux
premiers signes

d’athérosclérose'’. Marqueur

Reconnue comme un
prédicteur indépendant de
maladie cardiaque

athérosclérotique chez les

(NT-proBNP)

auriculaire et ventriculaire, et

lors d’ischémie cardiaque®*.
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(CRP) inflammatoire non spécifique®®;  sujets sains. Prédicteur adverse
z prédicteur indépendant chez individus avec IAM 7.
=
g d’événements cardiovasculaires = Utilisation limitée par sa faible
% et de progression spécificité.
> 26
= d’athérosclérose coronarienne®.
Acide aminé qui endommage les
cellules endothéliales'®™* et qui
Facteur de risque additionnel
Homocystéine exacerbe la prolifération de
. pour I'athérosclérose.
SMCs dans la chape fibreuse™.
Substance prothrombotique®’.
Utilisés principalement en
insuffisance cardiaque®.
Indicateur de pronostic, avec la
Neuro-hormone myocardique . g
troponine”.
Brain natriuretic synthétisée au niveau auriculaire
) ) i L BNP : élévation associée a une
¥ | peptide (BNP) et n- et ventriculaire. Libérée en cas
= . . ) récurrence d’événements
2 terminal proBNP de pression sur la paroi,

augmentée?*.

NT-proBNP : demi-vie plus
longue que BNP; fortement lié
a la mortalité; stratification du

risque plus précise®; permet




amélioration du diagnostic
d’infarctus conjointement avec
TnT?,
Médiateurs inflammatoires
fortement liés aux événements Diminution des oLDL avec un
LDL oxydés »5 25
cardiovasculaires™ et a traitement de statines”.
I’athérosclérose sous-jacente.
Présence indique un risque
Lipoprotéine avec chaine
élevé de maladie coronarienne
homologue au plasminogéene,
athérosclérotique (MCAS) via
Lipoprotéine(a) causant un état pro-
. une dysfonction endothéliale
thrombotique®’; associée a un
. supérieure aux LDL natifs
effet pro-inflammatoire™. "
oxydés””.
Ratio
50% du risque d’infarctus du
apolipoprotéine Plus précis que le ratio
2 myocarde est attribuable a ce
B/apolipoprotéine cholestérol total/HDL". ”
ratio™.
A_126

1.3 Les facteurs de risque et la présentation clinique des syndromes

coronariens aigus

L’étiologie de I'athérosclérose, responsable de I'lAM de type I, dépend d’éléments
environnementaux et génétiques. L’interaction et la synergie entre ceux-ci rendent I'étude
épidémiologique des SCA fort complexe. Certains facteurs sont davantage liés a une
prédisposition génétique, alors que d’autres s’avérent purement environnementaux, tels que

le tabac, la diete grasse et la sédentarité. L’élévation des LDL, la diminution de HDL,
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I’hypertension, le diabete, le syndrome métabolique et I'histoire familiale font partie des

facteurs de risque avec forte composante génétique, liée pour la majorité a multiples loci**"’.

A noter que I'étude cas-témoins « INTERHEART »°° s’est penchée sur la question des facteurs
de risque de maladie cardiovasculaire en 2004. Elle démontre que la majorité d’entre eux sont

environnementaux et qu’ils ont un effet additif sur I'incidence.

Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires sont mieux connus depuis 1976 grace a
I’étude « Facteurs de risque du développement de maladie cardiaque coronarienne » sur la
cohorte de Framingham au Massachussetts. Dans cette étude, I’hypertension et I’élévation du
cholestérol sanguin font partie des éléments directement associés aux infarctus du myocarde.
D’ailleurs, ces découvertes ont permis de mieux comprendre la pathophysiologie de la maladie
athérosclérotique. Différents stresseurs, qu’ils soient oxydatifs, hémodynamiques,
biochimiques (tabac, dyslipidémie) ou inflammatoires, promeuvent [linitiation de
I’athérosclérose via une augmentation de la perméabilité de I'endothélium, tel que mentionné

dans la Section 1.2.1°.

Le taux de LDL circulant dans le sang est un des facteurs de risque les plus importants. En effet,
dés 'enfance, les plaques athéromateuses sont proportionnelles a I'élévation de LDL sanguin’.
De nos jours, les lignes directrices recommandent des taux de LDL de plus en plus bas pour la

3132 D’un autre coté, le niveau sanguin de

prévention cardiovasculaire primaire et secondaire
cholestérols a haute densité (high-density lipoproteins, HDL) protége contre I’athérosclérose®.
En effet, les HDL permettent d’éliminer I'excés de cholestérol des tissus périphériques™. Il
semble que ces derniers diminuent I'incidence d’événements cardiovasculaires majeurs méme
chez les sujets ayant un niveau optimal de LDL avec un traitement avec des statines®. A noter
également que le role protecteur des HDL est quantitatif et qualitatif. En effet, la capacité

d’efflux des HDL est inversement proportionnelle au développement d’athérosclérose dans la

carotide, indépendamment de la concentration sanguine de HDL*.
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1.4 Le traitement et la prévention secondaire des syndromes

coronariens aigus

Le traitement de l'infarctus du myocarde vise a rétablir le flux circulatoire artériel dans un
premier temps, puis a long terme, modifier les facteurs de risque ainsi que prévenir les

récurrences d’événements coronariens aigus et I'incidence d’insuffisance cardiaque.

En phase aigué, la prise en charge de l'infarctus vise a diminuer I'ischémie en rétablissant
I’équilibre entre I'apport d’oxygene et les besoins myocardiques. Ceci permet de diminuer la
nécrose®™ avec différents traitements, dont la thrombolyse et les antithrombotiques. Les
traitements invasifs, tels que I'angioplastie primaire, permettent une destruction mécanique
du thrombus et stabilisent la plaque responsable de I'occlusion. Ces derniers préviennent
également la survenue d’événements cardiaques adverses, tels la défaillance cardiaque et les
besoins en revascularisation subséquente35. Selon la stratification du risque, les procédures

36,37

percutanées peuvent étre faites immédiatement pour I'lAM-ST+ ou précocement, c’est-a-

339 La thrombolyse, les anticoagulants

dire moins de 72h apres I'événement pour un IAM-ST-
ainsi que les aspects techniques et hémodynamiques de la prise en charge de I'lAM ne sont
pas mis de l'avant dans le présent mémoire et sont discutés dans différentes lignes

directrices®*°.

Une fois la phase aigué controlée, la modification des facteurs de risque de la MCAS occupera
une place essentielle dans la prise en charge. Entre autres, I'activité physique, la cessation
tabagique et I'équilibre alimentaire font partie des choix sains a adopter. Outre les
interventions non-pharmacologiques, plusieurs médicaments ont modifié la mortalité et la
morbidité associées a I'lAM a travers les années. En effet, |'utilisation des statines permet de
diminuer la progression des plaques d’athérosclérose et de les stabiliser. Le contréle de
I’hypertension, quant a lui, est également prouvé efficace pour modifier la progression de
I'athérosclérose®’. Finalement, lutilisation d’antiplaquettaires diminue la récurrence

d’infarctus du myocarde®*'.
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1.4.1 Les statines

La premiere statine (inhibiteur de la HMG-CoA réductase) a été décrite en 1976". L’'enzyme 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) catalyse I'étape limitante de la biosynthese
de cholestérol au foie. L'inhibition de la synthése de LDL entraine une réduction de la
concentration de LDL intrahépatique. Ceci induit I’activation des récepteurs LDL a la surface du
foie, augmentant le catabolisme des LDL dans les hépatocytes*’. Par conséquent, les statines
diminuent le LDL sanguin et sont associées a une réduction de I'incidence de MCAS ainsi que
d’IAM chez les sujets a risque®. Parmi les multiples médicaments diminuant le cholestérol
sanguin, les statines sont les plus utilisées, de par leur innocuité et leur efficience.

Ainsi, les statines permettent de diminuer le risque cardiovasculaire de 20% a 40%, autant pour

le premier événement que pour les récurrences de SCA+102229

. L’effet clinique des statines est
décelable aussi précocement que quatre mois aprés leur initiation®. Il est également postulé
que les statines modifient qualitativement les plaques athéromateuses et les stabilisent, via
une diminution de la thrombogénicité et une augmentation de la composante fibreuse. Ce
médicament permet donc une amélioration de la plaque via sa taille, sa composition cellulaire
et chimique ainsi que ses activités biologiques d’inflammation et de métabolisme du
cholestérol. En outre, la dysfonction endothéliale est prévenue par les statines. En revanche,
si les statines peuvent effectivement freiner la progression de I'athérosclérose, leur capacité a
faire régresser la plaqgue demeure controversée. Ainsi, la diminution des LDL permet de

2944 Certaines études

moduler l'inflammation, la thrombose et la fonction vasomotrice
démontrent également une amélioration de la perfusion cardiaque avec traitement de
statines®’. La diminution du risque relatif, quant a elle, est proportionnelle a la diminution des
concentrations de LDL?’. En effet, il n’est pas rare que les cliniciens aient recourt 3 un
traitement agressif pour les sujets a risque, puisque ce dernier a fait ses preuves®®.

D’ailleurs, il est postulé que les statines ont des effets pléiotropiques LDL-indépendants, tels

gu’une action anti-inflammatoire par les ROS ou le NO*"/***

. Ainsi, en plus de I'effet direct sur
la plaque d’athérome, les statines modulent les marqueurs inflammatoires, permettant une

diminution de la CRP chez les sujets a haut risque, les patients avec angine stable et ceux avec
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SCA*™*_ A noter que le traitement répandu avec les statines ne fait pas I'unanimité dans la

communauté scientifique®®. Par contre, ce débat dépasse le cadre de ce travail.

Quelques essais cliniques

Il existe de multiples études sur les statines en prévention primaire et en prévention
secondaire, chez les patients a haut risque et méme a risque intermédiaire?’. Le traitement
hypolipémiant intensif a également été étudié dans divers essais cliniques. Entre autres, I'essai
Pravastatin or Atorvastatin Evaluation and Infection Trial (PROVE-IT) compare un traitement
de statines a doses élevés au régime courant a doses standards chez des patients ayant
récemment subit un SCA. Une amélioration de la mortalité ainsi que de lincidence
d’événement cardiovasculaires majeurs est notée dans la population sous traitement
intensif*®. A noter que le traitement agressif de la dyslipidémie ne se résume pas uniquement
aux statines. En effet, I'’étude Improve Reduction of Outcomes : Vytorin Efficacy International
Trial (IMPROVE-IT) ajoute I'ezetimibe a un traitement intensif de statines chez des individus au
congé d’une hospitalisation pour SCA. Cette molécule permet de réduire I'absorption
intestinale de cholestérol. L'étude démonte une diminution du risque cardiovasculaire
associée a une baisse de 24% du taux sanguin de LDL permise grace a I'ajout du second

médicament®.

Inhibiteurs du PCSK9

Il va de soi de mentionner les inhibiteurs de la pro-protéine convertase subtilisine—kexine type
9 (PCSK9) qui ont vu le jour dans les derniéres années. La PCSK9 est une enzyme qui se lie aux
récepteurs LDL et méne a leur dégradation. Les anticorps monoclonaux contre la PCSK9
empéchent cette enzyme de se lier aux récepteurs. Ills permettent donc d’augmenter les
récepteurs LDL a la surface de I’hépatocyte et d'accroitre I’élimination des LDL par le foie. Ainsi,
différents inhibiteurs du PCSK9 (alirocumab°, bococizumab®! et evolocumab®?) ont été étudiés
chez les patients sous statines a haut risque cardiovasculaire et ont démontré un bénéfice

supplémentaire.
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1.4.2 Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est important pour le contréle de la
tension artérielle et a un rdle dans le remodelage vasculaire. Ce systeme module la tension
artérielle en fonction des pressions dans I'artére rénale afférante®>. Une diminution de
pression de perfusion est détectée par les cellules juxtaglomérulaires rénales, qui a leur tour
sécretent la rénine, une hormone et enzyme produite par le rein. Via le SRAA, elle permet un
controle de la pression ainsi qu’une homéostasie sodique et hydrique. En effet, la rénine, étape
limitante, initie une cascade enzymatique menant a I’angiotensine 1I>*. Tout d’abord, la rénine
clive son substrat, I'angiotensinogene hépatique pour donner de I'angiotensine I. Cette
angiotensine est par la suite convertie en angiotensine Il par 'enzyme de conversion de
I'angiotensine 1>°. L’angiotensine Il ainsi produite stimule la sécrétion d’aldostérone par les
surrénales. Ce minéralocorticoide agit au niveau rein et permet de rétablir le volume sanguin
via une rétention sodique rénale, qui engendre la réabsorption secondaire d’eau. Le systeme

rénine-angiotensine-aldostérone permet donc d’augmenter la pression artérielle> (Figure 10).

Circulating blood
/-V volume \

Renal Renal Na Renal
potassium retention p?;f::‘;?g Catecholamines
excretion / P \' /

Aldosterone Juxtaglomerular
release cells
A\ Angiotensinogen /
: Macula densa
Pg);;s:é:m Angiotensin |l Renin release “feedback"
Converting enzyme /(\ Angiotensin |
Figure 10. Relations hydro-potassiques dans le systeme rénine-angiotensine-
g

aldostérone
Figure tirée de Williams, 20053, Reproduction autorisée par « Spinger Nature ». Tous droits
réserves.
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Il existe 2 classes de médicaments régulant a la baisse du SRAA : les inhibiteurs de I’'enzyme de
conversion de I'angiotensine (IECA) et les antagonistes du récepteur de I'angiotensine (ARA).
Les bienfaits de ces agents pharmacologiques sur le développement de I'athérosclérose et des
SCA sont liés a 2 mécanismes. Tout d’abord, I’"hypertension en soi est un facteur de risque pour
I’athérosclérose, par dommage mécanique a I'endothélium secondaire au cisaillement (shear
stress)”>. L'IECA diminue ainsi la pression artérielle en inhibant I'angiotensine II, un
vasopresseur menant & une vasoconstriction’’. D’un autre coté, I'angiotensine Il stimule

directement la prolifération et la migration des SMCs au foyer athérosclérotique®>*°

. De plus,
cette hormone exacerbe I'inflammation par la formation de radicaux libres, ce qui augmente
'oxydation des LDLY. Ainsi, outre la prévention primaire de I'hypertension et la diminution de
la mortalité dans la population a haut risque d’événements cardiovasculaires®, les IECA
améliorent la survie des individus avec dysfonction ventriculaire gauche post-infarctus®. Cette
molécule est utilisée en premiere ligne a moins d’intolérance du sujet traité. Dans ce cas, les
ARA sont prescrits26 (Section 1.4.3). Bref, selon plusieurs sources, ces médicaments agissant
sur le SRAA permettent également de diminuer la mortalité et les événements
cardiovasculaires, via leur action sur la tension artérielle et leur effet

antiathérosclérotique®®°.

Quelques essais cliniques

Depuis plus de 25 ans, les IECA font partie d’études cliniques en post-infarctus afin de
déterminer I'effet sur la survie des patients. La modulation du remodelage ventriculaire par ce
médicament rend son utilisation clinique fort intéressante apres ischémie cardiaque. Les IECA
et les ARA sont également bien établis en insuffisance cardiaque d’étiologies diverses, sujet

non abordé dans le présent mémoire.

L’essai The Survival and Ventricular Enlargement Trial (SAVE) étudie I'impact de I'utilisation a
long terme d’un IECA (captropril) sur la mortalité et morbidité post-infarctus chez les patients
avec une dysfonction ventriculaire asymptomatique (fraction d’éjection du ventricule gauche,
FEVG<40%). Pfeffer et. al. démontrent une amélioration de la survie de ces patients peu

importe les autres molécules administrées conjointement. L'effet sur la mortalité est noté
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aussitot tét qu’un an apres le début de I'étude”. L’étude The Trandolapril Cardiac Evaluation
Trial (TRACE), quant a elle, reléve d’un autre IECA utilisé a long terme dans une population
similaire, avec dysfonction ventriculaire systolique. La conclusion de I’étude, apres un suivi de
24 a 50 mois, révele également « une diminution significative du risque de mortalité total, de
la mortalité de cause cardiovasculaire, de la mort subite et du développement d’une
insuffisance cardiaque sévére »*%. Finalement, I'essai clinique The Acute Infarction Ramipril
Efficacy Trial (AIRE) étudie une population avec insuffisance cardiague symptomatique post-
infarctus (New Year Heart Association, NYHA grade V), groupe exclus des 2 autres études et
de la plupart des grandes cohortes randomisées. Les investigateurs démontrent une
ameélioration de la survie générale, avec une diminution de la mortalité de toute cause. L'effet

de la molécule est rapidement noté, moins de 30 jours aprés le début de son utilisation®.

1.4.3 Les antagonistes du récepteur de I’aldostérone

Les ARA sont des antihypertenseurs, tel que décrit précédemment. Fait intéressant : une
pression systolique augmentée est nettement plus dommageable que la pression diastolique.
Outre les effets bénéfiques sur I'athérosclérose et les SCA, un contréle de la tension artérielle
permet également de diminuer [lincidence d’insuffisance cardiaque et de sa
décompensation®®. L'utilisation des ARA demeure somme toute limitée vu les risques accrus
d’hyperkaliémie arythmogéene lors de combinaison avec d’autres bloqueurs du SRAA, tels les

IECA.

Quelques essais cliniques

L'étude The Randomised Aldactone Evaluation Study (RALES) regarde I'effet d’'un ARA chez des
patients souffrant d’insuffisance cardiaque avec une FEVG de moins que 35%. Les patients
avaient déja un traitement d’IECA, entre autres. Cet essai démontre une diminution du déces
par défaillance cardiaque terminale et par mort subite cardiaque, et donc une augmentation
de la survie dans la population sous aldactone. Une réduction du taux d’hospitalisation et de

la mortalité est notée aussi tot que 2 a 3 mois apres le début du traitement. Dans cette étude,
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aucune différence dans I'incidence d’hyperkaliémie sévere est présente entre I'aldactone et le
y

placebo, contrairement a la croyance courante®.

L’essai clinique Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study (EPHESUS), quant a lui, tente de démontrer les bienfaits d’un traitement avec
un ARA apres un IAM, en plus du traitement usuel. Cette étude s’adresse aux patients ayant
une dysfonction ventriculaire et une insuffisance cardiaque secondaire a leur SCA. Bertram et.

al. confirment une amélioration de la survie par diminution de mortalité de toute cause®’.

A noter que la combinaison d’un IECA (captopril) avec un ARA (valsartan) a été comparée a
I"utilisation de chacune des molécules seules dans I'étude Valsartan, Captopril, or Both in
Myocardial Infarction Complicated by Heart Failure, Left Ventricular Dysfunction, or Both
(VALIANT). Cet essai démontre que, chez des individus a haut risque de complications
cardiovasculaires apres un IAM, la combinaison des deux molécules augmente le taux de
complications et n’a aucun effet de diminution de mortalité. Le valsartan utilisé seul, quant a

lui, montre des bénéfices dans cette population, similaires a I'lECA en monothérapie®.
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1.4.4 Les B-bloquants

Les R-bloquants diminuent la mortalité aprés un infarctus transmural®. Leur mécanisme
d’action dépend du systeme nerveux sympathique, plus précisément des récepteurs [-
adrénergiques cardiaques (B; et B,). A I'état physiologique, ces derniers répondent a une
stimulation par la noradrénaline. Il s’en suit, entre autres, une augmentation de la force de
contraction du myocarde. Cette action, dite inotrope positive, est induite principalement par
une augmentation du calcium intracellulaire via les récepteurs calciques membranaires. Ainsi,
les B-bloquants engendrent un effet inverse, inotrope négatif, notamment par une modulation
de ’homéostasie caIcique63. lls ont également un effet chronotrope négatif, c’est-a-dire qu’ils
diminuent la fréquence cardiaque. Ces actions permettent une diminution de Ila
consommation d’oxygéne par les cardiomyocytes®. Au niveau métabolique, les R-bloquants
diminuent la lipolyse induite par les catécholamines, ce qui réduit la concentration sanguine
d’acides gras libres. Une régulation a la baisse de la B-oxydation des acides gras se produit
secondairement a la diminution de la concentration de ce substrat. Il existerait également une
inhibition de I'activité de la CPT-1 par ce médicament. Ainsi, les cellules cardiaques redirigent
leur métabolisme vers I'oxydation du glucose, ce qui permet une meilleure efficacité
énergétique traduite par un meilleur ratio dioxyde de carbone produit sur oxygene
consommé®. Le métabolisme cardiaque est abordé en détail dans le Chapitre 3. A noter qu'’il
s’agit ici d’un bref résumé du mécanisme d’action de ces antagonistes R-adrénergiques

cardiaques®.

Les B-bloquants ont plusieurs indications. Entre autres, ils peuvent étre utilisés pour contrdler
I’hypertension. Par contre, ils ont été surpassés par d’autres antihypertenseurs avec moins
d’effets indésirables®®. Ce médicament est également prescrit en insuffisance cardiaque et en
post-infarctus, ol il a fait ses preuves depuis plusieurs années®®®. En post-IAM, les [3-
bloquants sont utilisés chez les patients avec dysfonction ventriculaire, notamment une FEVG
inférieure a 40%°. En outre, chez les insuffisances cardiaques, les B-bloquants limitent
I’activation réflexe du systeme sympathique, qui devient délétere a long-terme. Ceci permet

d’améliorer la fonction cardiaque et de limiter le remodelage ventriculaire®.
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Quelques essais cliniques

Avant I'avénement des interventions coronariennes percutanées, certains essais cliniques
regardent |'effet de R-bloquants sélectifs B1 immédiatement apres un infarctus aigu du
myocarde. Parmi ceux-ci, I’étude First International Study of Infarct Survival (ISIS-1) administre
de I'aténolol intraveineux dans les 12 premieres heures puis par voie orale sur 7 jours suivant
un IAM-ST+. La majorité des patients recevait également un traitement prolongé de B3-
bloquants. Cette étude démontre une amélioration de la survie a 7 jours et a 1 an, avec
diminution des événements cardiaques fatals®. Plusieurs années plus tard, le groupe du
Clopidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction Trial (COMMIT) démontre que I'utilisation
d’un B-bloquant par voie intraveineuse en IAM-ST+ améliore le taux de ré-infarctus et de
fibrillation ventriculaire. Par contre, cette étude déconseille I'utilisation chez les patients en

choc cardiogénique®’.

1.4.5 Les antithrombotiques

Etant donné le rdle de I'athérothrombose dans les SCA, il est bien établi que les
antithrombotiques (antiplaquettaires et anticoagulants) sont essentiels dans les stratégies de
traitement des IAM*'. L’image ci-dessous présente les principales cibles pharmacologiques de
médicaments utilisés pour le contrdle de I'athérothrombose (Figure 11). Certaines molécules

antiplaquettaires d’intérét seront abordées en détail dans le présent mémoire (Chapitre 2).
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Figure 11. Cibles thérapeutiques des médicaments anti-thrombotiques
Figure tirée de Roffi, 2016°. Reproduction autorisée par « Oxford University Press ». Tous droits
réserves.
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Les antiplaquettaires sont utilisés en phase aigué et pour le traitement préventif dans les SCA.
lls permettent une diminution de 22% du risque relatif d’événements vasculaires’. Leur
interaction avec I'hémostase physiologique prévient I'athérothrombose'®. De plus, leur
mécanisme d’action permet de contréler I'état pro-thrombotique présent apres I'événement
cardiaque’. Les antiplaquettaires peuvent &tre utilisés en prévention primaire, c’est-a-dire
avant toute manifestation clinique de maladie athérosclérotique, ou en prévention
secondaire, dans le but d’éviter des récidives. L'utilisation des antiplaquettaires en prévention
primaire demeure controversée. Le Chapitre 2 aborde quatre antiplaquettaires ainsi que les

essais cliniques d’intérét pour ce mémoire.

A noter que les anticoagulants ont un rdle central dans le traitement des SCA. Leur action
principale est de diminuer Iactivité de la thrombine ou d’inhiber sa création®. Entre autres,
I’héparine non-fractionnée est utilisée dans la phase aigué des soins hospitaliers pour les IAM.
L’héparine a bas poids moléculaire a également été étudiée en SCA, avec une supériorité de
I'effet, mais quelques contre-indications a considérer. Les études suivantes abordent les
héparines : ESSENCE®®, TIMI-11B*® et SYNERGY’’. Les anticoagulants ne seront pas traités en

détail.

53



Chapitre 2 — Les antiplaquettaires : I'aspirine, le clopidogrel,
le prasugrel et le ticagrelor

Ce chapitre traite de quatre antiplaquettaires d’intérét pour le présent mémoire. Leur
mécanisme d’action et leurs indications cliniques sont présentés, en plus d’études cliniques
comparant ces médicaments. Le premier, I'aspirine, a des effets anti-inflammatoires et
antiplaquettaires, alors que le clopidogrel, le prasugrel et le ticagrelor s’averent plus sélectifs
dans leur action antiplaquettaire®. A noter que le double traitement antiplaquettaire est
recommandé par les lignes directrices Canadiennes’, Américaines’? et Européennes73.
D’autres molécules inhibitrices de I'agrégation des thrombocytes, tels que les inhibiteurs des

glycoprotéines Ilb/Illa, sont discutés ailleurs®’*.

2.1 L’aspirine

L’aspirine constitue le choix primaire pour le traitement antiplaquettaire chez les individus
avec SCA’. Il s’agit également de I'antiplaquettaire le plus utilisé’®, en plus d’étre bien toléré
et abordable’. Ses effets thérapeutiques semblent dépendre de composantes inflammatoires

et antiplaquettaires.

2.1.1 Le mécanisme d’action

Les plaquettes s’activent en réponse a différents agonistes, tels que I’ADP et la thrombine
(Section 1.2.2). Une fois ces derniers liés aux thrombocytes, les cyclooxygénases, COX-1 et
COX-2, sont stimulées. Tel qu’illustré a la Figure 12, ces enzymes catalysent la production de
différentes substances a partir de I'acide arachidonique contenu dans les phospholipides
membranaires, dont la thromboxane A, (TXA;) et la prostaglandine 1, (PGl,). La premiére
engendre une agrégation plaquettaire irréversible ainsi qu’une vasoconstriction. La seconde
présente des effets opposés, c’est-a-dire une inhibition de I'agrégation plaquettaire et une
vasodilatation. A noter que la TXA, est principalement générée par la COX-1 dans les

thrombocytes alors que la PG, dépend davantage de la COX-2 des cellules endothéliales’.
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Figure 12. Mécanisme d’action de I'acide acétylsalicylique
Figure tirée de Berger, 2013”7, Reproduction autorisée par « Elsevier ». Tous droits réservés.
L'aspirine, acide acétylsalicylique (AAS), inhibe irréversiblement les deux cyclooxygénases
plaquettaires. Par conséquent, cette inhibition se maintient dix (10) jours, soit la durée de vie
typique des thrombocytes®. A faibles doses, I'aspirine agit principalement sur la COX-1, alors
gue les hautes doses permettent d’inhiber la COX-2. Ceci explique I'effet antiplaquettaire
retrouvé a faibles doses et la composante davantage anti-inflammatoire des doses plus

élevées’®
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2.1.2 Les indications de traitement

L’AAS garde plusieurs indications de traitement en cardiovasculaire, incluant la MCAS stable,
les SCA, les accidents vasculaire-cérébraux (AVC) et I'artériopathie périphérique76. Lors d’un
SCA, l'aspirine est prescrite en phase aigué et dans le cadre de prévention secondaire
d’événements cardiovasculaires. L'utilisation de I'aspirine a dose élevée dans les 24 heures
suivant un infarctus présumé permet une diminution de 25% de la mortalité a cinq (5)
semaines. Les sujets avec angine instable, quant a eux, voient une diminution de 50% du risque
d’IAM avec traitement d’aspirine®*®. A noter que le role de 'AAS est mieux établi dans la
prévention secondaire, alors qu’il demeure controversé en prévention primaire76, débat qui

dépasse le cadre de ce mémoire.

En prévention secondaire chez les sujets a haut risque, I'aspirine diminue les infarctus non-
fatals, les ACV et le déces par cause vasculaire de 25%%°. Actuellement, selon les données du
US Preventive Services Task Force 2016, les experts cliniques suggerent |'utilisation de I’aspirine
a faible dose en prévention cardiovasculaire primaire chez les patients de 50 a 59 ans avec un
risque cardiovasculaire sur 10 ans de plus de 10% (tel que calculé par ’American Heart
Association-AHA), sans toutefois avoir de risque de saignement accru’®. Par contre, ce
médicament doit étre pris pendant une décennie pour avoir un effet significatif. De plus, chez
les personnes plus agées, il est nécessaire d’évaluer le risque individuellement, selon la fragilité

du patient et les données pour le groupe d’age en question’®.

Pour ce qui est des effets indésirables occasionnés par I'action antiplaquettaire, I'aspirine
augmente d’environ deux fois les complications de saignement majeur, surtout gastro-
intestinaux'®. Ce risque de saignement justifie I'utilisation d’aspirine a faible dose, sachant que
I'incidence d’effets adverses est proportionnelle a la dose administrée’. En 2012, en raison de
saignements majeurs, la Société Européenne de Cardiologie ne recommande pas I'aspirine ou

d’autres antiplaquettaires en prévention primaire, d’ou la controverse mentionnée ci-haut.
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2.1.3 Les essais cliniques

Fait intéressant, I'aspirine est le médicament le mieux étudié de tous les temps’®. Ainsi, ce qui
suit n’est qu’un bref survol des différentes études liées aux SCA. En 1998, I'étude International
Study of Infarct Survival (1SIS-2) démontre que I'aspirine diminue la mortalité en IAM. A cing
(5) semaines, la mortalité était de 11,8% dans le groupe placebo et de 9,4% dans le groupe
traité avec 160 mg d’aspirine (p<0,00001). Cette différence statistiquement significative était

maintenue & 15 mois post-IAM’®”°.

Plus récemment, différentes études cliniques ont démontré un avantage a court et a long
terme de I'utilisation de I'aspirine dans les SCA. Publié en 2010, I'essai Clopidogrel and Aspirin
Optimal Dose Usage to Reduce Recurrent Events-Organization to Assess Strategies in Ischemic
Syndromes 7 (CURRENT-OASIS 7) s’est penché sur différentes issues cliniques dans les 30 jours
suivant une intervention coronarienne percutanée primaire post-AMI. Dans cette étude, les
patients recevaient le clopidogrel a dose conventionnelle (300 mg le premier jour puis 75mg
par jour) ou a dose doublée, avec de I'aspirine a haute dose (300 a 325 mg par jour) ou a faible
dose (75 a 100 mg par jour). La comparaison des 4 groupes de patients démontre aucune
différence significative entre les hautes doses de clopidogrel et les doses élevées d’aspirine
comparativement a leurs groupes respectifs a plus faible doses. Bref, il n’y a pas de différence
de mortalité cardiovasculaire, d’'IAM ou d’AVC entre une faible ou une haute dose d’aspirine.
L'incidence de saignements majeurs ne different pas entre les deux groupes mais le taux de

saignements mineurs est plus fréquent avec une dose élevée du médicament®®®,

L’essai clinique Clopidogrel in Unstable Angina to Prevent Reccurent Ischemie Events (CURE)
publié en 2001, discuté dans la Section 2.2.2, s’est penché, entre autres, sur la dose optimale
d’aspirine a utiliser sur une période de trois (3) a 12 mois aprés un SCA. L’utilisation de doses
élevées d’AAS ne démontre pas d’efficacité significative, pour le traitement a simple ou a
double antiplaquettaire avec le clopidogrel. Au contraire, il y a une augmentation dose-

8082 ’étude

dépendante de l'incidence de saignements majeurs dans ces deux groupes
Clopidogrel in Unstable Angina to Prevent Reccurent Ischemie Events in Patients Undergoing

Percutaneous Coronary Intervention (PCI-CURE), également publiée en 2001, méne a des
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résultats similaires, c’est-a-dire I'absence de bénéfice additionnel et davantage de
saignements majeurs avec des doses élevées d’aspirine. Egalement, cet essai clinique conclut
gue, dans le cadre de PCl primaire, I'aspirine a faible dose est favorable pour les événements

cliniques indésirables, tels que déces, IAM et AVC®.

Bref, il semble que passé la phase aigué, |'utilisation d’aspirine a faible dose soit préférable a
I’AAS a haute dose, a cause d’une incidence moindre de saignement pour une efficacité

similaire.

2.2 Le clopidogrel

Avec l'aspirine, le clopidogrel était I'antiplaquettaire oral le plus prescrit. Il est utilisé seul dans
les rares cas d’allergie a 'aspirine. Autrement, il est prescrit conjointement a I'aspirine’ pour

les SCA, en double thérapie antiplaquettaire (DAPT), tel que mentionné précédemment.

2.2.1 Le mécanisme d’action

Le clopidogrel bisulfate est un dérivé de la thiénopyridine, qui agit comme antagoniste des
récepteurs P2Y1,. Il permet donc de limiter I'activation par I'agoniste ADP sur les plaquettes,
et conséquemment de réduire I'agrégation plaquettaire. Ce médicament est initialement
inactif. La pro-drogue est métabolisée et oxydée par les enzymes du cytochrome P450 du foie
apres son absorption pour devenir pharmacologiquement active. Ceci implique un délai
d’action par rapport a certains autres inhibiteurs des récepteurs P2Y,. L’action du clopidogrel
sur le récepteur des plaquettes est irréversible, contrairement au ticagrelor présenté ci-

dessous’”.

La pharmacodynamie de cette molécule implique une variabilité individuelle de son efficacité,
entre autres dépendante d’une prédisposition génétique. Certains ont une réponse exagérée,
secondaire a un métabolisme rapide de la pro-drogue. Plus souvent, d’autres sont des « hypo-
répondeurs », a cause d’'une oxydation limitée du cytochrome hépatique®. Leffet
pharmacologique du clopidogrel provient du 15% métabolisé en molécule active. Ce processus

nécessite 2 séquences de réactions via les CYP hépatiques. Le CYP2C19 fait partie de ces 2
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cascades. Différents polymorphismes de ce cytochrome engendrent une variation de la
concentration du métabolite actif du clopidogrel dans le sang. Par conséquent, les individus
affectés par une polymorphisme qui diminue I'activité du cytochrome voient principalement
une baisse de I'inhibition I’agrégation plaquettaire médiée par I’ADP”>. A noter qu'il existe une
interaction entre le clopidogrel et certains inhibiteurs de la pompe a protons fréquemment

utilisés pour réduire la production d’acide dans I'estomac®.

Cette hétérogénéité interindividuelle est décrite pour plusieurs antiplaquettaires et
anticoagulants, via  différents  polymorphismes  génétiques’>.  Cependant, |la

pharmacogénomique dépasse le cadre du présent travail.

2.2.2 Les essais cliniques

Le clopidogrel est principalement utilisé pour la prévention d’événements secondaires et apres
Iinstallation d’un tuteur coronarien (stent)”. Il a également été démontré que la DAPT
diminue la récurrence d’événements ischémiques®. Différentes études cliniques ont
documenté I'effet clinique du clopidogrel en ajout au traitement conventionnel avec I'aspirine
dans les SCA. L'étude CURE a recruté une population de patients avec symptomes de SCA
depuis moins de 24h, excluant ceux avec IAM-ST+. Cet essai a démontré une diminution de la
mortalité cardiovasculaire, des IAM et des AVC avec I'ajout de clopidogrel pour les SCA. Par
contre, il y a significativement plus de saignements majeurs dans le groupe traité par rapport

au groupe placebo®.

PCI-CURE (2001) est un essai clinique étudiant une population avec IAM-ST- recevant du
clopidogrel avant une PCl, qui maintient ce traitement a long terme (3 a 12 mois), en plus de
Iaspirine. L'étude démontre une diminution des événements cardiovasculaires majeurs (décés
cardiovasculaire, IAM ou AVC) a court et a long terme. Par contre, encore une fois, une
augmentation de I'incidence de saignement majeurs non mortel est notée avec I'utilisation de

ce médicament®*®°

L’essai clinique Clopidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction Trial (COMMIT) en 2005

recrute de patients avec un IAM-ST+, un IAM-ST- ou un bloc de branche gauche de novo. A
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noter que contrairement aux études présentées ci-haut, celle-ci inclut les infarctus de type
ST+. Egalement, les patients éligibles pour un PCl sont exclus puisque la double thérapie
antiplaquettaire est d’emblée recommandée, basée sur les données du PCI-CURE. Ainsi, per-
hospitalisation, une diminution des événements vasculaires majeurs ainsi que de la mortalité
est démontrée avec I'ajout du clopidogrel au traitement établi avec I'aspirine et les autres

thérapies standards, telles que la fibrinolyse®.

Finalement, I'’étude CURRENT-OASIS 7 (2010) a été présentée dans la Section 2.1.3. En bref,
elle ne démontre aucune amélioration des outcomes avec [l'utilisation d’'une dose de

clopidogrel supérieure.
2.3 Le prasugrel

2.3.1 Le mécanisme d’action

Le prasugrel est également un antagoniste des récepteurs P2Y1, qui s’y lie facon irréversible®’.
Il a des propriétés pharmacologiques comparables au ticagrelor®. En effet, I'action de ces
molécules est démontrée plus prédictible, plus puissante et plus rapide que le clopidogrel®.
Cependant, il persiste une controverse quant a la réelle supériorité et a la sécurité du ticagrelor

comparativement au prasugrel, tel que décrit ci-dessous.

2.3.2 Les essais cliniques

L’essai clinique Trial to Assess Improvement in Therapeutic Outcomes by Optimizing Platelet
Inhibition with Prasugrel-Thrombolysis in Myocardial Infarction 38 (TRITON-TIMI 38)%°
compare le clopidogrel au prasugrel chez les patients avec SCA traités par PCl. La seconde
molécule démontre une réduction des parametres cardiovasculaires composites (décés
d'origine cardiovasculaire, IAM non-mortel et AVC non-mortel), mais aucune différence
significative du taux de mortalité global en raison d'une augmentation des saignements
majeurs. Donc, de par l'effet antiplaquettaire puissant, les lignes directrices récentes
(Canadiennes’®, Américaines’” et Européennes73) préconisent I'utilisation du prasugrel (ou du

ticagrelor, tel que présenté a la Section 2.4.2) chez les patients avec SCA qui subiront une
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intervention percutanée ainsi que chez les PCI électives, si le médicament n’est pas contre-
indiqué.

Une étude plus récente, Intracoronary Stenting and Antithrombotic Regimen: Rapid Early
Action for Coronary Treatment 5 (ISAR-REACT 5)°!, com pare le ticagrelor et le prasugrel en téte
a téte. Les patients atteints de SCA (IAM-ST- ou IAM-ST+) traité par intervention percutanée
ont été randomisés pour recevoir I'une des thiénopyridines. Les résultats montrent qu'a un an
de suivi, les patients traités avec le prasugrel ont une incidence significativement réduite de
mortalité, d'lAM et d’AVC, sans augmentation significative des saignements majeurs’". Dans
cet essai clinique, le nombre nécessaire a traiter (number needed to treat, NNT) associé a
I'utilisation du prasugrel est de 42. Ces résultats modifieront potentiellement les stratégies
thérapeutiques de la pratique médicale actuelle®® et méneront sans doute a d’autres études

randomisées.

2.4 Le ticagrelor

Le ticagrelor, anciennement appelé AZD6140, est |'antiplaquettaire oral le plus récemment

développé, parmi ceux présentés ci-haut®>.

2.4.1 Le mécanisme d’action

Le ticagrelor est un antagoniste réversible du récepteur P2Y;,. Il s’agit d’un dérivé de la
thiénopyridine, soit la cyclopentyl-triazolopyrimidine. En termes de mécanisme d’action, cet
antiplaquettaire inhibe également la réabsorption d’adénosine par son transporteur
(« equilabrative nucleoside transporter 1 », ENT1). Contrairement au clopidogrel, il est actif a

I'absorption intestinale et présente un effet antiplaquettaire plus important®®*%,

2.4.2 Les essais cliniques

Le Platelet Inhibition and Patient Outcomes (PLATO) est un essai clinique qui compare la double
thérapie antiplaquettaire avec le ticagrelor au traitement conventionnel au moment de I’étude

(clopidogrel et aspirine) sur une période de 12 mois. Des patients avec un IAM (ST+ ou ST-)
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sont randomisés pour recevoir le clopidogrel ou le ticagrelor, en plus de I'aspirine. Aprés 1 an,
cette étude démontre une diminution significative de la mortalité cardiovasculaire (IAM ou
AVC) et de la mortalité toute cause dans le groupe traité avec le ticagrelor. Pour ce qui est des
effets secondaires, il n’y a pas d’augmentation significative des saignements majeurs. Par
contre, une augmentation des saignements non-procéduraux mineurs, des saignements
mineurs, de I'acide urique, de la dyspnée et des pauses ventriculaires asymptomatiques est
constatée dans le groupe traité avec le ticagrelor®. De ce fait, les lignes directrices récentes
(Canadiennes’®, Américaines’” et Européennes73) préconisent I'utilisation du ticagrelor (ou du
prasugrel) chez les patients avec SCA qui subiront une intervention percutanée ainsi que chez

les PCI électives, si le médicament n’est pas contre-indiqué.

L’essai Prevention of Cardiovascular Events in Patients with Prior Heart Attack Using Ticagrelor
Compared to Placebo on a Background of Aspirin—Thrombosis in Myocardial Infarction 54
(PEGASUS-TIMI 54) quant a lui étudie les bienfaits du ticagrelor sur une durée d’un a trois ans.
Avec un suivi moyen de 33 mois, on démontre une diminution de mort cardiovasculaire, d'|AM

ou d’AVC et qu’un risque de saignement majeur augmenté®*.

2.4.3 Les effets pléiotropiques

Les effets cardiovasculaires protecteurs du ticagrelor ont longtemps été associés a des actions
qui vont au-dela d’'une meilleure inhibition plaquettaire seule. De multiples propriétés
pléiotropiques ont été explorées a travers les années.
Adénosine

L'hypothese initiale d’une propriété pléiotropique potentielle du ticagrelor était liée a
I'adénosine. En effet, la concentration plasmatique d'adénosine (adenosine plasma
concentration, APC) s'est avérée significativement supérieure dans le groupe de patients sous
ticagrelor par rapport au cIopidogreIgS. Il a été stipulé que le mécanisme d'action s’explique
par une inhibition de I'absorption d'adénosine dans les globules rouges secondairement au
blocage de I'ENT-1% ainsi que par une libération accrue liée a la dose d'adénosine triphosphate
cellulaire des érythrocytes in vitro®’. A noter que certaines études ont réfuté ces résultats et

ne montrent aucun effet du ticagrelor sur le transport de 'adénosine ni sur I’APC®%.
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Au niveau systémique, de multiples propriétés liées a 'augmentation de I’APC sont décrites
dans la littérature®®. En médecine cardiovasculaire, 'usage a long terme du ticagrelor a
démontré une activation du récepteur d’adénosine, avec régulation subséquente a la hausse
de la synthése de NO dans I'endothélium, menant a une diminution de la taille de I'infarctus®.

Au niveau coronarien, des études sur des participants en santé'™*

et des patients avec un IAM-
ST-'2 traités avec le ticagrelor démontrent une augmentation de la vélocité du flux sanguin
par vasodilatation supérieure, en réponse a une infusion exogene d’adénosine. Cette
découverte laisse sous-entendre un effet agoniste du ticagrelor sur le récepteur de I'adénosine
augmentant ses propriétés biologiques intrinseques, en plus d'augmenter les niveaux
endogénes d'APC. A noter que I'expérimentation avec I'adénosine in vivo s’accompagne
d’enjeux liés au fait qu’il s’agit d’'un métabolite trés transitoire®®. Des méthodes spécifiques
sont nécessaires pour permettre une mesure appropriée et une interprétation ultérieure'®.
Dysfonction endothéliale

Chez les patients traités avec le ticagrelor, I'adénosine présente des avantages sur la fonction
endothéliale artérielle. Dans les SCA, I'augmentation des taux plasmatiques d'adénosine était
associée a une diminution de la dysfonction endothéliale mesurée par l'indice d'hyperémie

réactive, couramment utilisé pour évaluer la fonction microvasculaire®*

. D’un autre c6té, une
étude multicentriqgue randomisée plus récente utilisant trois inhibiteurs de P2Y;; n'a montré
aucune amélioration de la fonction endothéliale ni augmentation de la concentration
d'adénosine avec le ticagrelor par rapport au clopidogrel et au prasugrel™.
Régénération endothéliale

En plus de I'amélioration de la fonction endothéliale, un effet du ticagrelor indépendant des
plaguettes a été démontré, en lien avec une quantité accrue de cellules progénitrices
endothéliales (endothelial progenitor cells, EPC) par rapport au clopidogrel. Ceci a également
un impact favorable sur la condition de I’endothélium. En effet, ces cellules progénitrices sont
essentielles a I'homéostasie vasculaire, a la régénération endothéliale et a la réduction de

I'hyperplasie, tous des processus associés a la cicatrisation vasculaire et a de meilleurs résultats

cardiovasculaires'®. Plus récemment, une augmentation de I'expression des cellules
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progénitrices endothéliales, plus prononcée dans le groupe ticagrelor, a également été
observée chez les patients atteints de SCA et de dyslipidémie™®®.

Autres effets pléiotropiques
En termes d'effets antithrombotiques, le ticagrelor semble avoir des propriétés additionnelles
dans I'endocarde auriculaire gauche des patients atteints de fibrillation auriculaire, non
observées dans le métabolite actif du clopidogrel. Ces propriétés pourraient mener a un autre
effet pléiotropique du médicament, lui permettant potentiellement de réduire les événements

thromboemboliques'®’. Des propriétés pléiotropiques supplémentaires du ticagrelor'®®'%,

O et un effet

telles que la modulation de I'inflammation®, la mortalité liée au sepsis'*
antithrombotique supérieur™!, ont été documentées. A noter que les niveaux d'adénosine et
ses effets, ainsi que la fonction endothéliale'*” ne sont pas unanimement acceptés comme

propriétés pléiotropiques du ticagrelor dans la communauté scientifique.
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Chapitre 3 — Le métabolisme cardiaque

3.1 Le métabolisme cardiaque physiologique

Chez I'étre humain, le coeur bat a partir du 21° jour post-conception. Ce battement continu et
vigoureux nécessite une importante quantité d’énergie, fournie par le métabolisme de

113

différents substrats produisant de I'adénosine triphosphate (ATP)™"". En effet, le coeur est

14 Les fibres contractiles

I'organe qui consomme le plus d’énergie par unité de masse
myocardiques transforment I'énergie chimique en énergie mécanique en hydrolysant cette
ATP* via la phosphorylation oxydative mitochondriale’. L’ utilisation de I'énergie se fait par la
créatine kinase, qui transfert un phosphate a haute énergie de I’ATP a la créatine pour former
une phosphocréatine et une ADP. A I’état physiologique adulte, les acides gras fournissent plus
de 60% de I'énergie consommeée par le myocarde. Le reste du support énergétique (jusqu’a

40%) est assuré par les glucides, principalement le glucose, et par le lactate™'*.

En revanche, le cceur feetal utilise le glucose comme substrat primaire. |l s’agit du carburant le
plus efficient énergiquement par rapport a la quantité d’oxygene requise, ce qui concorde avec

¢ Ala naissance, il se produit une maturation cellulaire, via

I’hypoxie relative du milieu foeta
une régulation a la hausse de I’ATP, des enzymes et intermédiaires ainsi que des éléments
régulateurs de la respiration cellulaire. En outre, il est important de noter que les substrats
disponibles changent chez le nouveau-né. En effet, ce dernier ne recgoit plus les lactates
maternels et réoriente son métabolisme cardiaque vers les acides gras, dont la quantité
augmente graduellement avec l'introduction du lait maternel et de I'alimentation orale™.
Cette tendance se maintient dans le myocarde en santé. A noter qu’un stress physiologique

peut réactiver le métabolisme foetal®®.

Dans le coeur adulte, la phosphorylation oxydative mitochondriale génére ultimement
I’énergie a partir des électrons des substrats de carbones, soient les acides gras et les glucides.
En effet, il y a production d’éléments réducteurs, la nicotinamide adénine dinucléotide réduite

(NADH) et la flavine adénine dinucléotide réduite (FADH,). L’oxydation des substrats génére



également de l'acétyl-CoA a 2 carbones qui entre dans le cycle de 'acide tricarboxylique
générant davantage de NADH, principalement. Les éléments réducteurs sont par la suite
envoyés dans la chaine de transport d’électrons (ETC), dans la membrane interne de la
mitochondrie, et utilisés pour la phosphorylation oxydative, générant de I'ATP et de I'eau
(H,0)"**2. A noter que I'adénosine triphosphate générée via phosphorylation de I'adénosine

117,118

diphosphate et grace a un phosphate inorganique , réaction inverse de I’hydrolyse de

I’ATP (Figure 13).

Fatty Acids Contraction
Glucose NADH ATP SR Ca?* pump
Lactate lon Homeostasis
Electron
Transport
Chain
CcO + ADP
2 NAD +P,
Figure 13. Hydrolyse de I’ATP dans le réticulum sarcoplasmique

Figure tirée de Stanley, 2005, Reproduction autorisée par « The American Physiology Society ». Tous
droits réservés.

Le métabolisme énergétique cardiaque est étroitement régulé et s’active au gré de I'inotropie
myocardique, en fonction de I'état nutritionnel, soit la concentration plasmatique des
substrats de carbone, des hormones et catécholamines circulantes ainsi que du flux coronaire.
En effet, le coeur peut varier considérablement sa production énergétique. Au repos, cet
organe utilise 15% a 25% de sa capacité oxydative mitochondriale maximale alors qu’il atteint
80 3 90% de cette capacité dans un état de travail contractile maximal®. Il est intéressant de
noter que les adaptations immédiates du métabolisme dépendent des substrats et des
enzymes du systéme en place. A l'inverse, les adaptations a long-terme impliquent des

variations génomiques avec modulation de I'expression génique (Figure 14). Elles permettent
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par exemple a un athléte d’avoir un niveau de performance non atteignable par une individu

normal. En effet, a long-terme, I'adaptation cardiaque permet de modifier I'expression de

différents génes pour répondre aux demandes, sujet dépassant le cadre de ce travail'*.

Gene Expression

Energy Metabolism

Contractile Function

Figure 14. Interactions entre I’expression génique, le métabolisme énergétique et la
contractilité cellulaire du cceur.
19 Reproduction autorisée par « Springer Nature ». Tous droits

réserves.

Figure tirée de Taegtmeyer, 2001

Par ailleurs, le métabolisme cardiaque est soumis a différents mécanismes de contréle. Le
premier dépend du cycle d’alimentation, fonction de I’état nutritionnel du corps, nourri ou a

120 par exemple, au courant de la journée, le taux d’oxydation d’acides gras varie. Il

jeun
diminue aprés un repas et augmente durant les périodes de jetine''®. La disponibilité des
substrats et le controle neuro-hormonal font partie du contréle extrinseque du métabolisme
cardiaque. D’un autre c6té, il existe un contréle intrinseque. En effet, Young et al. ont décrit
des variations circadiennes du métabolisme cardiaque et de la fonction contractile®.
L'horloge circadienne du cardiomyocyte fait varier le métabolisme sur une période de vingt-
quatre heures grace a des mécanismes de rétroaction positive et négative'®®. Entre autres, il y
a une augmentation de la consommation de glucose, d’oxygene et de la fonction contractile
durant la nuit, dite phase sombre, pour répondre aux demandes augmentées en lien avec les

changements hormonaux**.

Ainsi, I'équilibre énergétique du cceur est primordial, pour la fonction du myocarde et pour la
perfusion du corps entier. Le coeur est donc équipé d’une flexibilité métabolique, lui donnant
le titre d’organe omnivore, c’est-a-dire qu’il peut utiliser différents substrats en méme temps

(glucose, lactate, corps cétoniques, acides gras, acides aminés) en fonction de leur
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14116122 'A noter qu’étant donnée la réserve limitée d’ATP, les changements du

disponibilité
métabolisme cardiaque peuvent avoir des effets sur la fonction contractile. Il y a roulement de
la réserve d’ATP aux dix secondes’. En effet, la réserve d’ATP cardiaque s’épuise en moins
d’une minute'? et toute une modification du type de substrat ou de la quantité d’ATP produite
engendre rapidement des dommages aux cellules myocardiques™™, sujet abordé dans la

Section 3.2. Les Sections 3.1.1 et 3.1.2 décrivent le détail du métabolisme des acides gras et

des glucides, respectivement, tel que résumé a la Figure 15.

68



Glucose High circulating FFA
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ATP —
ADP + Pi + H*
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Acetyl-CoA

NADH/H*
FADH,

Figure 15. Cycle du glucose et des acides gras, avec les transporteurs impliqués.
Figure tirée de Jaswal, 2008, Reproduction autorisée par le Dr Gary Lopaschuk. Tous droits réservés.
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3.1.1 Le métabolisme des acides gras

Source

Le plasma constitue la principale source d’acides gras (fatty acids, FA) du myocarde. Il fournit
plus précisément des acides gras a longue chaine, soient I'oléate et le palmitate™®, qui se
trouvent sous forme non-estérifiée'. A noter gue le cardiomyocyte contient malgré tout une

13 Une fois dans la cellule, prés de 30%

réserve d’acide gras sous forme de triacylglycérol (TG)
des acides gras sont stockés en TG alors que le reste est oxydé en CO,, tel qu’expliqué ci-

8
dessous®.

Transport

Etant donnée la nature trés hydrophobe des acides gras, ils sont transportés dans le sang liés
a I'albumine ou par des lipoprotéines riches en triglycérides, telles que les VLDL (very low
density lipoprotein) du foie et les chylomicrons des intestins’**. Leur concentration
plasmatique dépend de la libération de TG par le tissu adipeux. En postprandial, les
lipoprotéines sont les principaux transporteurs d’acides gras. Ces derniers sont libérés par la

L3118 Cette LPL hormono-sensitive

lipoprotéine lipase (LPL) membranaire au site d’arrivée
est inhibée par l'insuline et activée par les catécholamines. De ce fait, lors d’un état de jeline,
le transfert d’acide gras vers les cardiomyocyte est plus important qu’en post—prandiall. Outre
la diffusion passive, la majorité (80%) des acides gras traverse la membrane du cardiomyocyte
grace a des protéines, soit la fatty acid translocase (FAT, CD36 en forme prédominante) et

L113124 * Cette derniére se trouve

la plasmalemmal fatty acid-binding protein (FABPpm)
également au niveau du cytosol et permet I'ancrage des molécules d’acide gras. A noter qu'il
se produit une estérification du substrat grace a la fatty acyl-CoA synthase (FACS) pour donner

1,113

des acides gras acyl-coenzyme A (FA-CoA) (Figure 16). Une fois dans la cellule, le FA-CoA
peut étre oxydé (70 a 90%) ou stocké (10-30%) sous forme de triglycéride par la

glycérolphosphate acyl-transférase’.

L'oxydation des acides gras, nommée [-oxydation, se produit principalement dans la

mitochondrie. Pour permettre le passage de ces molécules dans I'organelle, trois (3) enzymes
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dépendantes de la cartinine sont nécessaires et sont également représentées a la Figure 16.
Le transport des FA-CoA a travers la membrane externe est assuré par la CPT-I (cartinine
palmitoyl transférase). L’acyl-carnitine ainsi formée peut traverser la membrane interne grace
a la carnitine acyl translocase (CAT). La troisieme enzyme, CPT-Il, permet de reformer I'acide
gras acyl-CoA. Ce dernier est donc prét pour oxydation au sein de la mitochondrie. Parmi ces

enzymes, CPT-1 a un réle régulateur**?

. Fait intéressant, ces molécules sont toutes des cibles
thérapeutiques pour le traitement des sujets avec angine a médiation métabolique. En effet,
différents inhibiteurs partiels de I'oxydation des acides gras sont utilisés pour le traitement de

I’angine réfractaire, en plus du régime thérapeutique usuel'>.

Glucose

FA-albumin — FA <_L1popr0tems

LPL
Plasma Membrane GLUT 1/4

Transporter Passive Diffusion
Glucose (CD36/FABPpy,)

Cytosol

v ~
Glycolysis FA FAGS  JFA-CoA

Pyruvate

Outer Mitochondrial Membrane CPT-I

FA-Carnitine
Inner Mitochondrial Membrane

e CPT-II

PDHP Pyruvate FA Oxidation —— FA-CoA
Glucose _< DI 3
Oxidation P PDH*
Acetyl-CoA
PDK ADP
: NADH
TCA Cyel _—
& ycle FADH2 ETC
ATP
Figure 16. Absorption et métabolisme du glucose et des acides gras

Figure tirée de Taha, 20072, Reproduction autorisée par « Taylor & Francis. ». Tous droits réservés.
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Oxydation

L’oxydation de I'acide gras acyl-CoA libere de I'acétyl-CoA ainsi que des éléments réducteurs
(NADH et de FADH,). L'acétyl-CoA a son tour entre dans le cycle de I'acide tricarboxylique
(TCA), aussi appelé le cycle de Krebs (Figure 16). Ce dernier engendre davantage de molécules
de NADH et de FADH,'®. La production d’acétyl-CoA requiert 4 enzymes : acyl-CoA
déshydrogénase, 2-enoyl-CoA hydratase, 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et 3-kétoacyl-
CoA thiolase (3-KAT). Ces 4 enzymes produisent de I'acyl-CoA, qui subit une seconde B-

oxydation avant de donner de I'acétyl-CoA".

Régulation

La régulation de I'oxydation des acides gras se fait tout d’abord par I'apport du substrat au
cceur (Figure 17). Entre autres, l'inhibition du CPT-I par le malonyl-CoA diminue I'apport
mitochondrial d’acide gras. D’ailleurs, la carboxylation de l'acétyl-CoA par I'acétyl-CoA
carboxylase (ACC) produit le malonyl-CoA. La réaction inverse est catalysée par le malonyl-CoA
décarboxylase (MCD). Ainsi, I'activation de MCD stimule la B-oxydation alors que son inhibition
stimule I'oxydation du glucose, en situation ischémique par exemple. De plus, ’ACC est inhibée
par I’AMPK (protéine kinase activée par ’AMP), ce qui augmente |'oxydation des acides gras
par diminution du malonyl-CoA. Il y a également un contréle allostérique et transcriptionnel
des enzymes. Ce dernier se fait par des facteurs de transcription qui agissent en augmentant
I’expression de genes liés au métabolisme des acides gras, incluant le transport et toutes les
réactions menant a l'oxydation. Le principal régulateur transcriptionnel est le PPAR-a

1,113,116

(peroxisome proliferator-activated receptors) . Finalement, I'oxydation des acides gras

est également controlée par le récepteur lié a I'estrogéne (ERR) et par le coactivateur-1 a du

PPARy (PCG-1a), qui régulent I'expression de différentes enzymes®***%,
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Figure 17. Métabolisme des acides gras myocardiques
Figure tirée de Stanley, 2005, Reproduction autorisée par « The American Physiology Society ». Tous
droits réservés.
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3.1.2 Le métabolisme des glucides

Source

Le glucose est le principal hydrate de carbone consommeé par le cceur a I'état physiologique,
dont la grande majorité provient du plasma. En effet, la réserve cardiaque en sucre, sous forme
de glycogene, diminue grandement en post-natal pour constituer seulement 2% du poids du
myocyte. Le glycogene est utilisé davantage dans les états de stress, tels que la stimulation

113,126

adrénergique et l'ischémie . Le coeur est également un consommateur de lactate a I'état

physiologique'®.

Transport

En plus du gradient transcellulaire, le glucose exogene entre dans la cellule myocardique grace

a des transporteurs, glucose transporters, principalement GLUT1 et GLUT4 contenus dans des
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vésicules intracellulaires (Figure 18). GLUT4 est le principal transporteur, grandement affecté

122

par I'insuline™*. GLUT1 quant a lui maintient un niveau basal de glucose intracellulaire et est

113,126

surtout retrouvé sur la membrane lipidique . Alors que GLUT1 est le transporteur principal

chez le foetus, GLUT4 devient le plus important apreés la naissance*®

. Plusieurs stimuli, tels que
I'insuline, l'augmentation du travail cardiaque ainsi que l'ischémie, provoquent une
augmentation du transport de glucose vers la cellule via translocation des transporteurs. A
noter que GLUT4 est également stimulé par I’AMPK, protéine clé dans le transport de glucose

insulino-indépendant du coeur ischémique™**°.

Glucose

(Gl. ur-4
Sarcolermma
Glucose / ,/. \
Glycogen -e—Glucose 6-phosphate Cytoplasm
PFK
—— NAD'
GAPDH |~
“——»NADH
NAD* NADH
Lactate <————=3 Pyruvate / 02
a— /
= PDH Electron Transport Chain
Fatty Acid R-Oxidation NADH NAD~
| H,0
g
Acetvl C 7~ Krebs
Acetyl CoA —)-“\ Cycle ) Miochonrial
S~ Matrix
Figure 18. Transport cellulaire du glucose

Figure tirée de Lopaschuck, 1997, Reproduction autorisée par « Walter Kluwer Health Inc. ». Tous
droits réservés.
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Oxydation

Dans le cytosol, le glucose et le lactate sont convertis en pyruvate par glycolyse™* (Figure 16).
En effet, le glucose intracellulaire est transformé en glucose-6-phosphate (G6P) par
I’'hexokinase. Ce dernier peut étre oxydé pour produire de I'énergie ou stocké en glycogene

117126 | a voie glycolytique utilise un glucose-6-phosphate'** et une

par la glycogene synthase
NAD+ pour former du pyruvate et du NADH, générant 2 ATP!. Une des enzymes impliquées
dans les réactions, soit la phosphofructokinase-1 (PFK-1), catalyse la réaction fructose-6-
phosphate (F6P) a fructose-1,6-biphosphate (F1,6BP) (Figure 19). Ce dernier est par la suite
transformé en pyruvate. Il pénétre dans la mitochondrie pour étre transformé en acétyl-CoA
et en CO, par la pyruvate déshydrogénase (PDH). L'oxydation du glucose se poursuit avec

I’entrée de I'acétyl-CoA dans le cycle de Krebs, pour produire des éléments réducteurs, soit le

NADH et le FADH, (Figure 16).'"

Fructose 6-phosphate . Citrate

v AMPK
: A‘-..'t
Citrate==«\ s *PKC, PKA

PI3 Kinase

‘0
:IIL;IPP ’ *Fructose 2,6-bisphosphate
Pi

Fructose 1,6-bisphosphate

Figure 19. Régulation des phosphofructokinases (PFK)
Figure tirée de Stanley, 2005, Reproduction autorisée par « The American Physiology Society ». Tous
droits réservés.
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Régulation

La régulation des substrats des glucides se fait a plusieurs niveaux, entre autres via les
transporteurs. En effet, la translocation de GLUT4 a partir de réserves intracellulaires du
transporteur en réponse a divers stimuli fait varier le flux de glucose dans le cardiomyocyte,
tel que mentionné précédemment’. Le gradient transmembranaire de glucose influence aussi
la quantité de glucose absorbée, de fagon proportionnelle. Ainsi, une diminution de la
concentration de glucose extracellulaire, en cas d’ischémie par exemple, réduit I'apport de
glucose au cardiomyocyte. De plus, I'expression des génes de ce transporteur est également
diminuée par I'expression de PPAR-a associée a une augmentation de I'oxydation d’acides

gras'?®.

Il'y a également un contréle de la glycolyse via la PKF-1, dont la phosphorylation est une étape
limitante et irréversible. Cette enzyme est inhibée par I'ATP, le fructose-1,6-biphosphate

113 ce dernier s’accumule dans la cellule avec une

(F1,6BP), le pH bas ainsi que le citrate
augmentation de la B-oxydation. A l'inverse, elle est activée par ’ADP, 'AMP (adénosine
monophosphate) et le phosphate inorganique. Il y a donc accélération de la glycolyse avec une
diminution de la phosphorylation produisant I’ATP. En outre, une rétroaction positive est
exercée sur PFK-1 par le fructose-2,6-biphosphate (F2,6BP), qui induit un changement de
conformation de PFK-1. Le F2,6BP produit grace a la PFK-2 diminue I'affinité de PFK-1 a 'ATP

et augmente son affinité a son substrat, soit le FeP™.
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Figure 20. Régulation de I'oxydation du glucose et du lactate par la pyruvate
dehydrogénase
Figure tirée de Stanley, 2005, Reproduction autorisée par « The American Physiology Society ». Tous
droits réservés.

Ensuite, 'oxydation du pyruvate est contrélée par le niveau plasmatique et le métabolisme des
acides gras (Figure 20). Ce sont les métabolites dérivés de la dégradation des substrats qui

déterminent le choix du carburant™*®

. En effet, dans le coeur, les 2 principaux substrats
d’énergie sont complémentaires, c’est-a-dire qu’une augmentation de la B-oxydation inhibe la
glycolyse via une diminution de l'activité de la PDH (Figure 21). L’activation de PPAR-a
augmente la transcription de PDK. La phosphorylation de PDH par la pyruvate déshydrogénase
kinase (PDK) inhibe la décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA. Ainsi, une élévation de la
concentration plasmatique d’acide gras et de I'oxydation d’acide gras engendre une inhibition
de PDH via activation de son inhibiteur, PDK. La B-oxydation engendre une augmentation des

ratios acétyl-CoA:CoA et NADH:NAD+ et stimulent la PDK. A I'inverse, la PDK est inhibée par

I’ADP et le pyruvate intra-mitochondrial™***. La PDH phosphatase quant a elle active PDH.
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Ainsi, I'oxydation du pyruvate dépend des substrats et des produits de cette réaction, en plus
de la PDH'. Il est intéressant de noter que I'oxydation d’acide gras affecte principalement

'oxydation du glycose, puis la glycolyse et finalement I'absorption de glucose'?.

B-oxidation —m8 ——> ﬁ Acetyl-CoA, NADH .
ﬂ FA uptake ﬁ ——» PDK
PPAR-o activity ——> PDKA4 levels @
PDH

PDH-p

ﬂ Glucose oxidation

Figure 21. Interactions entre les acides gras et I'oxydation du glucose
Figure tirée de Taha, 2007, Reproduction autorisée par « Taylor & Francis. ». Tous droits réservés.

De la méme maniere, une inhibition de I'oxydation des acides gras engendre une élévation de
la glycolyse aérobie, par plusieurs mécanismes. Premiérement, la diminution de I'acétylCoA et
de NADH enléve l'inhibition sur PDH (Figure 22). Ensuite, la concentration moindre de citrate
permet d’inhiber PDK. GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) exerce
également une régulation de I'oxydation du glucose. Cette enzyme est responsable de la
production du NADH provenant de la glycolyse (glucose en pyruvate). En effet, 'accumulation
du substrat NAD" dans le cytoplasme active GAPDH alors que son produit, NADH, I'inhibe.
L'exces de lactate a également un feedback négatif sur cette enzyme, ne permettant pas de

produire du NAD" & partir de NADH".
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Figure 22. Inter-régulation des acides gras et de I'oxydation du pyruvate.
Figure tirée de Stanley, 1997 Reproduction autorisée par « Oxford University Press ». Tous droits réservés.

Bref, le métabolisme cardiaque dépend de deux carburant principaux, soit les acides gras et
les glucides (Figure 23). Par contre, le coeur peut utiliser les corps cétoniques, les acides aminés
et d’autres substrats dans des conditions de stress. Le choix du substrat dépend de I'apport
mais aussi de I'état du cardiomyocyte. Ainsi, une cellule foetale est différente d’une cellule
adulte, pouvant elle-méme modifier ces besoins selon la condition métabolique dans laquelle
elle se trouve'. Par exemple, il est démontré que I'utilisation de lactate et de glucose comme
carburant cardiaque est plus efficace que les acides gras pour une quantité d’oxygéne donnée.
En d’autres termes, les glucides consomment moins d’oxygéne (MVO,). lls sont capables de
produire 3,0 ATP par atome d’oxygene, alors que le taux pour les acides gras a longue chaine
est de 2,6 ATP''®. Ainsi, une augmentation de la concentration plasmatique d’acide gras et
I'ischémie modérée, induisant une inhibition de I'oxydation des glucides, diminuent I'efficacité

du métabolisme cardiaque’. Le tout sera expliqué en détail dans la Section 3.2.
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Figure 23. Métabolisme des différents substrats myocardiques
Figure tirée de Stanley, 19971 Reproduction autorisée par « Oxford University Press ». Tous
droits réservés.
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3.2 Les changements métaboliques de I'ischémie

Le métabolisme présenté ci-haut illustre le systeme de réactions complexe assurant |'inotropie
cardiaque. Il est impossible de discuter du métabolisme cardiaque sans mentionner la
circulation coronarienne, qui fournit les substrats et I'oxygéne au cceur. Ainsi, il existe une
intime relation entre le flux coronaire, le métabolisme oxydatif et la fonction cardiaque™. Par
ailleurs, une altération du métabolisme cardiaque peut engendrer des atteintes permanentes
au parenchyme. En effet, plusieurs maladies, telles que la cardiomyopathie ischémique, sont
liées a des anomalies du métabolisme cardiaque physiologique. L'ischémie consiste en une
diminution du niveau ou de la distribution de substrats métaboliques, incluant I'oxygéne. Elle
est due principalement a une maladie artérielle coronarienne qui diminue le flux sanguin*>.
Les conséquences de l'ischémie (Figure 24) dépendent de plusieurs aspects, tels que son
degré, sa durée et sa rapidité d’apparition (aigué vs chronique), de méme que I’état physique
(fréquence cardiaque, post-charge et contractilité) et métabolique du myocarde sous-

jacents'm.

Selon Taegtmeyer, I'ischémie myocardique est avant tout un événement métabolique, qui est
traduit par un déséquilibre entre la phosphorylation oxydative de I’ADP et I'hydrolyse de I’ATP.
Ce roulement de I'ATP, extrémement rapide dans le coeur, détermine I'état énergétique
cellulaire. L’hydrolyse d’ATP utilise un ADP et un proton en plus d’un phosphate inorganique

123 | a restauration d’'un ATP a partir de la phosphocréatine est catalysée par

pour former I’ATP
la créatine kinase®. Cette méme enzyme est nécessaire pour la conversion d’énergie chimique
en énergie mécanique pour la contraction. Elle transfert un phosphate a haute énergie de 'ATP
vers la créatine pour former ’ADP et une phosphocréatine®. En bref, le manque d’oxygéne et
de substrats entraine une diminution de I'oxydation des acides gras, qui elle consomme

'oxygéne inefficacement et qui inhibe I'oxydation du pyruvate*®.
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Figure tirée de Fillmore, 2014°*". Reproduction autorisée par « John Wiley and Sons ». Tous droits

réserves.
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3.2.1 Les niveaux d’ischémie

Les conséquences d’une ischémie sur le myocarde dépendent du degré d’occlusion artérielle.
Le premier événement qui se produit en cas d’un déséquilibre de I'apport et du besoin sanguin,
c’est ’'accumulation de lactate et le déficit phosphate a haute énergie proportionnels au niveau
d’ischémie. Etant donné que la contraction du myocarde est dépendante de I'ATP, une
ischémie sévére entraine une hypokinésie pouvant évoluer en akinésie''’, d’abord diastolique,
puis systoliques. Les changements métaboliques sont initialement réversibles, mais une
hypoxie soutenue peut engendrer une nécrose des cardiomyocytes, couramment appelée un

infarctus du myocarde.

Tout d’abord, en cas d’ischémie modeste, une dysfonction contractile s’installe graduellement
a cause d’une diminution du travail mécanique. La réponse métabolique a I'ischémie légere a
modérée débute par une utilisation des réserves de glycogenes et une production de lactate
par glycolyse anaérobie. Par contre, la B-oxydation reste possible, a un rythme moindre. Ainsi,
les acides gras demeurent le carburant primairem. Ces derniers, augmentés
physiologiquement en état de stress par la stimulation adrénergique, sont en mesure d’inhiber
paradoxalement l'oxydation du pyruvate'’®. Si I'ischémie est sévére ou soudaine, la
dysfonction contractile devient presque compléete, avec une détérioration de I'état cellulaire.
En effet, I'accumulation de lactate devient plus importante et il y a une acidose intracellulaire.
De plus, étant donnée I'absence d’apport sanguin de substrats, la cellule dépend de sources
endogenes. La réserve de glycogéne continue de diminuer''’. Dans les Sections 3.2.2 et 3.2.3,

les conséquences métaboliques et ioniques de I'ischémie seront détaillées, respectivement.

3.2.2 Les conséquences métaboliques

Etant donné le caractére aigu de I'ischémie, elle est contrebalancée par des changements
métaboliques rapides. Tel que mentionné ci-dessous, a I'état ischémique aigu, le glucose

113 ’ischémie engendre une absorption augmentée

devient le principal substrat énergétique
de glucose, entre autres via la translocation de GLUT4 stimulée par 'AMPK, ainsi qu’une

utilisation des réserves de glycogene. Cette glycogénolyse, par la glycogene phosphorylase, est
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L7 A noter

stimulée par la diminution de I’ATP et 'augmentation de phosphate inorganique
que la sévérité de I'ischémie détermine le taux d’absorption de glucose. En effet, I'extraction
de sang est meilleure avec une ischémie modérée qu’une ischémie sévere. Ainsi, la
translocation de transporteur permet une meilleure adaptation via une compensation de
production d’énergie par la glycolysem. Par contre, lors d’une ischémie totale, contexte ou
I'apport sanguin de substrat est quasi nul, le glycogéne devient le principal fournisseur de
glucose'®®. Par ailleurs, la régulation du métabolisme du glucose en ischémie dépend non

seulement de I'extraction du glucose, mais aussi des enzymes impliquées, tel que décrit ci-

7
dessous'?’.

Tout d’abord, sachant que la production d’énergie par le métabolisme cardiaque dépend entre
autres de la livraison des substrats et de I'oxygéne, il est évident qu’un apport sanguin diminué
voire absent, empéche |'oxydation d’acide gras et de glucose par la mitochondrie. Le cycle de
Krebs ainsi que la chaine de transport d’électron sont donc ralentis. Ceci engendre une
accumulation d’acétyl-CoA non oxydé et de NADH non réduit. Ces produits activent la PDK qui
inhibe a son tour la PDH, ne permettant pas d’oxydation du pyruvate en acétyl-CoA. Par
conséquent, les cardiomyocytes doivent utiliser la glycolyse anaérobie pour produire de 'ATP
sans oxygene, réaction trés peu rentable (Figure 25). Une fois le glucose transformé en
pyruvate, la glycolyse anaérobie produit du lactate a partir de ce dernier par le lactate

13,117,128 Ajnsi, le cceur, consommateur de lactate a [Iétat

déshydrogénase (LDH)
physiologique, en devient producteur durant I'ischémie’. L’accumulation de lactate semble
étre un des éléments qui déclenche la douleur thoracique, par stimulation des nerfs afférents,
et la dépression du segment-ST sur |'électrocardiogramme chez les sujets avec angine et

syndrome coronarien aigulls.
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Figure 25. Effets de I'ischémie sur le NADH cytosolique et mitochondrial.
Figure tirée de Ussher, 2012"*°. Reproduction autorisée par « Wolters Kluwer Health, Inc.». Tous droits

réserves.

Par ailleurs, les modifications du métabolisme secondaires a I'ischémie ont d’importantes
conséquences négatives sur I'efficacité de la cellule cardiaque. Tout d’abord, I'accumulation
de lactate et de NADH inhibe GADPH de la glycolyse. Ainsi, I'acidose intracellulaire par excés
de lactate exacerbe le découplage entre la glycolyse et I'oxydation du glucose, en inhibant
paradoxalement la glycolyse anaérobie, seule option de production d’énergie chez le myocyte

gravement ischémique'®.
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Il est intéressant de noter par contre que les régions du myocarde avec apport sanguin minimal
sont en mesure de produire de I'énergie a partir d’acide gras, surtout en cas d’ischémie
modérée. Cette production inhibe davantage la PDH, ce qui diminue davantage |'oxydation du
glucose. L'inhibition de I'oxydation d’acide gras représente donc une issue thérapeutique pour
diminuer les dommages liés a I'ischémie cardiaque, puisqu’elle augmenterait I'oxydation du

lucose s'il y a un apport minimal de sang**>**%,
Yy

Tel que mentionné ci-dessus, ’AMPK a un effet régulateur positif sur le métabolisme des deux
substrats, permettant ainsi de produire I’énergie nécessaire en situation de stress, comme
I'exercice par exemple™®. Elle joue également un rdle protecteur dans I'ischémie du myocarde.
Rapidement apres le déficit de substrats et d’oxygene, I'laccumulation d’AMP, causant une
augmentation du ratio AMP/ATP active I’AMPK qui coordonne une réponse métabolique. En
effet, elle stimule une augmentation de la glycolyse anaérobie entre autres via une
phosphorylation de PFK-2. L’activation de cette enzyme exerce un feedback positif sur la PFK-

1 via 'augmentation de F2,6BP****%°.

En résumé, « la cardiomyopathie ischémique est une diminution de I'apport myocardique en
oxygene; manifesté par un changement du substrat énergétique myocardique de préférence
des acides gras au glucose. Cette altération d’utilisation du substrat se traduit par le non-
couplage entre la glycolyse et I'oxydation du glucose, conduisant finalement a une diminution

de Iefficacité cardiaque. »'** La glycolyse est donc cardio-protectrice durant I'ischémie.
q g

3.2.3 Les conséquences ioniques

En état ischémique, I'’équilibre ionique du myocyte est grandement affecté. En effet, le déficit
énergétique de la cellule affecte la contraction musculaire et la concentration des ions. Cette
derniere est souvent dépendante de I'ATP. Ainsi, en ischémie, la glycolyse devient
extrémement importante pour le maintien d’une concentration adéquate de sodium

intracellulaire, via la pompe Na/K-ATPase, dépendante de 'ATP'".

De plus, dans le myocyte ischémique, il y a une accumulation de protons, entre autres par

absence d’hydrolyse d’ATP'®. La surcharge de lactate exacerbe également I'acidose cellulaire®.
ydroly
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Cette derniere exerce un effet inotrope négatif, par le calcium entre autres, et chronotrope

123 |’exces de protons H* a un effet direct

positif, qui provoque le développement d’arythmies
sur l'efficacité de la contraction cardiaque. En effet, la diminution du pH requiert une
augmentation de la concentration de calcium pour une méme contraction. Ceci a pour
conséquence de diminuer I’ATP disponible pour la contraction cardiaque puisqu’une
importante quantité de I'énergie est dépensée pour maintenir I’lhoméostasie du calcium®™**.
A noter qu’a I'état physiologique, le coeur dépense une quantité non négligeable (30-40%)
d’énergie pour le maintien de I'équilibre ionique grace aux différentes pompes'. Finalement,
I'excés de calcium intracellulaire affecte directement la fonction de la mitochondrie®.
L’augmentation des protons intracellulaires active I’échangeur Na*/H* causant une élévation
du sodium intracellulaire. Si celle-ci devient exagéré, il peut y avoir activation paradoxale de la
pompe Na‘/Ca* qui affecte davantage '"homéostasie calcique, par augmentation du calcium

intracellulaire, pouvant &tre fatale pour la cellule'®.
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Chapitre 4 — La métabolomique

4.1 Qu’est-ce que la métabolomique?

La métabolomique est une science apparentée a la « systéonomique ». Cette derniere est
basée sur le concept d’homéostasie dynamique, présente chez tous les vivants dits
« systemes ». La systéonomique tente de prédire la réponse d’une cellule, d’un tissu, d’un
organe ou d’un organisme, une fois la structure et le comportement dynamique de ce dernier
connus et compris. En effet, en ayant connaissance des composantes biologiques, de leurs
interactions et de leur variation dans le temps, il est possible d’étudier et de comprendre les
organismes vivants dans leurs différents niveaux d’organisation, tant microscopiques que
macroscopiques. Les différentes sciences de la systéonomique, soit la génomique, la
transcriptomique, la protéomique et la métabolomique, permettent de concevoir
I’homéostasie physiologique des organismes (Figure 26). Une fois I’équilibre interne connu, il
devient alors possible d’étudier et d’interpréter I'effet de différents stimuli intrinseques et
extrinseéques, tels que des facteurs pharmacologiques, environnementaux ou nutritionnels.
L’évolution pathophysiologique de différentes maladies et atteintes tissulaires peut également
étre étudiée. Ainsi, la systéonomique est la biologie des systemes, qui englobe une approche

intégrale et globale des vivants™"**%,
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Fig. 1. The “omics” cascade in systems biology approach.

Figure 26. La cascade « omique » de I'approche biologique des systemes
Figure tirée de Bujak, 2015™. Reproduction autorisée par « Elsevier ». Tous droits réservés.

La métabolomique est définie par Fiehn comme « I'analyse complete et quantitative de tous
les métabolites d’un systéeme ». Elle émerge de la protéomique et consiste en une « mesure
des produits de I'expression protéique individuelle, c’est-a-dire les composants a bas poids

131 Les métabolites généralement étudiés sont plus petits

moléculaires, nommés métabolites »
que 1500 dalton en taille. La métabolomique est le reflet ultime du phénotype d’un vivant, du
géne a l'environnement'. En effet, I'évaluation du métabolome reflete le phénotype
chimigque d’un systeme biologique en temps réel, fonction de I’état dynamique dans lequel il

se trouve®™?.

4.1.1 Prélevements et mesure du métabolome

L'étude métabolomique s’apparente a la métabonomique, termes jugés interchangeables
dans la littérature puisqu’ils accusent de méthodes analytiques similaires au sein

131 ’étude systématique des métabolites, initiée dans les années

d’échantillons biologiques
1970, introduit une nouvelle approche métabolomique. En effet, cette méthode permet

I'analyse d’'un ensemble de métabolites spécifiques a un état particulier, plutét qu’un seul. Ces
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métabolites sont analysés dans les différents liquides corporelles, quantitativement et

131-133

qualitativement, de fagon trés peu invasive . Tel qu’illustré a la Figure 27, le sang

contribue a la grande majorité des études systématiques des métabolites. A noter que les
différents métabolites documentés peuvent étre surestimés lors de linterprétation des

, , ; . N 31
données étant donnés les sources extrmseques1 .

murine

mblood (plasma/serum)
wsaliva

mtissue extracts
mexhaled breath

Figure 27. Proportion de la contribution des matériaux biologiques dans la recherche
en métabolomique

131 . Py . . , s
. Reproduction autorisée par « Elsevier ». Tous droits réservés.

Figure tirée de Bujak, 2015
Le métabolome se mesure avec différentes techniques, utilisant la spectrométrie par
résonance magnétique (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ou la spectrométrie de masse
(masse spectometry, MS)**>. Le NMR quantifie des métabolites selon la fréquence a laquelle
ils sont détectés dans un champ magnétique alors que le MS les identifie en fonction du ratio
masse/charge. La spectrométrie par NMR peut manquer de sensibilité si un métabolite est
présent en faible quantité, mais il s’agit tout de méme d’une méthode peu couteuse et fiable
grace a une bonne reproductibilité. D’'un autre c6té, la MS utilise une méthode de
chromatographie par gaz ou par liquide (gas chromatography, GC ou liquid chromatography,
LC). Cette technique, quant a elle, est trés sensible pour la détection de métabolites, méme a

faible concentrations®>3,
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4.1.2 Apergu de la bio-informatique

Tel que mentionné précédemment, la métabolomique a d’importantes applications cliniques
potentielles comme outil diagnostic et pronostic, car elle détecte des variations biologiques
trés subtiles™. Cependant, les données nombreuses et complexes issues de I'analyse
biochimique nécessitent des méthodes bio-informatiques avancées pour réduire les biais et

134,135

controler |'effet des variations biologiques indésirables . Les données massives générées

sont d’abord analysées de fagon exploratoire avec des outils statistiques et informatiques****°
afin de les épurer et d’optimiser le grand potentiel de découverte. Le tout est ultérieurement

confirmé par des analyses ciblées®*’

. De plus, des travaux récents ont mis en évidence la valeur
des approches d'apprentissage automatique appliquées aux études métabolomiques pour
classer les sujets et les patients sains. Ces nouvelles stratégies se sont révélées utiles pour

. \ . . . . . pe . . 138,139
construire des modeéles discriminants et identifier des biomarqueurs candidats™™"""".

Dans un souci de fournir des données fiables, les analyses des sciences systémiques
nécessitent un contrdle de qualité (quality control) serré des statistiques, grace a diverses

190 Avec la variation interindividuelle et la guantité de métabolites, il existe un

méthodes
concept de false discovery rate (FDR). Ce dernier a été décrit il y a plusieurs années et est
priomordial dans les analyse de sciences systémiques'*. A travers les multiples comparaisons
effectuées lors de la génération des statistiques, la probabilité d’inclure des hypotheses
faussement positives augmente. Ainsi, mesuré par la p-value, le FDR permet de déterminer la
proportion des découvertes faussement jugées significatives au sein des hypotheses testées.
L’estimation de la quantité faussement positive peut également étre mesurées avec diverses
tests statistiques, qui ne seront pas abordés ici**’. Linterprétation d’un FDR peut se traduire
ainsi : pour un FDR de 5%, il est possible d’affirmer que parmi les caractéristiques jugées
significatives, 5% de ces dernieres sont en réalité des hypothéses nulles. La p-value ajustée et

la g-value sont concepts similaires, qui permettent également un contréle de la qualité des

données générées, pour augmenter la plausibilité des conclusions biologiques tirées'*.

Un autre des enjeux connus est celui de la projection des données sur une base bi-

dimentionnelles. Initialement, le principal component analysis (PCA) était utilisé. Dans les
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dernieres années, le PCA a été surpassé par de multiples analyses, telles que le t-distributed
stochastic neighbor embedding (t-SNE)'*®, entre autres. L'utilisation de I'intelligence
artificielle, appelée également machine learning, apporte une voie supplémentaire pour

134,139

a I'aide d’outils computationnels™*. L

I'analyse des données "article présente plusieurs
méthodes d’analyses multivariées et multidimensionnelles (Chapitre 5). La théorie et les
méthodologies bio-informatiques dépassent le cadre de ce mémoire et sont retrouvées

. 135,144,145
ailleurs™> """,

4.2 Les applications de la métabolomique

4.2.1 De la recherche vers la clinique

Il existe différentes approches métabolomiques systématiques en recherche, qui se
distinguent par I'utilisation d’un panel de métabolites ciblé ou non ciblé (Figure 28). Le choix

de la méthode dépend exclusivement de la question de recherche.

En général, I'étude de nouveaux marqueurs pour une maladie se fait par analyse non ciblée de
métabolites. Parmi les méthodes non ciblées, le « metabolic fingerprinting » détecte les
changements dans le métabolome entier a un état donné. Cette approche peut étre utilisée
pour comparer des cas-témoins et déceler des facteurs métaboliques diagnostiques et
pronostiques potentiels, par identification et quantification d’'un maximum de métabolites®*'.
Ce profil est le plus intéressant en recherche, d’autant plus qu’il décrit I'état actuel de

I'organisme dans son ensemble®*?

. D’un autre c6té, le « metabolic footprinting » est une
analyse non ciblée qui concerne davantage les métabolites extracellulaires, soit I'exo-
métabolome, utilisée davantage en microbiologie™". Finalement, le « metabolic profiling » est
une méthode ciblée qui décrit quantitativement et qualitativement une partie distincte du
métabolisme. Elle regroupe les métabolites selon leurs caractéristiques physicochimiques ou

selon les pathways desquels ils font partie’*?. Par exemple, il est possible d’étudier isolément
Y y q p

la cinétique des métabolites des acides gras et leur voie d’oxydation, ou celle des glucides.
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L'approche ciblée, quant a elle, est effectuée aprées I'identification de métabolites avec les
méthodes non ciblées énumérées ci-haut. Il devient donc possible d’effectuer un profil
métabolique, soit une analyse des métabolites ciblés par une hypothese préliminaire, aussi
appelée signature métabolique. La variation de métabolites attendue dépend de la génétique
ou d’une réponse pathologique, pharmacologie ou nutritionnelle. Les métabolites sont
prédéfinis et regroupés selon leurs propriétés physicochimiques ou leur implication dans des
voies biochimiques similaires. Par exemple, les glucides, les aminoacides, les acides organiques
et les nucléosides englobent chacun plusieurs métabolites au sein de leur groupe. Pour ce qui
est des voies métaboliques, on retrouve la glycolyse, la néoglucogeneése, la 3-oxydation et le
cycle de I'acide citriqgue pour lesquels des panels de métabolites peuvent étre étudiés. Cette
méthode est considérée comme I’évolution de la métabolomique originale, effectuée jadis sur
un seul métabolite. Dans le profil métabolique contemporain, I'analyse d’une multitude de

métabolites permet de déterminer I'effet d’'un stimulus sur 'homéostasie dynamique d’un

N 131
systeme ",
Secreted metabolites
exo-metabolome
Metabolic fingerprinting &
Metabolic footprinting
Set of predetermined metabolites
Metabolic profiling
Determination of whole metabolome
Fig. 3. The most commonly applied research strategies in metabolomics approach.
Figure 28. Stratégies de recherche communément appliquées dans I'approche

métabolomique

131 . . . . / ,
. Reproduction autorisée par « Elsevier ». Tous droits réservés.

Figure tirée de Bujak, 2015
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Etant donné que la métabolomique illustre les perturbations génomiques,
transcriptonomiques et protéonomiques des vivants, elle permet de comprendre les
différentes maladies et d’élaborer de nouveaux biomarqueurs. En effet, des altérations
métaboliques ont le potentiel d’étre détectables bien avant qu’une maladie devienne
symptomatique cliniquement, permettant une prise en charge précoce. Parmi les multiples
applications de la métabolomique, I’étude diagnostic et pronostic émerge dans les domaines
pharmacologiques, toxicologiques et biomédicaux™!, puisque la métabolomique reflete I'état
d’un organisme, qu’il soit physiologique ou pathologique. Ainsi, une meilleure compréhension
des phénomenes sous-jacents aux maladies permet de développer des outils préventifs et
diagnostiques, des méthodes de stratifications du risque et des avenues thérapeutiques

hautement spécifiques™>.

En effet, en cardiologie, les empreintes digitales de la métabolomique sont utilisées pour
identifier la réduction ou I'augmentation des quantités de divers métabolites afin d'interpréter
les perturbations du métabolisme intrinseque d'une cellule myocardiquem. Egalement, la
métabolomique nous aide a comprendre les mécanismes pathologiques sous-jacents aux
maladies cardiovasculaires complexes et multifactorielles, telles que l'infarctus du

131,132 (Section 4.2.3). Les pathologies cardiovasculaires sont largement associées a

myocarde
des perturbations énergétiques du métabolisme cellulaire, notamment ['insuffisance

cardiaque notable, la cardiopathie ischémique et d'autres cardiomyopathies'*.

De multiples enjeux sont associés aux études cliniques en métabolomique, entre autres en lien
avec les nombreux confondants qui ont un impact significatif sur le profil, telles que le diabete,
les maladies rénales, la stéatose hépatique et I'obésité, et qui conséquemment doivent étre
prises en considération lors des analyses'*. De plus, des médicaments communément utilisés
dans le traitement des maladies cardiovasculaires, telles que I'héparine146 (Section 4.3.3) ainsi

147-152

que les statines , modifient le profil métabolique.
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4.2.2 Biomarqueurs en cardiologie clinique

« Un biomarqueur est défini comme une valeur ou un parametre particulier qui corréle avec
un état pathologique et qui peut &tre utilisé comme un outil diagnostique clinique précoce. »**
Les cliniciens utilisent les biomarqueurs comme données paracliniques afin de mieux stratifier
le risque cardiovasculaire. Par exemple, I’évaluation clinique de la douleur rétro-sternale est
sous-optimale dans les urgences, méme en 2020, et peut mener a un retard diagnostic. Entre
autres, la distinction entre les SCA, les embolies pulmonaires et les dissections aortiques
demeure imprécise pour certains patients. Ainsi, |'utilisation de biomarqueurs précis est de
mise puisque la discrimination de ces pathologies par une questionnaire et une examen
physique peut s’avérer limitée”. Des biomarqueurs sanguins cardiovasculaires ont été

présentés a la Section 1.2.3. Le présent chapitre discute la métabolomique en tant que science

permettant des biomarqueurs plus sensibles et plus spécifiques.

La recherche de biomarqueurs en cardiologie reléve des mécanismes pathophysiologiques
sous-jacents a I’atteinte étudiée, soit I'ischémie des cardiomyocytes. Rappelons-nous que dans
les 30 premieres minutes d’ischémie, l'insulte, initialement réversible, puis la nécrose
irréversible engendrent des changements cellulaires métaboliques, qui sont potentiellement
détectables au niveau sanguin. Outre ces changements métaboliques, une libération de
macromolécules secondaire a la destruction du sarcolemme se produit. Les troponines et les
CK-MB y sont alors détectables. Ces protéines sont libérées dans la circulation sanguine apres
30 a 60 minutes du début de I'insulte ischémique lorsque cette derniere est permanente. Ainsi,
les dommages cellulaires réversibles associés a I'ischémie précoce ne sont pas nécessairement
détectables avec des marqueurs biochimiques dans la circulation®.

Tel que mentionné, les défis diagnostiques persistent dans les services d'urgence en contexte

de douleur rétrosternale®?

. L'incertitude diagnostique précoce des SCA peut entrainer des
retards de traitement, qui a leur tour entrainent une augmentation des déces et des invalidités
associées. Cliniguement, I'l|AM est identifié grace a un ECG et a une tendance cinétique de la

154,155

troponine sanguine . L'ECG seul est insuffisant, car les changements ischémiques ne sont

pas toujours spécifiques™*. Quant a elle, la troponine, protéine structurelle du coeur, est le
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134156 prautres

principal biomarqueur utilisé pour les dommages cardiaques en milieu clinique
biomarqueurs cardiaques existent, tels que la copeptine™’ et la myoglobine, et augmentent
rapidement avec une nécrose myocardique mais sont moins spécifiques™. La plus récente
troponine sanguine a haute sensibilité est plus sensible et plus spécifique au muscle cardiaque
que la troponine standard>**°°, et s'est avérée supérieure a la troponine conventionnelle pour
le diagnostic et le pronostic'®. Elle est également en corrélation avec la taille de I'AM™.
Cependant, malgré sa grande sensibilité, un intervalle d’au-moins trois (3) heures, plus souvent
six (6) heures, est nécessaire pour détecter une élévation de la troponine secondaire a une

nécrose myocardique dans les SCA™”

. En outre, le concept de « dommage myocardique », au-
dela du syndrome clinique de I'lAM, a été largement accepté'’. Des variations mineures de la
troponine peuvent refléter une souffrance myocardique, sans nécessairement étre un SCA
cliniguement. Il a été démontré que ces dommages myocardiques ont un impact clinique
significatif. En effet, une troponine élevée trois (3) jours aprés une chirurgie non cardiaque,

139 Bref, sachant

sans événement coronarien identifié, est associée a une mortalité accrue
gu’une nécrose complete des cardiomyocytes secondaire a une ischémie prend quelques
heures étre détectée', il y a un grand intérét a trouver des marqueurs rapides de I'ischémie

myocardique pour mieux stratifier les patients atteints de SCA.

L'émergence de la métabolomique dans le domaine des biomarqueurs cliniques et
biomédicaux s’accompagne de plusieurs considérations bien établies. Tout d’abord, un
biomarqueur doit orienter le clinicien en termes diagnostic, pronostic et thérapeutique®.
L’élévation des troponines avec douleur rétrosternale indique au médecin une atteinte
cardiaque probable et oriente donc le traitement. Ensuite, un biomarqueur doit étre
comparable a I'étalon-or connu, en termes de spécificité et de sensibilité. Finalement, un
biomarqueur doit étre rapidement détectable, et ce, a faible co(t, pour permettre une
utilisation clinique rentable®. Bref, pour qu’un nouveau marqueur biologique s’'impose, ce
dernier doit étre similaire ou surpasser I’étalon-or connu, en plus d’avoir des caractéristiques

de détection justifiant son utilisation en clinique.
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Les études du métabolome sont facilement sujettes a des facteurs confondants, tel que les
métabolites provenant de la diéte et de molécules pharmacologiques'®®. En effet, le
métabolisme cellulaire est affecté par diverses éléments biologiques, intrinséques et
extrinseques, temporaires ou permanents. De ce fait, de multiples facteurs confondants
doivent étre pris en considération dans I'analyse statistiques des études de biomarqueurs

métabolomiques. Ces derniers seront discutés dans le prochain chapitre.

4.2.3 Ischémie myocardique

De nombreux groupes de recherche ont tenté de comprendre les processus
physiopathologiques a I'origine de l'ischémie cardiaque et des syndromes coronariens aigus
par la métabolomique. Vous trouverez ci-dessous des études métabolomiques sélectionnées
sur la maladie coronarienne et l'ischémie myocardique, résumées avec des détails sur les
métabolites modifiés par I'ischémie dans le Tableau 3. |l s’agit d’'une revue non-exhaustive des
études faites sur les humains dans les dernieres années. Différentes revues sur I'utilisation de

la métabolomique en cardiologie ont été publiées et citées ci-dessous %3416,

Facteurs de risque de maladie cardiaque athérosclérotique

En 2002, des échantillons de sérum de 36 patients atteints de coronaropathie a triple vaisseau
sous angiographie élective sont comparés a 30 patients souffrant d'angine de poitrine avec
coronaires normales. L'étude montre que les spectres RMN des métabolites lipidiques peuvent
prédire la présence et la gravité de la maladie coronarienne, par rapport a l'angiographie
standard™®. Cette étude est ultérieurement rectifiée : I'analyse par RMN s'est avérée é&tre un
faible prédicteur de la maladie coronarienne, principalement en raison d'un traitement

hypolipémiant aux statines?.

Une autre étude utilise la métabolomique comme modele du risque cardiovasculaire. 2023
patients subissant un cathétérisme cardiaque sont suivis pendant une durée médiane de 3,1
ans. 69 métabolites sont analysés sur des échantillons de plasma artériel immédiatement
avant la procédure. Dans I'analyse multivariée, les données montrent que cing (5) métabolites

sont indépendamment liés a la mortalité et trois (3) métabolites a la mort/IAM*®3,
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Récemment, un groupe allemand publie deux études de cohorte adressant I'incidence de
maladies cardiovasculaires chez des patients initialement en bonne santé, suivis pour une
durée médiane de 7,5 ans. Des échantillons de sang avant I'l[AM sont obtenus a partir d'une
base de données afin d'identifier les biomarqueurs associés a un risque cardiovasculaire. Dix
(10) métabolites, dont 4 sphingomyélines et 6 phosphatidylcholines, sont identifiés comme
des associés a une incidence plus élevée d'l|AM. Parmi ces métabolites, trois (3) sont liés a 'l AM

indépendamment des facteurs de risque cliniques et biologiques connus'®*.

En termes de facteurs biochimiques, il est clairement établi qu'une concentration élevée LDL
et un faible taux de HDL dans le sang menent a un risque accru d’événements
cardiovasculaires. Holmes et al. étudient les sous-classes de lipoprotéines, les caractéres
lipidiques et les métabolites circulants pour établir des facteurs de risque d'lAM, d’AVC et de
saignement intracranien. Dans cette étude de cohorte prospective, les concentrations de
triglycérides et de cholestérol ainsi que d’apolipoprotéine Al et d’apolipoprotéine B affectent
leur pathogénicité au sein d’une molécule de diametre moyen similaire. Cette enquéte montre

qu'une stratification clinique supplémentaire est possible par profilage lipidique™®”.

Diagnostic des syndromes coronariens aigus

En plus de mieux stratifier le risque cardiovasculaire, la métabolomique permet une meilleure
compréhension des changements dynamiques de l'ischémie aigué. Par conséquent, la
métabolomique est utilisée pour l'identification de biomarqueurs sanguins diagnostics, tel
gu’évoqué précédemment. Dans une étude, des échantillons sériques de 18 patients avec
ischémie inductible au test de stress sont comparés a 18 témoins. L'analyse des métabolites
est faite par chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse. Les échantillons de
sang sont collectés immédiatement avant et immédiatement apres, ainsi que 4 heures suivant
le test de stress, chaque patient étant son propre contréle. L'analyse statistique montre
principalement une altération des métabolites du cycle de I'acide citrique, essentiel a la

phosphorylation oxydative des cardiomyocytes'®®.

98



Des changements métaboliques d'une ischémie plus soutenue en SCA sont également étudiés.
En comparant des patients avec SCA, des patients atteints d'athérosclérose carotidienne stable
et des témoins, une étude identifie huit (8) métabolites significativement modifiés dans I'lAM.

187 "Une autre étude

Ces métabolites ont une signification clinique variable dans les SCA
combine la métabolomique plasmatique non ciblée et ciblée de 19 patients avec IAM-ST-, a
temps zéro et au jour 4 ainsi que deux et six mois aprés |'événement. A I'aide de méthodes de
spectrométrie de masse par chromatographie en phase gazeuse, une analyse métabolomique
non ciblée est d'abord effectuée. Ensuite, un spectre ciblé d'acides gras est appliqué sur les 82
échantillons de plasma, étant donné I'impact démontré des acides gras sur le métabolisme en
SCA. L’analyse non ciblée des métabolites montre de nombreux métabolites modifiés de
maniéere significative chez les cas comparativement aux témoins. En termes de temporalité, les
21 acides gras ciblés sont élevés au moment du SCA, diminuent aprés 4 jours, en partie a cause

des statines et des R-bloquants, mais leurs valeurs ne se normalisent pas, méme apres 6

mois'®.

Avec une méthodologie différente, une étude explore les modifications des métabolites dans
I'infarctus du myocarde prévu (PMI), effectué en cardiomyopathie obstructive hypertrophique
par ablation septale avec alcool chez I'homme. A l'aide d'une plateforme métabolomique
ciblée, les auteurs comparent le PMI a l'infarctus du myocarde spontané (SMI) et aux témoins
négatifs. Les patients PMI sont hautement représentatifs du groupe SMI en termes de
caractéristiques cliniques et de métabolites altérés. Les échantillons de sang en série sont
obtenus a partir de veines périphériques et du sang veineux cardiaque. Les résultats montrent
divers métabolites statistiquement significatifs associés au PMI (Tableau 3). Fait intéressant,
les échantillons du sinus coronaire dévoilent des changements statistiquement significatifs
pour des métabolites additionnels, ce qui illustre une perte de sensibilité dans I'échantillon de

sang périphérique principalement en raison de la dilution™®.

Une étude plus récente identifie les métabolites associés a I'l[AM. On compare 30 patients
atteints d'lAM secondaire a une carence en Qi et a une stase sanguine avec 30 témoins pairés.

Les échantillons de plasma de 1 a 6 mois sont adressés par LC-MS. L'analyse multivariée révele
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dix (10) métabolites importants, qui illustrent des perturbations du métabolisme énergétique,

du métabolisme des acides gras et des phospholipides aprés I'événement cardiovasculaire'’.

Ischémie et reperfusion

De nos jours, l'intervention coronarienne percutanée (PCl) est la pierre angulaire du traitement
des SCA chez les patients éligibles. La reperméabilisation des artéres coronaires implique une
reperfusion du myocarde, qui a son tour entraine des changements métaboliques nocifs
appelés lésions d’ischémie-reperfusion. Turer et al. utilisent la cardioplégie chirurgicale
comme modeéle d'ischémie-reperfusion (I-R) dans l'intention d’évaluer les changements
métaboliques en lien avec la maladie coronarienne préexistante et le dysfonctionnement
ventriculaire. Avec des échantillons de sang artériel et du sinus coronaire, le métabolisme
myocardique lié aux lésions d’I-R est présenté montrant des différences significatives dans

I'utilisation du substrat®’®.

Ainsi, 'impact métabolique de I'l-R sur le territoire coronarien d’un SCA reperfusé modulent
nécessairement le profil métabolomique étudié cliniquement et est reflété dans les analyses.
Une étude avec des métabolites plasmatiques ciblés compare des patients subissant une PCl
pour IAM-ST+ a des patients avec un IAM-ST-, une angine stable ou une PCl élective. Des
échantillons dans l'artére et le sinus coronaire ainsi que dans le sang périphérique sont
obtenus. Cette étude montre une augmentation de la libération cardiaque du succinate chez
les patients IAM-ST+, qui est également en corrélation avec I'étendue du muscle cardiaque
dans les deux jours suivant la PCl a I'imagerie par résonnance magnétique (IRM), faisant de ce
métabolite « un marqgueur précoce de lésion ischémique » et « une cible thérapeutique

potentielle »'"2.

En termes de biomarqueurs lipidiques, un groupe chinois étudie 40 patients diagnostiqués
avec un IAM-ST+ avec PCl précoces. Des échantillons sanguins sont obtenus a TO (avant la
reperfusion), a T2 et a T24, 2 et 24 heures apres la PCl, respectivement. Les résultats
démontrent que 16 acides gras sont significativement inférieurs a T2 et T24, par rapport a TO.

Ces lipides diminuent progressivement de TO a T24, mais leurs niveaux sont de 1,5 a 2 fois plus
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élevés en T2 par rapport a T24. Les auteurs concluent que « la variation des acides gras dans
le contexte du SCA peut conduire a une meilleure compréhension de la physiopathologie de

l'infarctus du myocarde et des lésions d'ischémie-reperfusion’”® ».

Héparine

L’héparine stimule la lipolyse et modifie par conséquent le métabolisme cardiaque et le profile
métabolomique des patients traités. En effet, I’héparine engendre une libération de la
lipoprotéine lipase de différentes cellules (endothéliales et hépatiques). Cette enzyme cause
une augmentation de son action sur les triglycérides contenus dans les VLDL et dans les
chylomicrons alimentaires. La réaction d’hydrolyse des TG libere un monoglycérol et deux
acides gras non-estérifiés (« nonesterified fatty acids », NEFA). Brunner et. al. se penchent sur
I'effet de cette molécule pharmacologique sur les métaboliques sanguins de sujets avec SCA.
lls démontrent que quatre (4) métabolites different entre les sujets exposés a I’'héparine
comparativement a ceux non-exposés. La différence pré-procédure et post-procédure du R-
hydroxyburyrate, des NEFA, des cétones et des triglycérides est statistiquement significative

dans le groupe héparine'*®

. Ainsi, il faut tenir compte de ces variations secondaires a
I’administration d’héparine chez les patients avec SCA lors d’étude de la signature

métabolique.
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Tableau 3. Résumé des études métabolomiques en MCAS et SCA (tiré d’un article de revu en préparation) — en anglais

Lo Metabolomics | Biological . Analytical Statistical
Description . Population . . Results References
Approach Material Technique analysis
36 cases (triple
vessel disease on H-NMR PCA
Diagnosis of coronary artery Untargeted angiography) PLS-DA with Lipids correlate to coronary artery Brindle
) . . . Serum spectroscop w . . 161
disease and its severity analysis 30 controls (normal a “test-set disease 2002
s coronaries on y 0osc
‘§ angiography)
~2 Metabolites independently associated
© with mortality:
T% -medium-chain acylcarnitines
O
< Baseline plasma PCA -short-chain dicarboxylacylcarnitines
.E metabolomics profile c -long-chain dicarboxylacylcarnitines
oX-
s independently predict Targeted 2023 patients in ) -branched-chain aminoacids Shah
o ) ] Plasma ] LC-MS/MS modeling ) 163
§ cardiovascular events after analysis observational study ; q -fatty acids 2012
or end-
2 adjustment for known ) Metabolites independently associated
2 N points . .
g clinical risk with mortality/Ml:
£ -medium-chain acylcarnitines
g -short-chain dicarboxylacylcarnitines
E -fatty acids
§ Identification of metabolites Cox Metabolites: diacyl-phosphatidylcholines
z associate with the 2 cohorts of cases regression C38:3 and C40:4, acyl-
g prevalence of Ml in (N=204 and N=228) model alkylphosphatidylcholines C36:3, C38:3, Floegel
S i Targeted Serum / o ) ) 164
o previously healthy 2 cohorts of controls Multivariat | C38:4 and C40:3, sphingomyelins C16:0, 2018
2 individuals followed for 7.5 (N=2214 and N=770) e adjusted | C24:0 and C16:1, hydroxy-sphingomyelin
years model C22:1
Charecterizing lipoproteins NMR Pearson’s Lipoproteins concentrations of
) 912 cases (Ml) ) ) ) Holmes
beyong what is Targeted Plasma spectroscop | correlation triglycerides and cholesterol as well as 165
. ) 1466 controls o . . . ) 2018
biochemically measured to Y Logistic apolipoprotein-Al and apolipoprotein-B
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obstructive cardiomyopathy

(SMI with ST-
elevation)

aminoisobutyric acid, choline,
hypoxanthine, isoleucine/leucine,

identifie particules and regression affect their pathogenicity within a
metabolites with higher risk with molecule with similar mean diameter
of CVD adjusted
OR
. ) Wilcoxon
18 cases (inducible
. . rank-sum ) ) S
ischemia on stress test with X Decreased in cases: y-aminobutyric acid,
est with X-
Biomarkers of myocardial Untargeted testing) MET288, oxaloacetate, citrulline, Sabatine
) ) ] ) Serum LC-QqQ/MS | Y scattered ] ] 166
ischemia during stress-test analysis 18 controls (no lot of arginosuccintate, MET200 2005
oto
ischemia on stress P o Increased in cases: MET193 and MET222
] statistical
testing) o
significance
9 cases (ACS at the
" 4" day of _ o
5 o Decreased in cases: citric acid, 4-
B ) hospitalization) . - .
5 Plasma metabolite PCA hydroxyproline, aspartic acid, fructose Vallejo
£ . . Untargeted Plasma 10 cases (stable GC-MS . 167
o fingerprint of NSTEACS ] PLS-DA Increased in cases: lactate, urea, 2009
et carotid )
o ) glucose, valine
= atherosclerosis)
o
5 10 controls
c .
= Altered metabolites: glucose, lactate,
g pyruvate, fructose, trihydroxybutyrate,
s Plasma untargeted and myoinositol, isocitrate, malate,
5 ] Untargeted 19 cases (ACS at 4 ) ] )
O | targeted fatty acid spectrum ] ) PCA succinate, oxalate, aminoacids Teul
Q| and targeted Plasma time points) GC-MS . . 168
5 | in acute coronary syndrome . PLS-DA Fatty acids: all 21 FA elevated at time O, 2011
£ ) analysis 6 controls .
over time decreased at 4 days and remain low at 6
months, yet never fully reverting after 6
months
) - 36 cases of PMI (20 10 minutes: alanine, aminoisobutyric
Plasma metabolite profiling o ) - o ] )
o ) derivation and 16 in ) acid, hypoxanthine, isoleucine/leucine,
from individuals undergoing o Wilcoxon . ] ] .
. validation) malonic acid, threonine, TMNO Lewis
planned myocardial Targeted Plasma L LC-MS rank-sum . . ) . 169
. ) . 12 positive controls 60 minutes: 1-methylhistamine, alanine, 2008
infarction for hypertrophic test

103



25 negative controls
(elective diagnostic

angiography)

inosine, malonic acid, proline, serine,
threonine, TMNO, xanthine

Metabolic profiling of

Altered metabolites: phosphatidylserine,
C16-sphingosine, N-methyl arachidonic

docosapentaenoic acid, and
docosahexaenoic acid.

LC-MS
plasma samples of patients amide, N-(2-methoxyethyl) arachidonic
) T 30 cases (UPLC/ESI- PCA o _ Zhu
with Ml and qi deficiency to Untargeted Plasma amide, linoleamidoglycerophosphate 170
. . . 30 controls Q-TOF/MS PLS-DA . 2018
identify biomarkers of the tem) choline, lyso-PC (C18:2), lyso-PC (C16:0),
system
disease y lyso-PC (C18:1), arachidonic acid, and
linoleic acid
“General decrease in oxidative fluel
) metabolism and greater reliance on
Metabolic changes of global . .
] . ) anaerobic metabolism of glucose
heart ischemia in surgical ) .
. ) 12 cases with CAD energy
cardioplegic arrest allows . Turer
. Targeted Plasma 10 cases of LVD MS PCA -Increase of acetyl-carnitine and (3- 171
better understand of cardiac o ] 2009
L 17 controls hydroxybutyryl-carnitine elution, lactate
metabolism in decreased
. . release
> substrate situations .
5 -Decrease ketone extraction, trend to
E decreased fatty acid extraction
-g Heart metabolites study 115 cases (PCl for Kruskal- ) . )
5 ) . . Increased cardiac release of succinate in
h= post-PCl in STEMI patients acute STEMI) Wallis test . .
g ) ) STEMI patients; correlated with the Kohlhauer
o compared to control, with Targeted Plasma 26 controls (elective LC-MS Spearman o 172
= ) ) extent of heart muscle within 2 days of 2018
© MRI testing to quantify PCl or PCI for stable rank oCl on MRI
on
% myocardial injury angine/NSTEMI correlation
<
2 16 fatty acids: myristic acid, palmitic
Lipidomics in STEMI patients Turkey’s acid, palmitoleic acid, heptadecanoic
before and after PCI multiple acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid,
reperfusion to better LC-ESI- comparison . g-Iln.oIen.lc ac‘ld, elcosanoic a.ud' . Feng
] Targeted Serum 40 cases of STEMI eicosadienoic acid, eicosatrienoic acid, 173
understand the impact of MS/MS test . R S 2018
o ) arachidonic acid, eicosapentaenoic acid,
lipid metabolism of PCA hexadecyl azelaoyl phosphatidylcholine,
ischemia-reperfusion injury PLS-DA
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Chapitre 5 — Contribution originale

L'infarctus du myocarde constitue un fardeau important pour les sociétés. Malgré des
molécules et des interventions de plus en plus performantes, la prévalence de cette maladie
ainsi que l'insuffisance cardiaque et la diminution de la qualité de vie secondaire, demeurent
élevées. Il est bien établi que les antiplaquettaire constituent une pierre angulaire du

traitement et diminue significativement la mortalité.

Les hypotheses et objectifs de I'article sont présentés ci-dessous. En tant que co-premier
auteure, j'ai contribué a la revue de littérature extensive en lien avec l'article, au plan des
analyses statistiques et a la rédaction de I'article, sous la supervision du Dr E. Marc Jolicoeur.
Pamela Mehanna, co-premier auteure et bio-informaticienne, a mené les analyses statistiques
avec ses colleges, sous la supervision du Dre Julie Hussin. Matthieu Ruiz a participé a
I’élaboration des hypotheses et a la discussion. Tous les auteurs ont contribué a I’élaboration

du projet, a la rédaction de la discussion et/ou a la révision du manuscrit.

5.1 Hypotheses

Les hypothéses du travail de recherche sont les suivantes :
— L’infarctus du myocarde est associé a une signature métabolomique distincte qui
menera a la découverte de biomarqueurs plus précoce que la troponine.

— La métabolomique et la bio-informatique permettront d’expliquer la supériorité de
I'effet du ticagrelor dans la double thérapie antiplaquettaire.

5.2 Objectifs

Les objectifs du travail de recherche sont les suivantes :
— Identifier une signature métabolomique robuste de l'infarctus du myocarde et
potentiellement de nouveaux biomarqueurs.
— lllustrer I'effet du traitement anti-plaquettaire.

— Comparer le clopidogrel au le ticagrelor et expliquer la supériorité de ce dernier avec
de nouveaux effets pléiotropiques.

— Développer une approche innovatrice utilisant la bio-informatique et les sciences
computationnelles.
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ABSTRACT (238 words)

Background: In acute coronary syndromes, ticagrelor improves outcomes compared with
clopidogrel through more intense platelet inhibition and possibly through yet unknown
mechanisms. Untargeted metabolomics has the potential to help understand the potential
pleiotropic effects of ticagrelor.

Objectives: To identify a metabolomic signature that discriminates clopidogrel- vs ticagrelor-
treated patients with ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI) treated by primary
percutaneous coronary intervention (PCI).

Methods: 88 participants of the PLATelet inhibition and patient Outcomes (PLATO) trial
treated with clopidogrel were compared to 87 participants treated with ticagrelor, after being
matched by age, sex, dyslipidemia and diabetes mellitus. Plasma untargeted mass
spectrometry (MS)-based metabolomics profiling was performed at baseline and repeated at
hospital discharge and compared between assigned treatment (clopidogrel vs. ticagrelor) with
differential quantification analysis, analysis of variance, co-modulation network construction
and machine learning techniques.

Results: Concentrations of eight metabolites were different by treatment assignment at
discharge, six of which belonged to the polyunsaturated fatty acids (PUFAs) omega-3 (n3), and
omega-6 (n6) biosynthesis pathways. Participants treated with ticagrelor had significantly
higher plasma concentrations of a and y linolenate (n3 and n6), dihomo-linolenate (n6),
stearidonate (n3), docosahexaenoate (DHA; n3), eicosapentaenoate (EPA; n3) and
arachidonate (AA; n6).

Conclusion: Among patients with successfully-reperfused STEMI, untargeted metabolomics
revealed that metabolites involved in omega-3 and omega-6 biosynthesis were significantly
higher at discharge with ticagrelor treatment compared with clopidogrel treatment. Additional
research will be required to understand the interactions between ticagrelor, platelet biology
and PUFAs in STEMI.

Keywords: clopidogrel, ticagrelor, pleiotropic, omega-3 fatty acids, metabolomics,
bioinformatics.
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INTRODUCTION

Ticagrelor reduces the occurrence of ischemic events compared with clopidogrel in acute

174 Beyond more potent P2Y;, receptor inhibition,

coronary93 and chronic coronary syndromes
ticagrelor is assumed to exert pleiotropic effects through adenosine®, improved endothelial
function®®, and other yet unknown mechanisms'”>, all of which may have protective effects on
cardiovascular outcomes and mortality'®.

Metabolomics enhances our understanding of the terminal pathophysiological changes of
cellular metabolism associated with different diseases, and integrates multiple cellular, organ

133

and global signals of a living system™". Metabolomics may also inform response to therapy by

132

providing molecular signatures of the effect of drugs on the heart™. Lipid metabolism is

known to be altered in myocardial infarction (MI)*®

. Whether clopidogrel and ticagrelor
differentially affect the circulating metabolome and/or lipidome is unknown.

In this study, we used untargeted metabolomics to compare the differential association of
ticagrelor and clopidogrel treatment with global metabolic signatures in plasma, using

computational strategies and statistical approaches.
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METHODS

Population and study design

Plasma samples were obtained from participants in the PLATelet inhibition and patient
Outcomes (PLATO) trial [NCT00391872] (Figure 1). The design and results of the PLATO trial
were reported previously®>. Participants with plasma samples available were randomly
selected for the metabolomics sub-study from the full PLATO trial population if they: 1) were
successfully revascularized by primary percutaneous coronary intervention (PCl) for an ST-
segment elevation myocardial infarction (STEMI) within 12 hours of symptoms onset; 2) were
treated with their assigned P2Yy; inhibitor (per protocol); 3) experienced no hemodynamic
instability or major cardiac events during their index hospital stay; and 4) consented to
participate in the overall PLATO biomarker sub-study, with a complete (baseline and discharge)
sample set. To minimize variability, stratification to clopidogrel vs. ticagrelor was doneina 1:1
ratio and participants were exacted matched by age, sex, diabetes mellitus, and dyslipidemia.
Plasma samples were collected at 1) baseline before P2Y;; inhibitor loading and reperfusion,
and at 2) hospital discharge or at day 4 post-STEMI, whichever came first, and stored at -70 2C.
To further account for the time-sensitive nature of metabolome elution from the injured
myocardium, we stratified baseline samples from three time-from-symptoms-onset to
randomization intervals (TO, less than 2 hours; T1, 2 to 4 hours; T2, 4 to 12 hours) (Supp. Figure
1).

The PLATO trial was approved by the institutional review board (IRB) at each participating
center, and all participants provided written informed consent. The plasma samples were
obtained from PLATO participants specifically consenting to future non-genetic biomarker
analyses. The transfer of patient-level information and plasma samples has been approved by
the steering committee of the PLATO trial and the sponsor, and was overseen by the Duke
University’s IRB. Metabolomics and bioinformatics analyses were approved and overseen by
the IRB at the Montreal Heart Institute. This sub-study was sponsored and funded by
AstraZeneca, which played no role in the design of the protocol or in the management or
analysis of the data. The authors are solely responsible for the design and conduct of this study,

all study analyses, the drafting and editing of this paper and its final contents.
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Metabolomics dataset

Plasma samples were profiled by Metabolon Inc. (Durham, NC, USA) using a non-targeted
mass spectrometry (MS)-based approach. Detailed sample preparation methods are in the
Online Appendix. Briefly, data pre-treatment procedures, such as nonlinear retention time
alignment, peak discrimination, filtering, matching, and identification, were performed. This
comprehensive analysis allowed the identification of 489 named metabolites through liquid
chromatography and gas chromatography, both combined with MS (LC/MS and GC/MS,
respectively). Metabolites with more than 10% missing values were removed (Supp. Figure
2A). The remaining missing data were imputed using the minimum approach (half of the
smallest positive value) through MetaboAnalyst'’®. Near-constant metabolites, with low
interquartile range (IQR), are likely non-informative variables throughout experimental
conditions, and are removed (Online Appendix). Two samples were identified as outliers using
principal component analysis (PCA) scores plot and removed with their paired sample (Supp.
Figure 2B). After stringent quality control (QC), we analyzed a total of 280 metabolites in 350
high quality samples from 175 participants. These 175 participants constituted the inception
cohort for all further bioanalyses. To estimate the intra-individual change in raw metabolite
concentration, we computed discharge on baseline ratio values for each metabolite. To reduce
biases due to highly variable metabolites’ range, raw concentrations were subjected to auto-
scaling and were log transformed (referred herein as “normalized metabolite concentration”).
PCA was then performed, and highlighted a clear differential clustering between baseline and
discharge groups (Figure 2A). We performed Metabolite Set Enrichment Analyses (MSEA)
using database resources, including the KEGG and Human Metabolome Databases (HMDB), to
identify enriched metabolic pathways.
Statistical modeling

A linear mixed model (LMM) was used to estimate the fold change (FC) of metabolites that
differed significantly between baseline and discharge groups using covariate-adjusted
concentrations and considering pairing as a random effect. A logistic regression model (LOGIT)
was used to test the effect of intra-individual metabolite concentration change on differential

treatment, such that FC from this model represent the change in ratio values (discharge over
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baseline) between clopidogrel and ticagrelor groups. To further assess the influence of the
drug received (clopidogrel/ticagrelor), and its interaction terms with timepoint and disease
state, on normalized metabolites concentration (Y), we used a mixed analysis of covariance
(ANCOVA) model, including sex (s), age (a), diabetes (db), dislipidemia (d/) as covariates (Model
1):

Y ~ treatment * state * timepoint + a + s + db + dl + Error(subject)

Individual patient effect (subject) was added as a random effect, to take pairing of samples
into account. This model was applied to the full dataset, composed of all samples passing QC,
and a reduced dataset, which included patients from 49 to 61 years old, an age group in which
there is no difference in age distribution across timepoints (Supp Table 2, Online Appendix).
To further consider the influence of age (Model 2a) and sex (Model 2b), we used additional
ANCOVA models that test for interactions terms with treatment on Y, controlling for the same
covariates as above (see Online Appendix). Benjamini and Hochberg’s method was used to
compute false discovery rate (FDR) adjusted p-values. For each metabolite, FC between groups
(for LMM and LOGIT) and FDR values for the main effects and interaction terms (ANCOVA
models) are provided as supplementary datasets on our website (https://mhi-

omics.org/research-projects/metabolomics/).

Clustering and network-based analyses
We used a network-based method to define clusters (or modules) of highly correlated

metabolites called Weighted Gene Co-expression Network Analysis (WGCNA)'®

(see details in
the Online Appendix). Additionally, we computed the Kendall correlation between
metabolites, and used the t-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) to inspect the
correlation patterns between metabolites (hyper parameters: perplexity=7; learning rate =
200; 5,000 training iterations)**. To visualize clusters of metabolites, we used Density-Based
Spatial Clustering of Applications with Noise (DBSCAN, hyper parameters: epsilon=2; minimum
number of samples by cluster = 7). We used the python package Scikit-Learn implementation

for both algorithms. We built metabolite networks based on inter-dependencies between

metabolites using the RFPimp and NetworkX python package (see details in the Online
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Appendix). Permutation tests were used to assess the significance of metabolite grouping and

empirical p-values on 100,000 samples are reported in all cases.

Interactive data visualization and data availability
All figures are available in interactive mode on our website to allow explorative

interrogation of the data (https://mhi-omics.org/research-projects/metabolomics/). The full

metabolomics dataset is available upon request.
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RESULTS

Baseline characteristics

Of the 180 matched participants in the sub-study, three were excluded due to insufficient
guantity of plasma, and two patients were identified as statistical outliers in the ticagrelor
group, leaving 88 clopidogrel and 87 ticagrelor participants available for final analyses (Supp.
Figure 2). The baseline characteristics and past medical history of those treated with

clopidogrel and ticagrelor were similar (Table 1).

Biosignature of myocardial infarction

Reperfused STEMI was associated with a clear metabolic signature, with the levels of 72.1%
(202/280) of metabolites differentially modulated between baseline and discharge states
(Model 1 FDR <1%). We observed an increase in fatty acids values, such as stearidonate
(C18:4n3), dihomo-linoleate (C20:2n6), 10-nonadecenoate (C19:1n9) and palmitoleate
(C16:1n7), as well as a marked decrease of amino acids, such as arginine, aspartate, tryptophan
and serine at baseline, representing acute disease state (Figure 2B). The importance of fatty
acid and amino acids metabolism/biosynthesis pathways were further highlighted by co-
expression network analysis using WGCNA followed by MSEA (see details in the Online

Appendix, Supp. Figure 3).

WGCNA analyses showed that the metabolite signature of reperfused STEMI differs with
the time from symptom onset (see details in the Online Appendix), and significant disease
state by timepoint interaction effects (Model 1, FDR <5%) were seen (Supp Table 1). Analyses
of timepoints distribution revealed that it was significantly confounded by age (Supp. Figure
4), such that participants of greater age were overrepresented in TO (<2h) compared with T1
and T2 (Kolmogorov-Smirnov test, Supp. Table 2). However, most interaction effects remain
significant for patients from 49 to 61 years old, a subset of the cohort in which age is matched
across timepoints. The age of patient itself was also associated with the metabolic signature
of STEMI, with significant disease state by age interactions (Model 2a, FDR <5%) for 10
metabolites (Supp Table 1), revealing that temporal metabolite patterns post-STEMI differ

according to age (see details in the Online Appendix). Sex was also associated with the STEMI

114



biosignature, with significant disease state by sex interactions (Model 2b, FDR <5%) observed
for four metabolites, including three sulfated sex hormones (21-hydroxypregnenolone
disulfate, pregnenolone sulfate and pregn-steroid monosulfate). One additional sulfated sex
hormone was measured in our dataset, pregnen-diol disulfate, which shows a sex effect in

both states, yielding a significant main effect of sex (Model 2b, FDR=0.00738).

Clopidogrel and ticagrelor are differentially associated with the metabolome in reperfused
STEMI

Our analyses revealed nine metabolites exhibiting discharge levels that differed significantly
by assigned treatment (clopidogrel vs. ticagrelor), after accounting for their baseline value.
Both the normalized metabolite concentration (Model 1) and intra-individual change in
metabolite concentration (LOGIT) were predictive of treatment (FDR < 5%; Table 2) (Figure 3).
Seven were fatty acids, all of which were found in the polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
omega-3/6 biosynthesis pathways. More specifically, participants treated with ticagrelor had
significantly higher plasma concentrations of linolenate a or y (C18:3n3/6), dihomo-linolenate
(C20:3n3/6), stearidonate (C18:4n3), docosahexaenoate (C22:6n3, DHA), eicosapentaenoate
(C20:5n3, EPA), adrenate (C22:4n6) and arachidonate (C20:4n6, ARA) at discharge compared
with clopidogrel-treated participants (Figure 3). These fatty acids were increased at baseline
compared to discharge, but as expected, not significantly different between distinct treatment
groups before administration of the drugs. The FC is modest, but goes above 1.5 for adrenate
and EPA. Compared to the top metabolites that are highly modulated in STEMI, the difference
between clopidogrel and ticagrelor groups in the change in metabolite concentration across
states is generally more pronounced for the PUFAs (Figure 3B). Three metabolites are specific
to the omega-3 metabolism pathway (DHA, EPA and arachidonate) while two are specific to
the omega-6 pathway (ARA and adrenate) (Supp Figure 5), suggesting both pathways are

implicated.

Modulation of three additional metabolites was significantly impacted by treatment (Table
2). Levels of androsteroid monosulfate 2 (ASM) were markedly lower at discharge among

participants treated with clopidogrel, but did not vary significantly between baseline and
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discharge among ticagrelor-treated patients. 2-hydroxybutyrate (AHB) levels were higher in
the ticagrelor-treated group but only among patients aged 49 to 61 years (see details in Online
Appendix). Finally, we identified a significant sex by treatment interaction for
palmitoylcarnitine (Supp. Table 1), consistent with a sexual dimorphism previously reported

regarding to acylcarnitines metabolism®”’.

To visualize these treatment associations across the whole metabolome, we used the t-
distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) method, an dimensionality reduction
technique that can reveal hidden structure in metabolite profilesm. This analysis highlighted
18 clusters of metabolites at baseline (Figure 4A), with very few clusters conserved at
discharge (Supp. Figure 6). The t-SNE grouping at baseline between treatment groups showed
no major differences. The interacting metabolites presented above tended to cluster together
at baseline, with a unique t-SNE group (#4, colored in green) that included many of the
metabolites reported in Table 2 and Supp. Table 1 (14/33, p<10'4, permutation test).
Furthermore, 12 out of the top 15 metabolites differentially modulated between treatments
(Figure 3A) are found in this t-SNE cluster (p<le-5, permutation test). This green cluster was
conserved at discharge for the clopidogrel group (Figure 4B), revealing that the correlation
network between these metabolites remained stable, whereas the ticagrelor group was highly
remodeled, with a split between lysoglycerophospholipids and fatty acids (Figure 4C). Both can
be derived from the hydrolysis of glycerophospholipids through the action of the
phospholipase A2. To understand the relationship between these two new subpathways and
treatment-associated metabolite levels, we derived an interaction network (Figure 4D) using
a machine learning strategy RFPimp (see details in the Online Appendix). This analysis revealed
that the omega-3/6 metabolites formed a hub between glycerophosphocholine metabolites
and fatty acids, possibly responsible for the ticagrelor-specific split at discharge. We noted that
AHB was one of the most connected metabolites in this network, implying that its modulation
may have several downstream effects, and that, to the contrary, ASM appeared as an outlier

metabolite, very sparsely connected to the rest of the metabolome.
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DISCUSSION

In this study, we found differential associations of key polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
metabolites according to clopidogrel and ticagrelor treatment, two P2Y12 inhibitors commonly
used in the treatment of ACS. To our knowledge, this is the largest plasma metabolomics study
comparing disease state and post-treatment changes, and the first study to suggest that P2Y12
inhibitors may exert differential effects on systemic metabolism. We therefore raise the
hypothesis that ticagrelor favorably modulates circulating levels of PUFAs in the early days
following a reperfused STEMI and may exert benefits by modulating reperfusion injury. If
confirmed, this hypothesis contributes to the understanding of pleiotropic effects of ticagrelor,
along with adenosine and endothelial pathways that potentially have important clinical and
research implications.

Most of the PUFAs are derived from nutrition'’®. However, given the short timeframe
between randomisation and treatment response (maximum 4 days), higher circulating n3 and
n6 PUFAs were not likely to have resulted from a facilitated nutritional uptake. While a-
linoleate (C18:3n3, ALA) is not endogenously produced'’”®, a de novo biosynthesis of n3-
PUFAs'’® from ALA is possible through the sequential action of elongases and desaturases

180,181

predominantly in the liver, in contrast to the brain and the heart for example , to form

EPA (C20:5n3) and DPA, while the formation of DHA (C22:6n3) eventually requires one cycle

of peroxisomal B-oxidation'’®

. Thereby, we speculate that ticagrelor stimulates the hepatic
enzymatic processes in the synthesis pathway of PUFAs and promotes the peroxisomal
formation of DHA. Alternatively, PUFAs may be released from cells through the action of
phospholipases, particularly phospholipase A2 that catalyzes the hydrolysis of sn-2 ester bond
position of glycerophospholipids liberating lysoglycerophospholipids and fatty acids, including
PUFAs'®?. This could explain the green cluster split observed in the t-SNE analysis specific to
the ticagrelor group (Figure 4C). Hence, ticagrelor could act as an activator of the
phospholipase A2 activity in the liver and possibly other tissues. This premise is reinforced by
recent literature showing that ticagrelor may increase myocardial cytosolic phospholipase A2

183

activity™ . Additionally, we cannot exclude that the higher plasma concentration of ALA

measured among ticagrelor-treated patients was related to the potentiation of
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pharmacodynamics processes, including gastrointestinal absorption, lymphatic transport, or
liver metabolism*”®.

Moreover, it is well known that clopidogrel is a prodrug bioactivated by several cytochrome
P450 enzymes in the liver, including CYP2C19”°, which is a key enzyme responsible for
metabolizing linoleic and arachidonic acids'®*. There is a possibility that clopidogrel loading
and maintenance doses diverts CYP2C19 from its principal epoxygenase activity on long-chain
polyunsaturated fatty acids and therefore results in a reduction in circulating omega3/6
metabolites. Such an interaction has not been described as of yet.

Most of the literature on benefits of PUFAs, especially n3 PUFAs, has come from
supplementation studies, which have been inconsistent at showing a potentiation of the
antiplatelet effects of aspirin and clopidogrel'®. Like most cells, platelets take up and
metabolize circulating fatty acids; thus, the relative bioavailability of PUFAs in plasma is likely

88 Indeed, platelets form aggregates more readily in the

to influence platelet function
presence of saturated fatty acids than unsaturated fatty acids'®’, making them potentially less
reactive when the plasma fatty acid composition is altered towards PUFAs. In addition to
directly activating platelets, circulating fatty acids can be taken up and incorporated into their
cell membranes; thus, modifying membrane fluidity and the availability of lipids that can be
used in intracellular signaling pathways'®. Platelets preferentially take up saturated fatty acids
(e.g. palmitate and stearate) as opposed to their unsaturated counterparts (e.g. linoleate)'®.
Of the PUFAs, arachidonate (C20:4n6) is the most efficiently incorporated into platelet

188 There are

membranes, as compared with its homologue dihomo-y-linolenic acid (20:3n6)
numerous bidirectional interactions between PUFAs that influence the efficiency of their
incorporation into membranes. For example, EPA (C20:5n3) affects incorporation of
arachinonate into platelet phospholipids, and arachidonate (C20:4n6) in turn modulates the

%8 Thus, the upregulation of plasma

incorporation of other 18-, 20- and 22-carbon PUFAs
levels in the PUFAs seen in this study may have longer-term effects on platelet membrane
composition and platelet function that will require further investigation.

Platelet activation induces remarkable changes in their Iipidomelgg. Key regulator of these

lipidomic modifications in platelets are cytosolic189 and calcium-independent phospholipase A,
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(cPLA,)™, known to be strongly inhibited by increases in cyclic AMP *#. Through inhibition of

P.Y1, receptors, as well as potentiation through adenosine receptors, ticagrelor is known to

191, which in turn could modulate platelet cPLA,

induce marked increases in CAMP levels
activity. In vitro studies have further shown that ticagrelor, but not thienopyridines, affect
prostanoid formation, most clearly TxA, formation, even in the absence of aspirin'®>. Thus, it
is possible that ticagrelor induces intracellular lipidomic changes in platelets through both
regulation of PUFA availability in plasma and modulation of intracellular phospholipase
activity. These potential additional platelet-modulating mechanisms are worthy of further
detailed exploration.
Other Cardioprotective Effects of Omega-3/6 PUFAs

The cardiovascular impact of PUFAs, n3 in particular, have been studied extensively'”. They
have been linked to anti-inflammatory effects, improved endothelial function, and reduced

h'*3. In the OMEGA-REMODEL trial, participants with a recent myocardial

atherosclerosis growt
infarction assigned to high-dose of two n3 PUFAs for 6 months experienced a dose-response
reduction of left ventricular systolic volume index (-5.8%, p = 0.02), and myocardial fibrosis (—
5.6%, p = 0.03) compared with placebo. Likewise, participants assigned to n3 PUFAs
experienced a measurable improvement in serum biomarkers of systemic and vascular

% The authors hypothesized that n3 PUFAs suppressed both systemic and

inflammation
cardiac inflammation during the healing phase post-myocardial infarction. As the timing of n3
PUFAs administration appears to play a role in post-infarction healing'®>, an agent capable of
immediate effects, administered during the acute phase of an MI, could translate in
cardiovascular benefits. Recently, a meta-analysis of 13 randomized studies using marine
supplementation of n3 PUFAs showed lower risk of cardiovascular adverse events, namely Ml,
coronary heart disease and overall cardiovascular disease'®. Finally, a new drug derived from
purified EPA, the icosapent ethyl, was recently approved by the United States Food and Drug
Administration as an adjunct therapy to maximally-tolerated statin treatment to reduce the
risk of ischemic events and myocardial infarction'®’.

Omega-6 PUFAs have also been linked to cardiovascular benefits in several studies™®>.

Patients with increased tissue and adipose levels of linoleate (C18:2n6, LA) and potentially its
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downstream metabolite (Figure 5), arachidonate (C20:4n6, ARA), had a reduced incidence of

major cardiovascular events'®®

. However, a controversy exists related to n6 PUFAs potential
harm due to pro-inflammatory effect, despite many investigators showing no clinically
detectable inflammation associated with increased n6 in humans*®.

Several precautions were taken to minimize biases and confounding factors while designing
the study. Samples used in this study were obtained from a multicenter, double-blind,
randomized controlled trial and each participant served as his own control in our analyses. This
helped minimize the signal-to-noise of inter-individual biological variability. Participants were
matched between treatment groups for diabetes mellitus and dyslipidemia, two conditions

133

known to deeply impact the metabolome™". The use of untargeted metabolomics ensured a

wider look at various metabolic pathways with chemically diverse metabolites from different

31 The temporal comparison of two plasma samples at different time-points (baseline

classes
and discharge) allowed the identification of relative variations of metabolites associated with
the initiation of medical and mechanical treatment when compared to disease state. If
validated, the relationship of ticagrelor with omega-3 (n3) and omega-6 (n6) PUFA levels need
to be added to the growing list of pleiotropic effects associated with ticagrelor.
Limitations

Additional analyses with targeted metabolomics will be necessary to confirm our
hypothesis'® and refine our understanding of pathophysiological processes involved. Our
observations remain liable to certain limitations. Per design, we were not able to obtain
metabolomics fingerprints prior to STEMI and at steady state several weeks/months following
the event. Moreover, our study may involve interactions with medications that have known
metabolic effects, such as statins'*° and insulin*®® used in-hospital, but such interactions are
likely to limited in nature, given that more than 89% of PLATO participants were treated with
a statin at discharge, in both groups and the diabetic status was matched. Further since all
patients were treated with aspirin, we cannot exclude an interaction/synergy between P2Y12
inhibitors and aspirin in the observed metabolomics patterns. Identification of exogenous
metabolites from diet or pharmacotherapy™' among participants, prior to analysis, would

allow better detection of meaningful biological variations in future studies. Indeed, our
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population was not specifically matched for variability in body weight (even though difference
were seen between groups), which could have affected results of metabolomics profiling
particularly on fatty acid metabolites'>. Because peripheral plasma (and not coronary
sinus/myocardial) samples were available, our results and discussion were carefully structured

to avoid implying cause and effects at the myocardial level.
CONCLUSION

STEMI is associated with strong disruption of circulating metabolite networks. After
consideration of sex, age and time-from-symptoms-onset to randomization, ticagrelor is
associated with increased concentrations of Omega-3/6 polyunsaturated fatty acids compared
to clopidogrel in STEMI. This increase in circulating PUFAs was observed in the early days after
the initiation of ticagrelor, suggesting a primary treatment effect. Additional research should
validate these observations and clarify the short- and long-term clinical implications of this

finding.
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FIGURES LEGEND
Central lllustration.
Figure 1. Study Design and Participant flow.

Legend: Study involves 175 patients with STEMI, randomized (1:1) to either clopidogrel
or ticagrelor (PLATO trial; NCT00391872) and successfully treated by primary PCI. All
samples were taken within 12 hrs of symptoms onset with patients selected from three
time-from-symptoms-onset to randomization categories (time points): T0=0-2h, T1=2-
4h, T2=4-12h.

Abbreviations: NSTEMI = non-ST-elevation myocardial infarction, PCI = percutaneous
coronary intervention, PLATO = Platelet Inhibition and Patient Outcome, STEMI = ST-
segment elevation myocardial infarction, UA = unstable angina.

Figure 2. Global metabolomic signature of Myocardial Infarction.

Legend: (A) First two principal components analysis of all post-processed samples.
Baseline samples are shown in green and discharge samples in orange; treatment with
clopidogrel in circles and ticagrelor in triangles. (B) Volcano plot showing significant
differences between states. P-values are obtained from ANCOVA Model 1 main effect
on state for the full dataset. Fold changes are obtained from the LMM model’s state
effect estimate. The top 2 WGCNA modaules, represented in blue (mostly amino acids)
and in turquoise (mostly fatty acids), map to the decreased and enhanced metabolites
at disease states, respectively, whereas the brown module metabolites are non-
significant.

Abbreviations: WGCNA = Weighted Gene Correlation Network Analysis.
Figure 3. Omega3/6 metabolites associated with treatment.

Legend: (A) Volcano plot showing significant differences in metabolite ratios (DC/BL)
between treatment groups. P-values and fold changes are obtained from the LOGIT
model’s treatment effect estimation (B) Radar plot showing the change in metabolite
concentration between baseline and discharge states, with the ticagrelor arm (blue)
showing a smaller change compared to clopidogrel arm (red). PUFAs as well as and the
top 10 increased and decreased metabolites in myocardial infarction are shown.

Abbreviations: PUFAs = polyunsaturated fatty acids.
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Figure 4. Clustering and network analyses

Legend: Analyses of metabolites using t-SNE for all patients at baseline (A), clopidogrel
patients at discharge (B) and ticagrelor patients at discharge (C) show grouping of
metabolites with significant interaction effects (symbols) at baseline (group 4),
maintained at discharge in clopidogrel patients but split in ticagrelor patients. RFPimp
is used to construct a metabolite network, (D) highlighting metabolites part of the tSNE
group 4 (green) and omega 3/6 metabolites (red).

Abbreviations: t-SNE = t-distributed Stochastic Neighbor Embedding. ASM =
androsteroid monosulfate 2, AHB = 2-hydroxybutyrate

Figure 5. Omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acid pathways,
Legend: Cardiovascular effects of omega-3/6 metabolites noted in sources from the
text are shown in this figure.

Abbreviations: ALA = alpha-linoleate, ARA = arachidonate, DHA = docosahexaenoate,
DPA = docosapentaenoate, ETE = eicosatrienoate, LA = linoleate
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18624 patients in PLATO

v

4398 patients with blood
samples available at
randomization and at day 4

2700 NSTEMI/UA (7]

798 patients received clopidogrel
or ticagrelor or ticlopidine <5 days iq--1
before randomization

Y

900 patients met the
additional inclusion criteria

30 patients with in-hospital
major cardiac events

9 patients discontinued
study drug

Patient selection

165 patients had first dose
» of study drug before the first
blood sample

139 patients presenting
>12h after symptom onset

A 4

557 patients available for
pair-matching

A4

180 patients perfectly
matched in 90 pairs

Baseline value (BL) Discharge value (DC)

Sampling

Clopidogrel
n=90

T0 (0,2h) T2 (2,4h) T2 (4,12h) Ticagrelor
n=60 n=60 n=60 n=90

Figure 1. Study Design and Participant flow.
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t-SNE at Discharge (ticagrelor arm)

Figure 4. Clustering and Network Analyses
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Figure 5. Omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acid pathways
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Table 1. Patient Characteristics of Matched Population.

Clopidogrel Ticagrelor p value
(n =90) (n =90)
Demographics
Age*, median (IQR), yrs 57 (52, 65) 57 (52, 64) 0.99
Sex* (male), No. (%) 71 (78.9) 71 (78.9) 1.00
Cardiovascular risk factors, No.
(%)
Diabetes mellitus* 10 (11.1%) 10 (11.1%) 1.00
Dyslipidemia* 32 (35.6%) 32 (35.6%) 1.00
Current cigarette use 55 (61.1%) 50 (55.6%) 0.45
Hypertension 51 (56.7%) 51 (56.7%) 1.00
Medical history, No. (%)
Previous Ml 10 (11.1%) 5 (5.6%) 0.18
Previous PCI 7 (7.8%) 2 (2.2%) 0.17
Previous CABG 1 (1.1%) 1 (1.1%) 1.00
Previous CVA 2 (2.2%) 0 (0%) 0.50
Dyspnea 5 (5.6%) 4 (4.4%) 1.00
Congestive heart failure 0 (0%) 1 (1.1%) 1.00
COPD 2 (2.2%) 3 (3.3%) 1.00
Peripheral Arterial Disease 3 (3.3%) 4 (4.4%) 1.00
Chronic Renal Disease 1 (1.1%) 1 (1.1%) 1.00
Gout 1 (1.1%) 2 (2.2%) 1.00
Asthma 2 (2.2%) 0 (0%) 0.50
Presenting characteristics,
median (IQR)
Weight, kg 84 (73, 93) 82 (70, 90) 0.16
Body Mass Index, kg/m2 28 (26, 31) 27 (25, 30) 0.06
Systolic BP, mmHg 132 (119, 145) 134 (120, 150) 0.34
Diastolic BP, mmHg 80 (70, 90) 80 (72, 90) 0.89
Heart Rate, bpm 75 (65, 90) 75 (67, 82) 0.74
Footnotes:

* participants were matched for these covariates. Data presented for the intent-to-treat
population.

Abbreviations: BP = blood pressure, bpm = beat per minute, CABG = coronary artery bypass
graft, COPD = chronic obstructive pulmonary disease, CVA = cerebrovascular accident, IQR =
interquantile range, kg = kilogram, M| = myocardial infarction, No = number of participants,
PCl = percutaneous coronary intervention, yrs = years
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Table 2. Treatment interaction effects. Metabolites significantly modulated with treatment
(FDR<5%) using a three-way ANCOVA model (state x time point x treatment) and the LOGIT
model are shown, for which we also report ratio fold change (FC) between treatment groups.
Both models include four co-variates (age, sex, diabetes and dyslipidemia). Seven out of nine
metabolites belong to the Omega-3/6 fatty acid biosynthesis pathway. t-SNE groups refer to

the ones labeled in Fig. 4A.

_ psNE  NCOVA LOGIT

Metabolites Interaction

BIOUP  Effect FDR FC FDR
Linolenate_a_or_g C18:3n3-n6 2 4 0.035 1.432 0.067
Dihomo-linolenate C20:3n3-n6 ¢ 4 0.034 1.430 0.075
Stearidonate C18:4n3 4 0.013 2.024 0.028
Docosahexaenoate (DHA) C22:6n3 4 0.029 1.474 0.067
Eicosapentaenoate (EPA) C20:5n3 4 0.001 1.973 0.016
Arachidonate (ARA) C20:4n6 4 0.029 1.499 0.043
Adrenate C22:4n6 4 0.146 1.730 0.040
2-hydroxybutyrate (AHB) * 11 0.043 0.916 0.815
Andro steroid monosulfate 2 12 0.005 1.414 0.071

Footnotes:

* Metabolite significant for age as main effect, FDR value shown is from the ANCOVA model
applied to the sub dataset (FDR=0.345 for the full dataset).

2 Metabolites in the top 10 of baseline vs. discharge effects.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Section I. Metabolon Platform and Metabolomic Quality Control

Sample Accessioning

Each sample received was accessioned into the Metabolon LIMS system and was assigned by
the LIMS a unique identifier, which was associated with the original source identifier only. This
identifier was used to track all sample handling, tasks, results etc. The samples (and all derived
aliquots) were bar-coded and tracked by the LIMS system. All portions of any sample were
automatically assigned their own unique identifiers by the LIMS when a new task was created;
the pairing between these samples was also tracked. All samples were maintained at -80 2C

until processed.
Sample Preparation

The sample preparation process was carried out using the automated MicroLab STAR® system
from Hamilton Company. Recovery standards were added prior to the first step in the
extraction process for QC purposes. Sample preparation was conducted using a proprietary
series of organic and aqueous extractions to remove the protein fraction while allowing
maximum recovery of small molecules. The resulting extract was divided into two fractions;
one for analysis by LC and one for analysis by GC. Samples were placed briefly on a TurboVap®
(Zymark) to remove the organic solvent. Each sample was then frozen and dried under
vacuum. Samples were then prepared for the appropriate instrument, either LC/MS or GC/MS.
For quality control (QC) purposes, a number of additional samples were included with each
day’s analysis. Furthermore, a selection of QC compounds were added to every sample,
including those under test. These compounds are carefully chosen so as not to interfere with
the measurement of the endogenous compounds. These QC samples are primarily used to

evaluate the process control for each study as well as aiding in the data curation.

Liquid chromatography/Mass Spectrometry (LC/MS, LC/MS?): The LC/MS portion of the
platform was based on a Waters ACQUITY UPLC and a Thermo-Finnigan LTQ mass

spectrometer, which consisted of an electrospray ionization (ESI) source and linear ion-trap
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(LIT) mass analyzer. The sample extract was split into two aliquots, dried, then reconstituted
in acidic or basic LC-compatible solvents, each of which contained 11 or more injection
standards at fixed concentrations. One aliquot was analyzed using acidic positive ion
optimized conditions and the other using basic negative ion optimized conditions in two
independent injections using separate dedicated columns. Extracts reconstituted in acidic
conditions were gradient eluted using water and methanol both containing 0.1% Formic acid,
while the basic extracts, which also used water/methanol, contained 6.5mM Ammonium
Bicarbonate. The MS analysis alternated between MS and data-dependent MS® scans using

dynamic exclusion.

Gas chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS): The samples destined for GC/MS analysis
were re-dried under vacuum desiccation for a minimum of 24 hours prior to being derivatized
under dried nitrogen using bistrimethyl-silyl-triflouroacetamide (BSTFA). The GC column was
5% phenyl and the temperature ramp was from 40° to 300° Cin a 16 minutes period. Samples
were analyzed on a Thermo-Finnigan Trace DSQ fast-scanning single-quadrupole mass
spectrometer using electron impact ionization. The instrument was tuned and calibrated for
mass resolution and mass accuracy on a daily basis. The information output from the raw data

files was automatically extracted as discussed below.

Accurate Mass Determination and MS/MS fragmentation (LC/MS), (LC/MS/MS): The LC/MS
portion of the platform was based on a Waters ACQUITY UPLC and a Thermo-Finnigan LTQ-FT
mass spectrometer, which had a linear ion-trap (LIT) front end and a Fourier transform ion
cyclotron resonance (FT-ICR) mass spectrometer backend. For ions with counts greater than
2 million, an accurate mass measurement could be performed. Accurate mass measurements
could be made on the parent ion as well as fragments. The typical mass error was less than 5
ppm. lons with less than two million counts required a greater amount of effort to
characterize. Fragmentation spectra (MS/MS) were typically generated in data dependent
manner, but if necessary, targeted MS/MS could be employed, such as in the case of lower

level signals.
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Data extraction and compound identification

The data extraction of the raw mass spec data files yielded information that could be loaded
into a relational database and manipulated without resorting to BLOB manipulation. The
hardware and software foundations of Metabolon informatics are the LAN backbone and a
database server running Oracle 10.2.0.1 Enterprise Edition. Once in the database, the
information was examined and appropriate QC limits were imposed. Peaks were identified
using Metabolon’s proprietary peak integration software, and component parts were stored
in a separate and specifically designed complex data structure. ldentification of known
chemical compounds was based on comparison with metabolomic library entries of purified
standards or recurrent unknown entities. More than 1000 commercially available purified
standard compounds have been acquired and registered for distribution to both the LC and GC

platforms for determination of their analytical characteristics.
Curation and Quality Control (QC) Filters

A variety of curation procedures were carried out to ensure that a high-quality data set was
made available for statistical analysis and data interpretation. The QC and curation processes
were designed to remove chemical compounds representing system artifacts, mis-assignments
and background noise. Proprietary visualization and interpretation software were used at
Metabolon to confirm the consistency of peak identification among the various samples. A

total of 357 samples passed Metabolon curation process.

Seven samples were further discarded as part as in-house QC steps (Figure S2A). Specifically,
we removed three unpaired samples: UMON-00216; Clopidogrel (Clo); Baseline (BL); Male; 60
y/o, UMON-00228; Clo; BL; Male; 41 y/o, UMON-00299; Ticagrelor (Tica); BL; Male; 68 y/o.
Outlier detection was performed using Principal Component Analysis (PCA) scores plot (Figure
S2B). We removed an additional 2 outliers with their paired samples: UMON-00501; Tica; BL;
Male; 61 y/o + its matched sample: UMON-00499; Discharge (DC) and UMON-00358; Tica; DC;
Male; 49 y/o + its matched sample: UMON-00360; BL.
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We performed QC steps on metabolites data (Figure S2A). From the 489 metabolites passing
Metabolon curation, a total of 22% missing values were detected across the dataset and were
considered as low signal intensity products. We excluded metabolites with > 10% missing
values (N=181). We verified that missing data was not systematically overrepresented in one
state compared to the other (Figure S2D) and confirmed that the metabolites that have high
percent of missing values in BL samples also have high percent of missing values in DC samples.
We excluded constant and nearly-constant features across samples (N=28), identified using
the interquartile range (IQR), recommended as a robust estimate by MetaboAnalyst (function

200 These

FilterVariable(mSet, "iqr", "F", NA) was used, which filters out 10% lowest IQRvalues)
are likely non-informative variables throughout experimental conditions, unlikely to be of use
when modeling the data. We tested imputation strategies taking advantage of a duplicate of
the DC dataset previously generated by Metabolon, and compared KNN algorithm as well as
replacing all missing values by half the smallest positive value (or minimum) (MIN). The MIN

approach was found to be more accurate in our case, as assessed on metabolites set as missing

in one DC dataset but not the other.

Seeing as metabolites’ range are very variable, the data was subjected to scaling (auto-scaling)
and log transformed (referred herein as “normalized metabolite concentration”). To estimate
the intra-individual change in metabolite concentration, we computed discharge (DC) on

baseline (BL) values for each metabolite (ratios), before auto-scaling.
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Section Il. Supplementary Methods

Statistical modelling

We obtained the fold change (FC) values considering discharge samples as the “control state”
and measuring relative changes at baseline, correcting for intra-individual variability using
paired data. First, to estimate the difference in covariate-adjusted metabolite concentrations
between state (baseline vs discharge) we used a linear mixed model (LMM) computed in R**.
Second, we used the intra-individual change in metabolite concentration (ratios; see above) in
a logistic regression model (LOGIT) to test the effect of metabolite concentration change on
differential treatment (outcome). FCs and FDR-adjusted p-values from these two models, for

each metabolite, are reported in supplementary dataset 1 on our website (https://mhi-

omics.org/research-projects/metabolomics/).

Our next objective is to study the influence of disease state (baseline/discharge), treatment
(clopidogrel/ticagrelor), timepoint (TO/T1/T2) and their various interactions on normalized
metabolite concentration (Y) by considering sex (s), age (a), diabetes (db), dyslipidemia (dl) as
covariates. To estimate main effects and interaction terms in our data while taking advantage

of sample pairing, we used a first three-way mixed analysis of covariance (ANCOVA) model:
Y ~ treatment*state*timepoint + a + s + db + dl + Error(subject) (Model 1)

Individual patient effect (subject) was added as a random effect, to take pairing of samples
into account. Despite covariates being matched between clopidogrel and ticagrelor groups,
they are included as they may influence the outcome (metabolite concentration). The models
were applied to the “Full dataset”, composed of all samples passing QC, and the “49-61
dataset”, which includes patients from 49 to 61 years old (Table S2). No significant three-way
interaction was detected. Main effects and two-way interaction terms FDR-adjusted p-values
for each metabolite are reported in supplementary dataset 2 on our website (https://mhi-

omics.org/research-projects/metabolomics/).
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Subsequently, we ran two additional ANCOVA models, replacing the timepoint parameter with
sex or age, to test for treatment by sex and treatment by age interactions, while controlling

for other covariates and interaction terms.
Y ~ treatment*state*a + s + db + dl + Error(subject) (Model 2a)
Y ~ treatment*state*s + a + db + dl + Error(subject) (Model 2b)

No significant three-way interaction was detected and FDR-adjusted p-values for two-way
interaction terms involving sex and age for each metabolite are reported in supplementary

dataset 3 on our website (https://mhi-omics.org/research-projects/metabolomics/).

WGCNA and Metabolite Set Enrichment Analysis

We performed a weighted correlation network analysis using the WGCNA R package version
1.64-1*°>°% 3 method initially developed for transcriptomics data that is becoming of common
use in metabolomics. This approach is designed to derive clusters, or modules, of highly
correlated features (metabolites in our case), as opposed to analyzing them individually. We
used Metabolite Set Enrichment Analysis (MSEA) of modules to help interpret observed
phenotypic changes. Pearson’s correlations were calculated between metabolites in order to
compute “co-expression” similarities and adjacency matrices were calculated using a power
(=4) converging towards a scale-free topology (highest number of metabolites having a low
connectivity). Modules were created using the Dynamic Tree Cut method on the outputted
clustering tree (Figure S3A). A threshold of 0.35 was applied but using other values did not
change the modules created, either in quantity or in composition. Metabolites” module
membership scores and eigenmetabolite values (value summarizing each module) were
computed using the WGCNA R package. Eigenmetabolite values are computed per sample for
each module and can be used for relating modules to external sample traits. We calculated the
correlation between each module’s eigenmetabolite values and external traits, such as
treatment, state, age and sex. Kolmogorov-Smirnov (KS) tests were used to test the difference
in the distributions of module eigenvalues between subsets of the data. To perform MSEA, we

identified the KEGG and Human Metabolome Databases (HMDB) IDs manually for metabolites
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in our WGCNA modules of interest, and uploaded our curated list of compounds in
MetaboAnalyst’s MSEA tool, following extensive comparison with other methods that showed
that MetaboAnalyst maximizes the number of compounds found*®, as it uses multiple libraries

containing over 6300 groups of metabolite sets to identify enriched metabolic pathways.
t-SNE and DBSCAN

We computed the Kendall correlation between the metabolites, and then used the t-
distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) as a dimensionality reduction technique to
inspect the correlation patterns between these metabolites (hyperparameters: perplexity=7;
learning rate = 200; 5000 training iterations). To visualize clusters of metabolites, we used
Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise (DBSCAN), which are presented by
different colors (hyperparameters: epsilon=2; minimum number of samples by cluster = 7). We
used the python package Scikit-Learn implementation for both algorithms. This analysis
highlighted 18 clusters in the data at BL state (Figure 4A) and 15 clusters at DC state (Figure

S6A), with very few clusters being conserved in the two states (Figure S6B).
Network with RFPimp

To inspect metabolites inter-dependencies and similarities, we used a tool that iterates over
all numerical features in a dataset, predicting each feature using the remaining ones and
permutes features to calculate the importance of the predictors (permutation importance).
We use a function called feature_dependence_matrix from the RFPimp python package. The
function clips the predictors’ importances to a maximum of 1 (upper threshold), and we ignore
importances below 0.015 (lower threshold) to reduce the density of the relationship
considered. It returns the predictability of the metabolites and a matrix denoting the
contribution of all the other features to the prediction of the metabolite. We then used
NetworkX python package to display the result. The display algorithm uses the force-directed

algorithm, which puts nodes with stronger relationships closer to each other.
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Section lll. Supplementary results

Global metabolomic signature of myocardial infarction

ANCOVA Model 1 was used to identify metabolites with significant main effects for disease
state (BL), and the LMM model was used to compute fold change. At BL, we observed increased
levels of fatty acids (FA) compared to DC and a decrease in amino acids. We analyzed all
samples (BL and DC combined) with WGCNA, which highlighted two clear clusters (Figure S3A)
containing three distinct modules: the blue and turquoise modules map almost entirely to the
under- and over- represented metabolites at disease state, respectively, while the brown
module is made of metabolites that are not significantly modulated between disease states.
As expected, blue and turquoise modules are both significantly correlated with disease state,
but in opposite directions (Figure S3C, Spearman correlation, p=-0.85 p=2e-99 for the

turquoise module; p =0.73 p=1e-58 for the blue module).

We performed MSEA on each module, which highlighted key enriched pathways modulated
during MI (Figure S3B). The blue module, which comprises metabolites that are significantly
decreased at BL, is enriched for many amino acid metabolism pathways such as glycine and
serine (p = 0.0215), phenylalanine and tyrosine (p=0.0341) as well as urea cycle and ammonia
recycling functions (p=0.0364 and 0.0437, respectively), which are linked to amino acid
catabolism/degradation. The turquoise module shows clear and highly significant enrichment
of alpha linolenic acid and linoleic acid metabolism (p = 1.79e-7) and FA biosynthesis (p =
0.0471), supporting that metabolism and biosynthesis of FA is highly increased during the
acute state of MI. Similar results were obtained in a recent study, where metabolic changes

over time in non-STEMI was analyzed, showing elevation of FA during disease state.

The brown module, which includes only 6 metabolites, is comprised only of short FA, which
are not significantly modulated between BL and DC. Brown module metabolites cluster
together in the t-SNE generated at BL and at DC, in groups #10 and #4, respectively (Figure 4A,
S6). Four out of six metabolites in the brown module are found to be significantly modulated
by age (Model 2a, FDR < 5%). Furthermore, brown module eigenvalues are significantly

correlated with the age of patients (Spearman p=-0.19, p=3e-04) (Figure S4B) and their
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distribution significantly differs when comparing patients above and below 62 years old (KS

test, p=0.01368 for BL and p=0.0183 for DC, Table S3).
Age effects

Seeing that age influences the global metabolomic signature of Ml, we used ANCOVA Model
2a to identify metabolites with significant state by age interactions. A total of 10 metabolites
show significant interaction effects, with five being part of the turquoise module and increased
at BL. The patients of greater age (>55 years old) show the largest increase for four
lysoglycerophospholipids, whereas the effect is reversed for alpha-hydroxyisovalerate, for
which younger people (<55 years old) show the most extreme difference (Figure S4C). A
stronger effect in young patients is also seen for lysine (blue module), but in the opposite
direction: the youngest patients show the most pronounced decrease at BL, compared to DC.
Whereas gamma-glutamylglutamine and glutamine are not significantly different between BL
and DC, age impacts the concentrations at DC, showing a marked decrease with age in both
cases (Figure S4C). Pregnen-diol disulfate and 21-hydroxypregnenolone disulfate show
complex relationships with age in both states, with a U-shaped distribution that suggests
decrease with age except for the oldest group that is increasing. All five sulfated sex hormones

(progestin steroid) in our dataset show sex or state by sex effects (Model 2b).
Time from symptoms onset influences MI metabolic signature

To study how the different timepoints (TO, T1, T2) affect metabolomic signatures, we
considered patients from 49 to 61 years old, a group of 109 patients that are matched for age
across the different timepoints (Figure S2C). By doing so, we ensured a greater homogeneity
in terms of patient population, seeing as the difference in age distributions between these

timepoints in the matched dataset is non-significant (Table S2).

We find that WGCNA module eigenvalues at BL are significantly different between timepoint
categories, which suggests that the time from symptoms onset affects the metabolic signature
of Ml at BL (Figure S7A). Specifically, individuals arriving earlier than 4 hours after symptoms

onset (TO and T1) at the hospital, show a significant shift in distributions of eigenvalues for
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both the turquoise module (Kolmogorov-Smirnov (KS) test, p=0.02103) and the blue module
(KS test, p=0.01874) compared to patients arriving later (T2), who exhibit a weaker

metabolomic signature of MI.

ANCOVA analyses did not identify any metabolites exhibiting significant main effects for
timepoint, nor treatment by timepoint interactions, but significant state by timepoint
interaction effects are seen. When considering all individuals, we find a set of 12 metabolites
(Table S1) that show significant interaction effects between state and timepoints (FDR<5%),
11 of which are confirmed in the 49-61 years old subset. Analysis in this subset finds an
additional significant metabolite, 1-palmitoylglycerophosphate, that had an FDR of 5.8% in the
model with all patients and is significantly modulated by age (Model 1, FDR=0.00354). Seven
metabolites are FA that belong to the turquoise module. These FA metabolite concentrations
decrease with increasing time from symptoms onset (Figure S7B). In both analyses, the top
metabolite showing an interaction effect between state and timepoints is the pregnen-diol
disulfate metabolite, which exhibits a significant state by age significant effect (see above).
This metabolite also shows different profiles between females and males, across timepoints

295 Overall, these results show

(Figure S7C), and is known to be affected by Acetominophen use
that time from symptoms onset at which individuals are subsequently treated affects both the

signature of Ml and the recovery profile from an Ml event.
t-SNE analysis reveals treatment effects

To find structure in the metabolites profiles, we used t-distributed stochastic neighbor
embeddings (t-SNE), an emerging dimensionality reduction technique that can reveal hidden
structures in the dataset®®. This analysis highlighted 18 clusters in the data at BL state (Figure
4A) and 15 clusters at DC state, with very few clusters being conserved in the two states (Figure

4B, 4C, S6).

In total, ANCOVA models detected 33 metabolites showing interaction effects (Table 2 and S1).
Notably, these metabolites tend to cluster together in the BL grouping, with the green t-SNE
group (cluster #4) highly enriched (14/33, p=1e-4, permutation test). In fact, these green

metabolites constitute a subset of the turquoise module, highlighting once again the
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importance of long FA metabolism during MI. At DC, the green metabolites do not cluster
together anymore in the ticagrelor group (Figure 4C), suggesting major remodeling of this
subgroup of metabolites during Ml recovery. Green metabolites are also enriched in the top
significant metabolites in the LOGIT model comparing DC over BL ratios, with 12/15

metabolites at FDR 15% included in this cluster.

Three additional metabolites belonging to different t-SNE groups (Table S2) displayed
significant interaction effects with treatment. Androsteroid monosulfate 2 displayed the most
significant effect in the whole dataset and was markedly reduced at DC in participants treated
with clopidogrel, but not ticagrelor. 2-hydroxybutyrate (AHB) shows a pattern that is similar to
the omega-3/6 significant metabolites (higher in the ticagrelor-treated group), but its effect
was limited to subgroup of patients aged from 49 to 61 years. Indeed, this metabolite is highly
modulated for age (FC=1.83, FDR=0.0099), regardless of treatment or disease state, such that
its effect associated with treatment will be masked in the full cohort. Only one metabolite
showed a significant treatment by sex interaction effect (Model 2b), palmitoylcarnitine, and

no significant treatment by age effect were seen (Model 2a).
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Section IV. Supplementary Figures

Figure legends

Supplementary Figure 1. Summary of Study Design and Sample Sizes.

Study involves 175 patients with STEMI, randomized (1:1) to either clopidogrel or ticagrelor
(PLATO trial; NCT00391872) and successfully treated by primary PCI. All baseline samples were
taken within 12 hrs of symptoms onset with patients selected from three time-from-
symptoms-onset categories (timepoints): T0=0-2h, T1=2-4h, T2=4-12h. This approach was
taken to obviate the need to have dense serial measurements in the same participant but to
simulate a temporal profile of the human STEMI metabolome. Discharge samples were taken

at hospital discharge or 4 days after the baseline sample, which ever came first.

Abbreviations and symbols: STEMI = ST-segment elevation myocardial infarction, PCl =

percutaneous coronary intervention, BL = Baseline, DC= Discharge, ¥ /" = female/male.
Supplementary Figure 2: Quality control steps for metabolomics data.

(A) Diagram of exclusion of samples and metabolites according to different filters. (B) Principal
component analyses score plots showing outlier samples UMON-00358 and UMON-00501.
Percent of variance explained by each principal component (PC1 and PC2) are shown. (C) Age
distribution (top panel) according to timepoint distribution (bottom panel), with dark purple,
medium purple and light purple, representing TO, T1 and T2, respectively. Timepoints are
biased for age (see Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 4A), we replicated all
analyses in a subset of the data (red box) where age is matched across timepoints. (D) Percent
of missing values for each of the 489 metabolites in BL compared to DC samples, showing that
no metabolites is completely missing only from one condition. Abbreviations: BL = Baseline,

DC= Discharge, PC= Principal Component.
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Supplementary Figure 3: WGCNA to compute co-expressed modules.

(A) Hierarchical clustering showing the identification of three modules of co-varying
metabolites. (B) Metabolite Set Enrichment Analysis (MSEA) of the three modules using
MetaboAnalyst. (C) Heatmap and histograms representing the individual metabolite
concentrations and eigenvalues variation, respectively, in BL and DC samples for the three

modules.
Abbreviations: BL = Baseline, DC= Discharge.
Supplementary Figure 4. Impact of Age of Patients.

(A) Significant differential distribution of patient’s age across timepoint groups (see
Supplementary Table 2 for significance). (B) Differential distribution of patient’s age for the
brown module’ eigenvalues computed for each patient, which shows that this module includes
metabolites impacted by age. Blue and turquoise modules’ eigenvalues are shown but are not
significantly different between age groups. (C) State by age interaction effects for 10
metabolites reported in Supplementary Table 2. BL and DC samples where split into 5 bins of

different age intervals, as shown in figure legend, which all include 35 individuals.
Abbreviations: BL = Baseline, DC= Discharge.
Supplementary Figure 5. Individual changes in PUFAs normalized concentration.

Shown here are the PUFAs that are discriminant for the omega-3 (top plots) vs omega-6
(bottom plots) pathways. Each line is a patient that received clopidogrel (red) or ticagrelor
(blue). These plots show higher concentration of these compounds at discharge in the
ticagrelor arm. Stripped lines show patients that go against the general tendency of decrease

at discharge (their slope is positive), mainly individuals in the ticagrelor group.

Abbreviations: Abbreviations: BL = Baseline, DC= Discharge, PUFAs = polyunsaturated fatty

acids.
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Supplementary Figure 6. t-SNE plots generated for different subsets of samples.

(A) t-SNE made using only discharge samples, colored by clustered established by the DBSCAN
method. (B) t-SNE made using only baseline samples as in main Figure 4B, but colored
according to discharge groupings as in A. (C, D) t-SNE made using only baseline samples split
into clopidogrel and ticagrelor subsets. More t-SNE plots for different subset of the dataset

can be visualized at https://mhi-omics.org/research-projects/metabolomics/

Abbreviations: t-SNE = t-distributed Stochastic Neighbor Embedding.

Supplementary Figure 7. Impact of time-from-symptoms-onset (timepoint) intervals.

(A) Significant differential distribution of patient’s eigenvalues for the blue and turquoise
modules from WGCNA across timepoint intervals at baseline. (B) State by timepoint interaction
effects for 13 metabolites reported in Supplementary Table 2. Sample sizes in each timepoint
group are shown in Supplementary Figure 1. (C) Influence of sex on the state by timepoint

interaction effect found for pregnen-diol disulfate.

Abbreviations: BL = Baseline, DC= Discharge.
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Supplementary Figure 3: WGCNA to compute co-expressed modules.
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Section V. Supplementary Tables

Supplementary Table 1. Metabolites with significant interaction effects in ANCOVA models.

Interaction term Metabolites WGCNA BL t-SNE FDR BL vs DC (FC)
Module group
Full 49-61 LMM  LOGIT
dataset dataset
State x age Lysine Blue 16 0.026 0.721 0.543 1.073
(Model 2a) 1- Turquoise 4 0.018 0.449 2.567 1.170
eicosatrienoylglycerophosphocholine

1-arachidonoylglycerophosphocholine Turquoise 4 0.012 0.432 2.292 1.099

1-linoleoylglycerophosphocholine Turquoise 4 0.012 0.432 2.396 0.991

Glycerophosphorylcholine GPC Turquoise 6 0.012 0.497 1.682 1.268

Alpha-hydroxyisovalerate * Turquoise 0 0.018 0.841 1.457 0.811

21-hydroxypregnenolone disulfate Grey 12 0.012 0.452 1.518 1.073

Pregnen-diol-disulfate * Grey 12 0.007 0.721 0.912 0.937

Gamma-glutamylglutamine Grey 2 0.012 0.681 1.055 0.770

Glutamine Grey 2 0.008 0.134 0.906 0.842

State x 1-palmitoylglycerophosphate ** Blue 0.058 0.028 0.452 0.839
timepoint

(Model 1) 1-arachidonylglycerol ** Blue 0.032 0.062 0.514 1.044

1-docosahexaenoylglycerol Blue 0.032 0.137 0.791 1.029

5-oxoproline * Blue 0.020 0.023 0.882 0.906

C19:0° Turquoise 4 0.034 0.062 3.108 1.421

C18:3n3 orn6 2 Turquoise 4 0.032 0.062 3.144 1.432

C14:0 Turquoise 4 0.032 0.062 2.932 1.441

C14:1n5 Turquoise 4 0.029 0.062 2.915 1.378

Glycerol Turquoise 4 0.020 0.028 3.042 1.432

C17:0 Turquoise 4 0.020 0.062 2.812 1.300

C20:5n3 (EPA) Turquoise 4 0.029 0.028 2.477 1.974

Cortisol * Turquoise 12 0.016 0.028 2.481 0.953

Pregnen-diol-disulfate * Grey 12 0.001 0.023 0.912 0.937

State x sex 21-hydroxypregnenolone disulfate Grey 12 9.54E-05 0.034 1.518 1.073

(|V|0d6| 2b) Pregnenolone sulfate Turquoise 12 3.13E-05 0.020 2.552 1.054

Pregn-steroid-monosulfate Turquoise 12 2.37E-07 0.004 2.501 1.080

Treatment x Palmitoylcarnitine Turquoise 15 0.037 0.124 1.638 1.307

sex
(Model 2b)
Footnotes:

* These metabolites are significant for sex as main effect in Model 2b (Full dataset)

** These metabolites are significant for age as main effect in Model 2a (Full dataset)

2 Metabolites in the top 10 for main state effect in Model 1 and Model 2a/b (Full dataset)
Italicized metabolites are not significantly modulated between BL and DC
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Supplementary Table 2. Kolmogorov-Smirnov test results showing time points distribution
significantly confounded by age in the full dataset. This is not the case in the sub-dataset with
only patient from 49-61 years old included

TOvsT1 TOvs T2 T1vsT2
Full dataset 0.04845 0.05263 0.01451
Sub-dataset 0.35893 0.15174 0.11988
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Chapitre 6 — Discussion

6.1 Synthese de I’article

La Figure 29 illustre la découverte principale de notre article et I’'hypothése proposée.

i Lthrombosis !

___________ -

E — | platelet aggregation
g 1 platelet activation
i Hepatic effects “
5 T synthesis of PUFAs 3
Ticagrelor 1 peroxisomal formation g
] p L of DHA - Omega-3/6 PUFAs
g %
= g a-linolenic acid (ALA)
§' Eicosapentaenoic acid (EPA)
§ 1 endothelial fundi Docosahexaenoic acid (DHA)
encomnetiariun |on“ Arachidonate (ARA)
——  linflammation
1 vasodilatation J
1 atherosclerotic growth
i Tendothelial health
t Lreperfusioninjury
Figure 29. Synthese de I'article : lien entre les différents effets pléiotropiques

décrits du ticagrelor parallelement aux propriétés des omega-3.



6.2 Impact et perspectives

Dans I'étude présentée ci-haut, une signature métabolomique claire de I'l|AM ainsi que de la
lésion d’ischémie-reperfusion est mise de I'avant grace a des méthodes statistiques et bio-
informatiques rigoureuses. Cette derniere est caractérisée par une augmentation de
I’expression des acides gras et une diminution du niveau d’acides aminés en infarctus du
myocarde. Les données présentées dans l'article apporteront sans doute une meilleure
compréhension de la physiopathologie sous-jacente a I'ischémie cardiaque et permettront de
générer de nouvelles hypotheses. De plus, a travers la métabolomique et la bio-informatique,
le modele de I'étude a permis l'interprétation de changements métabolomiques subtils liés
aux insultes myocardiques ainsi qu’aux thérapies mécaniques et pharmacologiques. En effet,
le ticagrelor semble étre associé a des taux plus élevés de métabolites des oméga-3 et oméga-
6 dans le sang comparativement au clopidogrel. Les bienfaits potentiels de ces omégas,
quoique débattus, pourraient potentiellement expliquer le bénéfice de la mortalité avec la
premiere molécule dans l'essai clinique PLATO. Les limitations de I'étude en lien avec le
controle de facteurs confondants, entre autres, ont été élaborés dans I'article, tout comme la
nécessité d’analyses métabolomiques ciblées avec des témoins pour confirmer I'association et

peut-étre méme décrire un lien de cause a effet.

Ainsi, d'autres études seront nécessaires, avec des substrats reconnus, afin d'identifier
précisément les voies métaboliques impliquées. Secondairement, I'analyse des voies
permettra de mieux comprendre la signification biologique des variations des métabolites

1% De plus, I'identification des métabolites exogénes du régime alimentaire ou

dans la maladie
de la pharmacothérapie131 avant I'analyse ménera a une meilleure sélection des variations
biologiques souhaitées. D'autres études ciblées avec des méthodologies adéquates™® aideront
a confirmer les résultats associés de fagon cohérente et devraient inclure des corrections pour
les molécules pharmacologiques utilisées ainsi que les comorbidités potentielles qui peuvent

étre des facteurs confondants, y compris le tabagisme et I'obésité.

Bref, l'utilisation des sciences systémiques, notamment la métabolomique, en médecine
Yy

clinique menera sans doute a des méthodes diagnostiques et des approches thérapeutiques

160



ciblées sur les cascades métaboliques cellulaires®®’. Avec des bases de données grandissantes
et une meilleure compréhension des subtilités de la réponse corporelle a différentes insultes
et traitements, il est souhaitable d’évoluer vers une médecine personalisée®, ol les
traitements pourront étre titrés et ajustés en fonction de la réponse de I'héte, telle
gu’exprimée par les changements métaboliques. Par exemple, avec |'association décrite entre
le ticagrelor et les oméga-3, il pourrait étre envisageable d’utiliser des traitements qui
optimisent les oméga-3 chez les individus avec apport et métabolisme inadéquats des

substrats, afin de moduler le dommage myocardique suivant un IAM et une lésion d’I-R.
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Chapitre 7 — Conclusion

Ce mémoire est dédié a une maladie qui a un impact épidémiologique et sociétal important
sur la population mondiale. La pathophysiologie de I'infarctus et le métabolismes cardiaque,
présentés dans le Chapitre 1 et le Chapitre 3 respectivement, permettent de comprendre
I'impact de I'ischémie cardiaque sur les cardiomyocytes et, par le méme fait, les cibles
pharmacologiques des traitements actuels (Chapitre 2). Au Chapitre 4, la métabolomique,
science qui a fait ses preuves dans les dernieres années, est décrite. Un survol du monde de la
bio-informatique présente cet outil primordial qui permet d’analyser les données et de mieux
caractériser |'état physiologique et pathologique d’un vivant a travers les sciences
systémiques. Ainsi, dans le cadre de ce projet de maitrise, ces différentes sciences nous ont
permis de décrire un nouvel effet métabolique associé a I'usage d’un antiplaquettaire qui
sauve des vies en |AM, soit le ticagrelor. En effet, la contribution originale présentée dans ce
mémoire illustre I'importance de la métabolomique et de la bio-informatique pour mieux
comprendre l'infarctus du myocarde et des différences physiopathologiques associées a I'age

ainsi que I'effet des antiplaquettaires, partie centrale du traitement des SCA.

Ainsi, la métabolomique aura un impact substantiel sur la pratique clinique telle que nous la
connaissons aujourd’hui, grace a une meilleure compréhension de la réponse métabolique
systémique aux gestes cliniques apportés. Parallelement, elle modifiera sans doute la
démarche en recherche médicale et fera, avec la bio-informatique, partie intégrante du monde
clinique. La bio-informatique, qui prend racine dans les mathématiques, est bien différente
des sciences de la santé. Cependant, elle est centrale dans l'interprétation des données de
sciences systémiques. J'espere que ce mémoire a su faire le pont entre la médecine clinique et
la métabolomique en sciences cardiovasculaires, et qu’il ait ouvert les yeux, quoique
sommairement, sur le monde de la bio-informatique, qu’il vaut la peine de découvrir comme

clinicien.
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