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Introduction

L’'ammoniémie est un dosage couramment réalisé dans les laboratoires de
biochimie hospitalo-universitaires et 'excés d’ammoniac sanguin, ou
hyperammoniémie, est souvent recherché dans le cadre des encéphalopathies
hépatiques.

Il s’agit toutefois d’'une condition qui peut étre liée a de nombreuses autres
pathologies, notamment aux maladies héréditaires du métabolisme, et une
pathologie hématologique en particulier : le myélome multiple.

Cette association, bien que rare, a déja été rapportée depuis plusieurs années et

plusieurs travaux de recherche ont été réalisés a ce sujet.

Au laboratoire de biochimie métabolique du CHU de Toulouse, nous avons été
confronté en décembre 2021 au cas d’'un patient de 57 ans nouvellement
diagnostiqué d’'un myélome multiple a IgG kappa et qui a présenté au cours de
son hospitalisation une dégradation de la conscience associée a une
hyperammoniémie. Malgré une prise en charge adaptée en réanimation, la
situation de ce patient ne s’améliorera pas et finira par conduire a son déces.

Les différents examens biologiques réalisés alors ont mis en exergue, en plus de
'’hyperammoniémie, des perturbations au niveau des acides aminés plasmatiques

et dans le LCR, le plus impacté étant la glutamine.

Ce travail a pour but de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les encéphalopathies hyperammoniémiques chez les patients
myélomateux, ainsi que d’établir les liens entre la pathologie hématologique et les
métabolismes de 'ammoniac et de la glutamine.

Nous décrirons en premier lieu I'état des connaissances médicales actuelles a
propos du métabolisme de 'ammoniac et des acides aminés, et plus
particulierement de la glutamine, puis nous nous intéresserons au myelome
multiple et aux encéphalopathies hyperammoniémiques associées par le biais
d’une revue de la littérature.

Enfin, nous analyserons le cas individuel de notre patient toulousain, grace a des
marquages des enzymes impliquées dans le métabolisme cérébral de la
glutamine, et nous tenterons d’expliquer les causes et les conséquences des

encéphalopathies hyperammoniémiques chez les patients myélomateux.
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Partie 1 : Métabolisme de Pammoniac et

de la glutamine

A. Métabolisme de l'azote

Les protéines alimentaires sont la seule source d’azote assimilable par 'organisme
humain.

Une fois ingérées, ces protéines sont dégradées par la flore bactérienne intestinale
et par les différentes enzymes du tube digestif en molécules absorbables plus
petites : les acides aminés.

Le catabolisme des protéines va étre, entre autres, source de libération
d’ammoniac, composé toxique pour 'organisme a forte concentration, et qui doit
donc étre pris en charge pour son transport et son élimination.

1) La molécule d’'ammoniac

L’ammoniac est un composé de formule NHs, existant sous forme de gaz dans des
conditions normales de température et de pression.

L’ammoniaque est défini comme la solution aqueuse de 'ammoniac et existe sous
deux formes en équilibre : ammoniac NHs et ion ammonium NH4".

Leur proportion respective en solution est fonction du pH suivant I'équation
d’'Henderson-Hasselbach :

pH = pKa +log,, (%)

NH}

Ainsi, dans le sang et en conditions physiologiques a 37°C, 'ammoniaque est
présent a 98% sous forme d’'ion ammonium NH4*. [1]

L’ammoniémie, quant a elle, correspond a la concentration dammoniaque dans le
sang.

Ces différentes formes étant en équilibre et variant en fonction des réactions
métaboliques et des organes concernés, les termes d'ammoniac et d'ammoniaque
seront utilisés sans distinction dans la suite de ce travalil.


https://www.zotero.org/google-docs/?Dzhe0b

2) Production d’'ammoniac

a- Production bactérienne intestinale

De nombreuses bactéries de la flore intestinale, en particulier colique, sont capables
de dégrader les protéines et peptides du bol alimentaire, conduisant ainsi a la
production d'ammoniac. Les groupes les plus représentés dans ce mécanisme sont
les bacilles a Gram négatif anaérobies et aérobies, les bactéries des genres
Clostridium et Bacillus. [2]

L’ammoniac produit est absorbé et transporté au foie directement via la veine porte
pour y étre détoxifié. Il ne passe donc pas dans la circulation systémique.

b- Métabolisme des acides aminés [3]
i) Définition, fonctions

Un acide aminé est une molécule d’acide carboxylique possédant également un
groupement amine. La structure de base se résume donc a une fonction carboxyle
COOH, une fonction amine NH2 et une chaine latérale variable (R).

On les distingue en fonction de la position du groupement amine par rapport au
groupement carboxyle : seuls les acides a-aminés, pour lesquels les deux
groupements sont portés par le méme atome de carbone (dit carbone alpha)
interviennent dans le métabolisme humain.

H
I

— Ca — COOH
I

H

NH,

Figure 1 : Structure de base des acides a-aminés

Vingt d’entre eux seulement interviennent dans la formation des protéines et sont
appelés protéinogenes. On distingue trois classifications courantes des acides a-
aminés chez 'lHomme en fonction de :

- la nature chimique de la chaine latérale: aliphatique ramifiée, non ramifiée,
hydroxylée, soufrée, aromatique, cyclique, acide ou basique

- la polarité de la chaine latérale a pH neutre : non polaire, polaire ionisable,
polaire non ionisable

- leur essentialité, c'est-a-dire le fait qu’ils soient synthétisables de novo par
lorganisme (AA non-essentiels) ou non, avec donc pour seule source
I'alimentation (AA essentiels ou indispensables)

Les acides aminés interviennent dans différentes fonctions meétaboliques.
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Leur réle principal est bien sdr la synthese protéique. lls jouent également un role
important dans le métabolisme énergétique, via les acides a-cétoniques (voie
oxydative de la partie carbonée, cf partie suivante) et leur incorporation dans le cycle
de Krebs.

Enfin, ils sont des précurseurs de tres nombreuses molécules indispensables.
Citons, par exemple, le GABA produit a partir du glutamate, I'histamine a partir de
I'histidine, la sérotonine a partir du tryptophane ou encore la DOPA, les
catécholamines et la mélanine a partir de la tyrosine.

Des molécules tels que le glutathion, la créatine ou encore les bases des
nucléotides sont synthétisés a partir d’'acides aminés.

Le catabolisme des acides aminés est réalisé majoritairement au niveau du foie, du
muscle (AA ramifiés) et de I'entérocyte dés I'absorption intestinale mais a en fait lieu
de maniere ubiquitaire.

Il se décompose en deux grandes étapes successives: une premiére étape
consistant a supprimer 'atome d’azote et donc la fonction amine par réactions de
transamination ou désamination, puis une seconde étape d'oxydation de la chaine
carbonée restante, qui va étre utilisée en fonction du contexte énergétique et
hormonal (contexte post prandial, état de jeline, exercice physique intense, apport
excessif...).

i)  Métabolisme de l'azote

La premiere étape du catabolisme de tous les acides aminés consiste a retirer leur
groupement amine -NHo.

La réaction la plus courante est la transamination (Fig.2) : il s'agit d’'une réaction
réversible qui permet de transférer la fonction amine d’un acide aminé a un acide
a-cétonique (acide organique portant une fonction cétone C=0), l'a-cétoglutarate.
La réaction est catalysée par une transaminase ou aminotransférase et son
coenzyme (phosphate de pyridoxal (PLP), dérivé de la vitamine B6) et aboutit a la
formation de glutamate.

Il existe de multiples transaminases, spécifiques de I'acide aminé désaminé, mais
les plus importantes sont :

- I'Alanine Amino-Transférase (ALAT) ou Transaminase Glutamo-Pyruvique
(TGP) qui assure la transamination entre alanine et pyruvate

- ['Aspartate Amino-Transférase (ASAT) ou Transaminase Glutamo-
Oxaloacétique (TGO) qui assure la transamination entre aspartate et
oxaloacétate.

TGO et TGP sont des enzymes ubiquitaires présentes dans le cytosol et les
mitochondries. Elles sont les plus abondantes au niveau du muscle, du cceur, du
foie et des intestins. Leur intérét réside dans la réaction de double transamination :
apres la formation du glutamate, ce dernier peut étre de nouveau transaminé via
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TGP ou TGO pour former de I'aspartate ou de l'alanine, forme de transport sanguin
de 'azote. L'a-cétoglutarate formé de novo pourra quant a lui étre réutilisé dans une
réaction de transamination d’un nouvel acide aminé.

Acide aminé Acide a-cétonique
R R
OH OH
H,N"Ca o
O Transaminase O
-
PLP
0] @ O O
WL . N
O NH,
a-cétoglutarate Glutamate

Figure 2 : Représentation schématique de la transamination d’un acide
aminé

Il existe une autre réaction permettant de retirer le groupement amine des acides
aminés : la désamination oxydative.

Il s’agit d’'une réaction ubiquitaire mais seuls certains acides aminés peuvent étre
substrats de ces enzymes spécifiques.

L’acide aminé est d’abord oxydé via une déshydrogénase en acide a-iminé puis a
lieu une hydrolyse spontanée résultant en un acide a-cétonique et une molécule
d’ammoniac NHz libre.

Ce phénomene concerne notamment le glutamate formé précédemment par
transamination. En effet, la glutamate déshydrogénase permet un couplage de la
transamination avec la désamination oxydative : le glutamate formé par
transamination d’'un acide aminé va étre directement désaminé, sans subir de
double transamination.

Dans le foie, 'ammoniac ainsi libéré peut rejoindre directement le cycle de l'urée
pour y étre détoxifie. Dans les autres tissus, il peut étre complexé au glutamate issu
des transaminations par la glutamine synthétase pour former la glutamine. La
glutamine est a ce compte la forme, non toxique, de transport principal de
'ammoniac dans le sang.

En résumé, le catabolisme des acides aminés produit de 'ammoniac NHs, molécule
neurotoxique, issue des réactions de transamination et désamination des acides

6



aminés. L’'ammoniac est pris en charge sous deux formes principales de transport
non toxique dans le sang : glutamine et alanine.

i)  Métabolisme de la chaine carbonée

Les vingt acides organiques résultant de la désamination des acides aminés
protéinogenes peuvent subir différentes réactions de transformation pour les mener
vers des molécules du métabolisme intermédiaire. On les distingue en fonction du
produit final de leur transformation et de la voie métaboligue empruntée : quatorze
sont dits glucogénes purs, deux sont cétogenes purs (leucine, lysine) et quatre sont
mixtes (tryptophane, phénylalanine, tyrosine, isoleucine).

Le devenir de la chaine carbonée est régulé selon 'état énergétique et métabolique
du moment.

Dans le foie, elle peut servir a la formation de corps cétoniques ou de glucose au
cours du jedine, mais aussi a la formation d’acides gras en cas d’apport protéique
surpassant les besoins.

Enfin, elle peut contribuer a la production d’énergie directement via le cycle de Krebs
dans le foie (et de maniére tres minoritaire dans les autres organes).

3) Epuration de 'ammoniac

L’élimination finale de l'azote a lieu via deux voies métaboliques spécifiques
d'organe : l'uréogenése hépatique et lammoniogénése rénale.

a- Métabolisme hépatique (cycle de l'urée)

L'uréogenése, cycle de l'urée ou cycle de l'ornithine, est une voie métabolique
strictement hépatocytaire, particulierement active en période post-prandiale, qui
assure [lépuration d'environ 80% de lazote de lorganisme en conditions
physiologiques. Elle a lieu dans les hépatocytes périportaux.

L’'ammoniac NHs, apporté par la veine porte depuis lintestin et par voie systémique
via la glutamine et l'alanine, ainsi que l'aspartate en sont les deux substrats. Le
cycle a lieu en partie dans la mitochondrie et en partie dans le cytosol.

Il permet la formation d’urée, petite molécule atoxique comportant deux atomes
d’azote, et dont I'excrétion est assurée a 90% par les reins dans les urines mais
également par la sueur, la salive, dans la bile et directement dans la lumiére
intestinale.

A noter que ce cycle permet également la synthése d’arginine, qui pourra donc
devenir un acide aminé essentiel en cas de troubles du cycle et surtout en cas de
déficit en argininosuccinate synthétase et lyase (une partie de larginine est
également synthétisée par les reins par ces mémes enzymes indépendamment du
cycle de l'urée).



Par ailleurs, l'équilibre acido-basique est influencé par la consommation de
bicarbonates dans le cycle. Cette consommation est en partie contrebalancée par
la production de bicarbonates au cours de I'ammoniogénése rénale (voir
paragraphe suivant).

Les hépatocytes périveineux, quant a eux, sont capables de synthétiser de la
glutamine a partir de glutamate et de NHs, grace a la glutamine synthétase. Cette
réaction est surtout active en période de jeline, et la glutamine synthétisée est alors
exportée vers les reins.

NH, + CO,
NAGS
Carbamoyl
phosphate
OoTC
Citrulline Ornithine
Mitochondrie
— o
ORNT\11’/ \ﬁﬂ Cytoplasme
Citrulline Ornithine
Aspartate ASS ARG1
[ ___— Urée
Arginino- R
: Arginine
succinate ASL
—'—""/ AN
H,N" “NH,

Figure 3 : Représentation du cycle de I'urée dans un hépatocyte

b- Métabolisme rénal (ammoniogénése)

Le rein joue un rbéle majeur dans I'élimination de 'ammoniac par sa fonction
d’excrétion de l'urée mais aussi par ammoniogénése a partir de la glutamine
circulante.

L’'ammoniogénése est une voie métabolique strictement rénale permettant
I'épuration d’environ 20% de l'azote de l'organisme en conditions physiologiques
mais sa sollicitation peut augmenter dans les cas d’hypercatabolisme, de jelne,
d’acidose ou d’insuffisance hépatique.

Une proportion d’environ 50% de 'ammoniac est en effet réabsorbée et rejoint la
circulation systémique en temps normal, ce qui laisse une marge d’adaptation en
cas d’hyperammoniémie ou d’acidose.



L’élimination directe de lammoniac par filtration glomérulaire est minoritaire.

La glutamine est plutét acheminée jusqu’aux cellules épithéliales rénales (du tubule
proximal majoritairement) et va subir une désamination oxydative, libérant ainsi du
glutamate et une molécule d'ammoniac. Le glutamate subit lui aussi une réaction
de désamination, libérant une deuxieme molécule d'ammoniac.

Ces deux molécules peuvent diffuser dans la lumiére tubulaire et se complexer avec
des ions hydrogenes H* générés par l'anhydrase carbonique, aboutissant a
formation d'ions ammonium NH4".

Ces derniers peuvent alors étre éliminés dans les urines sous forme de chlorure
d’ammonium.

Il s’agit d’'une voie d’élimination de I'azote mais également des ions hydrogene, elle
joue par conséquent un réle important dans la régulation de l'équilibre acido-
basique : l'activité de l'anhydrase carbonique implique en effet la production de
bicarbonates. En cas d’acidose, la consommation de glutamine et l'activité de la
glutaminase rénale seront augmentées. [4], [5]

Glutamine

Glutaminase

Glutamate

Glutamate - DH

a-cétoglutarate NH," NH,* CI

HCO,- H*

H,CO

2 3

Anhydrase
carbonique

CO, +H,0

Cellule Lumiere

J ¥ rctifine
Interstitium

tubulaire tubulaire

Figure 4 : Représentation schématique de I’'ammoniogénése rénale
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B. Réles physiologiques de la glutamine

La glutamine est 'acide aminé le plus abondant de I'organisme, dans le plasma
(environ 50% des AA libres et 30% des AA totaux sanguins) [3] mais aussi dans le
LCR, en concentration quasi-équivalente au plasma [6]. Longtemps considérée
comme acide aminé non-essentiel, il a été montré qu’en conditions cataboliques
majeures la consommation excéde largement sa production et peut mener a un réel
déficit en glutamine. Ainsi, le terme d’acide aminé conditionnellement essentiel ou
conditionnellement indispensable serait plus juste.

La glutamine posséde de nombreux réles métaboliques qui varient en fonction des
tissus et des conditions physiologiques.

Elle joue bien sar un role majeur en tant que transporteur de 'azote comme décrit
dans la partie précédente, mais participe aussi a la synthése de nombreuses
molécules et peut servir de substrat énergétique au cycle de Krebs. [7]

1) Transport de 'ammoniac dans la circulation systémique

Comme vu dans la partie précédente, le métabolisme des acides aminés libere de
Fammoniac. L'ammoniac étant neurotoxique, il ne peut circuler librement dans le
sang au-dela d'une certaine concentration (valeurs usuelles plasmatiques <50
pmol/L (cf. D- Exploration biologique)).

La glutamine représente le mode de transport majoritaire non toxique de 'ammoniac
depuis son site de production vers les sites d’épuration (foie et reins). La glutamine
est synthétisée et libérée par tous les tissus et organes, mais particulierement par
les muscles.

Cette synthése musculaire est accentuée en situation d'exercice ou de jelne. La
protéolyse musculaire libere en effet des acides aminés qui vont étre transaminés
en glutamate, lui-méme transformé activement en glutamine par addition d’une
fonction amine provenant de 'AMP lors de I'exercice musculaire, mais aussi en
alanine.

Le muscle est aussi impliqué dans la régulation de 'ammoniémie lorsque les
capacités de détoxification du foie sont dépassées ou limitées.

La glutamine ainsi formée est principalement captée par les reins ou lintestin. [8]

2) Principaux réles dans les voies de biosynthese

La glutamine intervient dans de nombreux processus de synthése, de par son
double rdle de précurseur du glutamate et de donneur d’azote.

De maniére générale, la glutamine plasmatique est captée par les cellules via des
transporteurs membranaires spécifigues (SLC1A5, SLC38A1, SLC38A217) et peut
étre utilisée directement dans le cytosol, pour la synthese des nucléotides par
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exemple. Elle est également importée dans les mitochondries (transporteur SLC1A5
variant) ou elle sera convertie en glutamate et ammoniac par une glutaminase (2
isoformes selon les tissus, GLS1 et GLS2). Le glutamate ainsi produit servira lui-
méme dans différentes voies de synthese cytosoliques ou mitochondriales, soit
directement, soit aprés avoir rejoint le cycle de Krebs sous forme d’a-cétoglutarate

9.

a- Protéines

La glutamine, comme les autres acides aminés protéinogénes, est utilisée
directement pour la synthése protéique et est un précurseur de plusieurs autres
acides aminés.

Elle intervient notamment dans la voie de synthése du tryptophane mais c’est avant
tout l'utilisation du groupement amine libéré lors de son hydrolyse en glutamate qui
va permettre la synthése d’alanine (a partir du pyruvate par 'ALAT) et d’aspartate
(a partir d’oxaloacétate par ASAT).

En tant que précurseur du glutamate, la glutamine est également un acteur de la
formation de sérine, ornithine, proline et arginine. [7], [10]

b- Neurotransmetteurs

La glutamine joue un rble majeur dans la production et la régulation des
neurotransmetteurs excitateurs (glutamate et aspartate) et inhibiteurs (GABA).
Elle entre en effet en jeu dans le “cycle glutamate/GABA-glutamine” qui se produit
entre astrocyte et neurone et qui permet le recyclage des neurotransmetteurs
libérés dans la fente synaptique. Ces interactions particulieres au niveau du
systeme nerveux central sont détaillées dans le paragraphe 4) Métabolisme
spécifique dans le systeme nerveux central.

c- Bases nucléotidiques

La glutamine intervient dans la synthése de novo des bases nucléotidiques, purines
et pyrimidines, en tant que donneur d’azote (Fig. 5).

Pour les purines, elle participe a 2 étapes dans la transformation du ribose-5-
phosphate en inosine monophosphate (IMP) : la conversion du
phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) en phosphoribosylamine et celle du
formylglycinamide ribonucléotide (FGAR) en formylglycinamidine ribonucléotide
(FGAM).

Elle intervient également dans la synthese de guanosine monophosphate (GMP) a
partir d'IMP, dans 'étape de conversion de la xanthosine monophosphate (XMP) en
GMP par ajout d’'un groupe amine.

Pour les pyrimidines, elle permet la formation du carbamoyl phosphate (CP),
premier précurseur de l'uridine monophosphate (UMP) et donne également un
groupement amine pour la conversion de l'uridine triphosphate (UTP) en cytosine
triphosphate (CTP). [11]
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d- Glutathion

La glutamine contribue aussi a la synthese de glutathion, tripeptide indispensable a
I'équilibre oxydo-réducteur de I'organisme et composé de glutamate, cystéine et
glycine. La glutamine intervient comme précurseur de deux des composants du
glutathion : le glutamate directement, et la cystéine qui est importée du milieu
extracellulaire en échange de glutamate intracellulaire [7], [12].

3) Role de substrat énergétique

La glutamine, en plus de son réle de transporteur d’azote et de précurseur, est
utilisée en tant que substrat énergétique pour alimenter le cycle de Krebs. Une fois
importée du milieu extracellulaire dans les mitochondries, elle va subir I'action de la
glutaminase et libérer du glutamate, ce dernier pouvant étre converti en a-
cétoglutarate et entrer dans le cycle.

L’intestin, par sa proximité avec le foie épurateur dammoniac via la veine porte, est
un grand consommateur de glutamine, d’'une part pour ses activités de synthése et
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la production d’énergie via le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative mais
également pour la néoglucogenese dans les situations de jeune. [13]

De méme, les lymphocytes et les macrophages privilégient la glutamine comme
source d’énergie [7].

D’un point de vue pathologique, de nombreuses cellules néoplasiques consomment
abondamment la glutamine et certaines développent méme une dépendance a la
glutamine. Cette modification du métabolisme énergétique a été observée dans de
multiples cancers solides (sein, poumon, foie, prostate,cerveau, mélanome...) ou
hémopathies (dont le myélome multiple). [14]

En effet, afin de pourvoir a leurs besoins énergétiques accrus et passer outre la
guantité limitée de glucose disponible, ces cellules expriment plus fortement les
transporteurs membranaires de la glutamine ainsi que la glutaminase afin
d’alimenter le cycle de Krebs en a-cétoglutarate [14].

De plus, la glutamine inhibe I'expression de TXNIP (protéine interagissant avec la
thiorédoxine), un régulateur de limport de glucose, ce qui conduit a une
augmentation de la glycolyse et donc a un apport d’énergie grandissant. [9], [15]
A cela s'ajoutent les autres réles de la glutamine décrits précédemment, qui
contribuent tous a la survie et au développement des cellules cancéreuses. Enfin,
la glutamine peut jouer un réle de médiateur cellulaire, en activant le facteur de
transcription STAT3 ou indirectement la voie de signalisation de mTOR, et ainsi
favoriser la prolifération des cellules tumorales. [16], [17]

4) Métabolisme spécifique dans le systeme nerveux central

Au niveau du systéme nerveux central, la glutamine est impliguée dans deux
systemes intriqués : la régulation de la concentration en ammoniac et la synthese
des neurotransmetteurs que sont le glutamate, l'aspartate et I'acide gamma-
aminobutyrique (GABA).

Dans le cadre des neurones glutamatergiques, le glutamate relaché dans la fente
synaptique par les terminaisons axonales est rapidement capté par les astrocytes
environnants via deux transporteurs membranaires (EAAT1 et EAAT?2), car il a un
effet excitotoxique a haute dose. Une part minoritaire est également récupérée par
le neurone présynaptique via EAAT1. [18]

Dans l'astrocyte, il est ensuite converti en glutamine via la glutamine synthétase
(GS/GLNS ou encore glutamate-ammoniac-ligase (GLUL)), qui y incorpore une
molécule d’'ammoniac.

La glutamine ainsi formée est alors a nouveau libérée via les transporteurs SNAT3
et SNAT 5 puis captée par les neurones (transporteurs non déterminés, SNAT1 et
SNAT3 sont probablement impliqués), afin d’y étre re-métabolisée en glutamate via
la glutaminase (GLS), qui est ensuite incorporé dans les vésicules synaptiques pour
servir de neurotransmetteur. [18], [19], [20]
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Le glutamate neuronal peut éventuellement étre transaminé en aspartate (par
FASAT), autre neurotransmetteur excitateur [21].

to CSF
ASTROCYTE
glutamine SNAT3/5 |- glutamine
: GLS GS
NEURONE NS, NH,
PRE-SYNAPTIQUE glutamate glutamate

\

glutamate

NEURONE
POST-SYNAPTIQUE NMDA-R

A EAAT-1

Figure 6 : Cycle glutamate-glutamine au niveau du systéeme nerveux central,
adapté de [1]

Le cycle glutamate-glutamine, schématisé en Fig. 6, est probablement une
simplification de la réalité car plusieurs interrogations restent sans réponse. D’'une
part, les transporteurs neuronaux pour la captation de la glutamine n’ont jamais été
mis en évidence. D’autre part, le role des astrocytes dans la synthése de glutamine
pour entretenir le cycle, bien que majoritaire, ne semble pas exclusif puisque
d’autres cellules du tissu nerveux expriment la glutamine synthétase. [22], [23]

Sur le méme principe, on peut décrire un cycle GABA-glutamine (Fig. 7),
correspondant au cycle glutamate-glutamine, avec en plus la conversion du
glutamate neuronal en GABA par l'action de la glutamate décarboxylase (GAD),
puis une reconversion en glutamate dans l'astrocyte. Le GABA est en fait catabolisé
par la GABA transaminase et la succinate-semialdéhyde dehydrogenase en
succinate, intermédiaire du cycle de Krebs, pour reformer du glutamate a partir d’'a-
cétoglutarate. A noter que ce cycle est moindre comparativement a celui du
glutamate, car une plus grande proportion de GABA est directement réabsorbée par
le neurone pré-synaptique (transporteur GAT1 neuronal). [24]
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Figure 7 : Représentation schématique du cycle glutamate/GABA-glutamine
au niveau du systéme nerveux central, selon [24]

Abréviations : Glu : glutamate; GIn : glutamine; GS : glutamine synthétase; GLS : glutaminase; GAD
. GABA décarboxylase; Suc : succinate; a-KG : a-cétoglutarate.

Malgré les interrogations subsistantes, on considere aujourd’hui les astrocytes
comme les cellules majoritaires du systeme nerveux central possédant une
glutamine synthétase active, ce sont donc les cellules responsables de la régulation
de la concentration cérébrale de 'ammoniac.

En conditions physiologiques, 'ammoniac est incorporé dans la glutamine qui sert
le cycle du glutamate/GABA pour la neurotransmission. On comprend rapidement
que ce cycle implique un équilibre déja établi des quantités d’'ammoniac, chaque
molécule étant incorporée dans la glutamine astrocytaire puis libérée dans le
neurone avant d’étre retransportée dans l'astrocyte.

On sait cependant qu’une partie seulement du glutamate a recycler est transformée
en glutamine dans les astrocytes. Entre 10 et 30% de ce glutamate est utilisé pour
la production d’énergie et les autres processus métaboliques astrocytaires. Il y a
donc un besoin d’alimenter les astrocytes en glutamate extérieur pour maintenir le
cycle actif. [25]

En cas d’arrivée massive d'ammoniac, la glutamine synthétase astrocytaire peut en
partie absorber cet excés par augmentation de son activité, la glutamine
excédentaire ne participant pas a la neurotransmission pouvant étre relarguée dans
le LCR et/ou le sang pour assurer 'lhoméostasie du systéme nerveux central.
Cependant, ces mécanismes sont largement saturables et 'excés d’ammoniac
comme de glutamine ont des conséquences neurologiques graves (cf. C- 2) Toxicité
de 'ammoniac). [26], [27], [28]
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C. Désordres du métabolisme azoté
1) Hyperammoniémies

L’hyperammoniémie est communément définie comme un taux d’ammoniac
plasmatique >50 pmol/L (ou >100 umol/L chez le nouveau-né). Il s’agit d’'une
situation d’'urgence diagnostique et thérapeutique en raison de la toxicité importante
de l'ammoniac (liée a la concentration maximale et a la durée d’exposition) et de
ses répercussions irréversibles sur le plan neurologique.

Un bilan étiologique systématique doit étre réalisé devant toute découverte
d’hyperammoniémie et comprend a minima des gaz du sang, lactates, ionogramme
sanguin, urée, créatinine, calcémie, glycémie, bilan hépatique complet, bilan
d’hémostase, créatine phosphokinase (CPK), bandelette urinaire pour recherche de
corps cétoniques, CRP et bilan infectieux ainsi qu'un bilan métabolique
(chromatographie des acides aminés plasmatiques et urinaires, profil des
acylcarnitines plasmatiques ou sanguins, chromatographie des acides organiques
urinaires) [29].

a) Etiologies des hyperammoniémies

Ondistingue schématiquement les hyperammoniémies héréditaires, principalement
issues d’'une anomalie du cycle de lurée ou secondaires a autre maladie
métabolique héréditaire, et les hyperammoniémies acquises au cours de la vie,
provenant soit d’'une augmentation de la production d’ammoniac soit de la
diminution de son élimination.

i- Maladies héréditaires du métabolisme
a. Hyperammoniémies primitives

Il s’agit des déficits génétiques du cycle de l'urée, conduisant au déficit fonctionnel
d’'une des enzymes ou d’un des transporteurs de ce cycle. Il en résulte un défaut de
détoxification de lammoniac en urée par le foie et donc une hyperammoniémie.
Celle-ci se manifeste pour les formes séveres de déficit en période néonatale apreés
un intervalle libre de 24h a quelques jours mais peut aussi apparaitre plus tard dans
la vie, au décours d’'un épisode intercurrent favorisant un catabolisme protéique
accru (infection, jeine prolongé, post-partum...). [29]

Le déficit en ornithine transcarbamylase (OTC) est le déficit le plus fréquent. A la
différence des autres désordres du cycle de lurée, cest une maladie de
transmission liée a I'’X, estimée a une naissance sur 56.000 et qui entraine un bloc
de la synthéese de la citrulline a partir de l'ornithine et du carbamyl phosphate.

De la méme maniére, les déficits des autres enzymes du cycle, de transmission
autosomale récessive, a savoir la carbamyl phosphate synthétase 1 (CPS1),
I'argininosuccinate synthétase (ASS), 'argininosuccinate lyase (ASL) ou l'arginase -
1 (ARG1), ou en transporteur (antiport ornithine-citrulline (ORNT1) et antiport
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aspartate-glutamate (citrine)), auront pour conséquence un déficit de production
d’'urée et donc une accumulation d’'ammoniac. [30] [31]

On compte aussi parmi ces déficits celui de la N-acétylglutamate synthase (NAGS)
dont le réle est de produire le N-acétylglutamate (NAG) activateur de la premiére
enzyme du cycle (CPS1).

b. Hyperammoniémies secondaires

D’autres maladies héréditaires du métabolisme peuvent retentir secondairement sur
le métabolisme de 'ammoniac et ainsi étre source d’hyperammoniémie.

C’est le cas des aciduries organiques : il s’agit d’'un groupe de maladies héréditaires
du métabolisme de la chaine carbonée des acides aminés, comprenant plus de 65
pathologies. Elles sont caractérisées par 'accumulation et I'excrétion anormales
d’acides organiques, intermédiaires de l'oxydation de la chaine carbonée. La
conséquence directe est I'apparition d’'une acidose métabolique mais on retrouve
souvent associée une hyperammoniémie, bien que les mécanismes physio-
pathologiques ne soient pas complétement élucidés.

Les acyl-CoA (acides organiques couplés au Coenzyme A) qui s’accumulent au
cours des aciduries organiques, par exemple le methylmalonyl-CoA (acidémie
méthylmalonique) et le propionyl-CoA (acidémie propionique), entrent en
compétition avec 'acétyl-CoA en tant que substrat de la N-acétylglutamate synthase
(NAGS), et inhibent donc la production de NAG, activateur de 'enzyme CPS1. En
conséquence, le cycle de l'urée est ralenti et est a l'origine de 'hnyperammoniémie.

De la méme maniére, les déficits de la 3-oxydation des acides gras engendrent une
carence directe en acetyl-CoA, ce qui engendre aussi une carence en N-
acétylglutamate. Le déficit en carnitine ainsi que les défauts du cycle de la carnitine
sont également impliqués dans l'inhibition secondaire du cycle de l'urée [31].

Enfin, de nombreuses autres maladies héréditaires métaboliques affectent
négativement le cycle de [lurée et contribuent a [lapparition dune
hyperammoniémie. Elles conduisent en général a une diminution de la disponibilité
en substrats ou en intermédiaires du cycle de I'urée, ou bien en énergie nécessaire
a ce cycle pour fonctionner. Il s’agit par exemple du déficit en pyrroline-5-
carboxylate synthase (P5CSD), de [lintolérance aux protéines dibasiques avec
lysinurie (IPDL), du syndrome HIHA (hyperinsulinisme-hyperammoniémie) ou
encore de certains désordres mitochondriaux (déficit en ATP, déficit en pyruvate
déshydrogénase...). [32]
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ii-  Hyperammoniémies acquises

a. Insuffisance hépatique et shunt
portosystémique

Le foie est 'organe principal d’épuration de 'ammoniac, il est donc logique qu’une
atteinte hépatique, qu’elle soit aigué ou chronique, influe sur Fammoniémie.
L’insuffisance hépatique aigué ou chronique induit en effet une diminution directe
de l'activité du cycle de l'urée.

Les patients présentant des shunts portosystémiques peuvent également déclarer
une hyperammoniémie : méme si le foie est fonctionnel, 'ammoniac arrivant du
systeme digestif par la veine porte passe directement dans la circulation systémique
et exerce son effet toxique, notamment au niveau cérébral.

Ces 3 causes (insuffisance hépatique aigué, chronique et shunt) ont pour
conséquence une atteinte cérébrale avec des manifestations pouvant aller d’'un
simple ralentissement cognitif a un coma d’emblée. On nomme communément ce
syndrome “encéphalopathie hépatique”, et ses causes sont multiples.

L’hyperammoniémie est la principale cause de latteinte neurologique. Elle est
toxique pour le systéeme nerveux central et est directement responsable des
symptémes observés (cf. C. 2) Toxicité de 'ammoniac et de la glutamine). En cas
d’atteinte chronique, il arrive souvent que l'état neurologique reste stable ou
faiblement impacté, l'évolution étant plutét marquée par des périodes de
décompensation lors d’épisodes intercurrents.

De plus, les patients avec atteinte hépatique présentent des taux de glutaminase
intestinale plus élevés : 'excés d'ammoniac produit par l'intestin, qui ne peut pas
étre détoxifié par le foie, non fonctionnel, conduit & la synthese de glutamine
(principalement par le muscle) qui va étre captée d’une part par les reins avec une
excrétion d'ammoniac, et d’autre part par lintestin qui va a nouveau produire du
glutamate et de 'ammoniac de maniére accrue. Cet ammoniac repasse alors dans
la circulation porte mais ne pourra pas étre détoxifié par le foie, inopérant, créant
ainsi un cercle vicieux. [33], [34]

Enfin, 'encéphalopathie hépatique est associée a une inflammation systémique,
notamment de l'axe intestin-foie-cerveau. Elle provient d’'une diminution de la
capacité a éliminer les antigénes bactériens en provenance de lintestin, avec une
perméabilité de la barriere intestinale, stimulant ainsi la réponse immunitaire. Au
niveau cérébral, la libération de cytokines pro-inflammatoires par la microglie,
l'altération de la barriere hémato-encéphalique et le recrutement des monocytes
conduit a l'altération voire la mort des neurones.

Cette inflammation potentialise ou aggrave donc l'effet de 'hyperammoniémie au
niveau neurologique. [35], [36]
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Le diagnostic de I'encéphalopathie hépatique reste un diagnostic d’exclusion, étant
donné que les symptémes ainsi que les perturbations biologiques et d’'imagerie
associées n’en sont pas spécifiques.

Cliniguement, la présence de troubles neurologiques chez un patient connu pour
une affection hépatique doit faire évoquer une décompensation encéphalopathique.
Le dosage de 'ammoniémie, bien que souvent corrélé a la présence d’'une
encéphalopathie hépatique dans les études a grande échelle, n’est pas toujours
informatif au niveau individuel. Son utilité repose plutdét sur sa valeur prédictive
négative, dans le sens ou une ammoniémie normale chez un patient symptomatique
doit faire remettre en cause le diagnostic d’encéphalopathie hépatique.

L’imagerie cérébrale (scanner ou IRM) peut également étre contributive dans la
recherche d'une autre cause de dégradation neurologique. [37]

b. Hyperammoniémie transitoire du nouveau-né

L’hyperammoniémie transitoire du nouveau-né est un diagnostic d’exclusion
lorsque toutes les causes connues d’hyperammoniémie ont été explorées. Les
causes exactes de cette entité sont mal connues : on suspecte qu’un certain degré
d'immaturité hépatique entraine une insuffisance fonctionnelle du cycle de l'urée,
par défaut quantitatif ou qualitatif de ses enzymes, plus ou moins associé a un shunt
portal et des infections néonatales. [38]

c. Hyperammoniémies non-hépatiques

Il existe de nombreuses causes d’hyperammoniémies non-hépatiques plus ou
moins fréquentes. Elles sont résumées dans le Tableau 1 ci-aprées ([39], [40], [41],
[42], [43], [44], [45], [46]).

A noter que malgré le réle clé du rein dans le métabolisme de I'ammoniac,
linsuffisance rénale aigué ou chronique n'entraine classiquement pas
d’hyperammoniémie, mais plutét des déséquilibres acido-basiques. Seule I'acidose
tubulaire distale, pathologie trés rare, semble étre corrélée avec l'apparition d’une
hyperammoniémie.
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Cause

Physiopathologie

Médicamenteuse

Antiépileptiques (valproate,
carbamazépine, topiramate, lamotrigine)

Valproate : inhibition de CPS1
Autres : inconnue

Anesthésiques (halothane, enflurane)

Analgésiques (gabapentine, salicylés)

Inconnue (association médicamenteuse,
patients avec pathologie hépatique sous-
jacente?)

Chimiothérapies (5-fluorouracil,
cytarabine, L-asparaginase)

5-FU : libération d’ammoniac durant le
processus d’élimination
Asparaginase : catabolise I'asparagine en
aspartate + ammoniac

Autres (tacrolimus, ciclosporine,
acetazolamide, haloperidol, primidone,
ribavirine, méthamphétamines)

Tacrolimus et ciclosporine : altération de
I'expression des genes codants pour les
enzymes du cycle de I'urée et glutamine
synthétase
Autres : inconnue

Infectieuse

Infections a bactéries productrices
d’uréase, majoritairement infections
urinaires ou choc septique

Lyse accrue de l'urée et augmentation de
lammoniémie en conséquence

Catabolisme
protéique accru

Bralures, traumatismes graves, usage
de glucocorticoides

Augmentation de la protéolyse et donc des
quantités d’acides aminés et de 'ammoniac
issu de leur dégradation

Augmentation
des entrées

Régime hyperprotéique (nutrition
parentérale)

Augmentation du métabolisme protéique et
des acides aminés

Prolifération bactérienne intestinale

Augmentation de la production d’ammoniac
intestinal

Saignement gastro-intestinal

Apport de protéines aux bactéries
intestinales et réabsorption intestinale donc
catabolisme producteur d’'ammoniac

Oncologique

Myélome multiple

Métabolisme modifié des plasmocytes

Peu connue (déficit en bicarbonates

Rénale Acidose tubulaire distale entrainant I'absence d’élimination de
'ammoniac rénal?)
Transplantation d’organe, le plus Multifactoriel (catabolisme accru, infections
souvent aprés une greffe pulmonaire opportunistes, traitements)
Chiruraie bariatrique Multifactoriel (catabolisme accru,
Chirurgicale 9 9 hyperinsulinisme, carence en carnitine)

Dérivation urinaire
(urétérosigmoidostomie)

Passage de I'urine au niveau intestinal avec
apport d’'urée accru aux bactéries
uréasiques

Tableau 1 : Causes les plus fréquentes des hyperammoniémies d’origine

non hépatiques
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b) Hyperammoniémie et glutaminémie

Le métabolisme de 'ammoniac et de la glutamine sont étroitement liés, mais une
hyperammoniémie n’est pas toujours synonyme d’hyperglutaminémie.

On peut observer une augmentation simultanée de ces 2 composeés lors des
troubles du cycle de l'urée touchant directement les enzymes du cycle: I'absence
d’élimination de 'ammoniac par le foie entraine les mécanismes de compensation
des autres organes, dont la production massive de glutamine par le muscle et le
foie mais aussi par tous les autres organes dans des proportions moindres.

Au contraire, certaines étiologies d’hyperammoniémie s’accompagnent d’une
glutaminémie normale voire abaissée.

Les aciduries organiques entrainent non seulement un ralentissement du cycle de
I'urée par inhibition de la NAGS mais aussi du cycle de Krebs par déficit en succinyl-
CoA. Il se produit alors en réaction une augmentation du catabolisme de la
glutamine pour alimenter le cycle de Krebs en a-cétoglutarate. Cela conduit & une
forte production d’'ammoniac par l'activité de la glutaminase et de la glutamate
déshydrogénase en plus du défaut du cycle de l'urée, associée a une glutaminémie
normale ou abaissée [30].

Il en va de méme pour les pathologies héréditaires métaboliques qui induisent un
déficit en acétyl-CoA (par exemple le déficit en pyruvate déshydrogénase, ou dans
les déficits de la béta-oxydation des acides gras) : consommation de la glutamine
pour alimenter le cycle de Krebs et ralentissement du cycle de I'urée par déficit en
NAG [47].

Dans le syndrome d’hyperinsulinisme-hyperammoniémie (HIHA), causé par une
suractivation de la glutamate déshydrogénase, on observe une hyperammoniémie
dle a la dégradation accrue du glutamate dans le foie et le rein principalement mais
sans augmentation de la glutaminémie, cette derniére étant consommée pour
maintenir au mieux le pool de glutamate [48].

D’autres causes d’hyperammoniémies s’accompagnent d'une glutaminémie
normale sans que les mécanismes exactes soient connus (déficit en delta-pyrroline-
5-carboxylase synthase, citrullinémie de type 2, infection a bactéries uréasiques,
shunts porto-caves...). Il est probable que la glutamine produite en compensation
le soit dans une quantité assez faible pour étre totalement métabolisée par
Fammoniogénése rénale et par les autres organes.
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2) Toxicité de 'ammoniac et de la glutamine

a) Systeme nerveux central

L’excés d’'ammoniac est particulierement toxique pour le systéme nerveux central
et se manifeste le plus communément par I'apparition d’'un oedéme cérébral. Dans
les cas extrémes, laugmentation de la pression intracranienne peut mener a de
véritables engagements cérébraux.

Cet oedéme cérébral est principalement di au métabolisme accru de 'ammoniac
au niveau des astrocytes. La glutamine synthétase voit alors son activité augmenter
pour détoxifier au maximum ammoniac pénétrant le systéme nerveux central au
travers de la barriere hémato-encéphalique, entrainant ainsi une élévation de la
concentration intracellulaire en glutamine. En cas d’exces important, le pouvoir
osmotique de la glutamine cause un gonflement des astrocytes, phénomeéne parfois
nomme “gliopathie osmotique” [20], [26].

De plus, la glutamine agit comme un “cheval de Troie” pour les mitochondries
astrocytaires, car elle sert de navette a lammoniac pour y entrer puis par I'action de
la glutaminase, décharge un excés d'ammoniac qui entraine la dysfonction globale
du métabolisme mitochondrial et participe ainsi a la déficience des astrocytes. [21],
[27]

S’y ajoute une inhibition des 2 transporteurs astrocytaire de la glutamine SNAT3 et
SNATS par 'ammoniac libre, piégeant d’autant plus de glutamine dans le
compartiment intra-cellulaire. [49]

Cependant, plusieurs études conduites in vivo ont démontré que le gonflement des
astrocytes n’était inductible qu'avec des taux élevés d’ammoniac. L'oedéme
cérébral, bien que témoin clinique reconnu de [I'encéphalopathie
hyperammoniémique, ne permet donc pas d’expliquer toute la symptomatologie
neurologique en cas d’hyperammoniémie. [50] [51]

C’est ainsi que d’autres effets de 'ammoniac sur le systéme nerveux central ont été
mis en évidence.

Premiérement, 'ammoniac entre en compétition avec plusieurs transporteurs
astrocytaires du potassium (Na-K-ATPase, Na-K-Cl co-transporteurs, canaux
potassiques), induisant une augmentation du potassium extracellulaire déja
suffisante pour causer a elle seule des troubles neurologiques et déclencher des
crises épileptiques mais qui contribue aussi probablement a la formation de
l'oedéme.

A cela s’ajoute une suractivation du co-transporteur Na-K-Cl NKCC1 qui est lié a
équilibre du GABA, et qui provoque une diminution de linhibition neuronale et
contribue a I'apparition de crises épileptiques. [26], [51]

Enfin, la perturbation du métabolisme de la glutamine entraine de nombreuses
conséquences : la glutamine formée a partir de 'ammoniac et de glutamate est
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normalement transportée aux neurones pour servir de neurotransmetteur,
notamment de glutamate excitateur.

Mais I'expression du transporteur du glutamate EEAT-2 est diminuée dans les
situations d'hyperammoniémie, ce qui mene a 'augmentation de la concentration
du glutamate extracellulaire et ainsi a une suractivation des récepteurs NMDA
(récepteurs du glutamate et de 'aspartate) a court terme.

La voie de signalisation associée induit la production de superoxydes et de
monoxyde d’azote (NO) puis de peroxynitrites dans les neurones adjacents,
conduisant a leur apoptose. De plus, le monoxyde d’azote inhibe la glutamine
synthétase, potentialisant encore plus 'effet de lammoniac dans le cerveau.

Sur le long terme, la présence de glutamate excitateur en exces dans la fente
synaptique finit par aboutir a une désensibilisation voire inactivation des récepteurs
NMDA, notamment dans les cas d'encéphalopathie hépatique chronique, entrainant
le ralentissement psycho-moteur typique.

D’un point de vue de la régulation de 'ammoniac cérébral, la glutamine synthétase
astrocytaire peut en absorber partiellement 'excés par augmentation de son
activité, la glutamine excédentaire ne participant pas a la neurotransmission
pouvant étre relarguée dans le LCR puis le sang pour assurer 'homéostasie du
systeme nerveux central. Cela implique cependant une consommation accrue de
glutamate et donc une perturbation du cycle glutamate/GABA-glutamine mais aussi
une modification de la dynamique du cycle de Krebs.

Afin de palier au manque de glutamate demandé par la glutamine synthétase, la
GDH va synthétiser du glutamate a partir d’a-cétoglutarate ce qui méne a une
déplétion directe du cycle de Krebs et ainsi a une diminution de la capacité a
produire de I'énergie par phosphorylation oxydative. [52]

Au final, il faut noter que 'lhyperammoniémie a un effet direct ou indirect sur
ensemble des cellules du systéme nerveux central et non uniquement sur les
astrocytes. Les cellules de la microglie semblent par exemple étre activées dans
ces conditions et induisent une permeéabilité de la barriere hémato-encéphalique qui
participe a la formation de I'cedéme cérébral. De la méme maniére, 'ammoniac a
un effet toxique sur les péricytes et les cellules endothéliales. [21], [26], [28], [51],
[53]

b) Autres organes

Bien que I'hyperammoniémie ait un effet délétére principalement sur le systéme
nerveux central, d’autres organes sont affectés et des symptdbmes moins connus
peuvent apparaitre.

Au niveau musculaire, 'a-cétoglutarate est utilisé pour former du glutamate puis de
la glutamine, ce qui permet d’éliminer 2 moles d’ammoniac pour chaque mole d’a-
cétoglutarate consommeée. Cela entraine néanmoins une perturbation du
métabolisme énergétique musculaire avec une diminution des intermédiaires du
cycle de Krebs et donc une production altérée d’ATP. [26]
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De plus, 'ammoniac intervient négativement dans la synthése protéique et
augmente l'autophagie musculaire, ce qui conduit a une perte musculaire nette. [54]

Le rein prend naturellement en charge I'excés d’'ammoniac au niveau tubulaire pour
I'éliminer dans les urines mais cela n’en empéche pas les effets délétéres sur les
cellules glomérulaires et tubulaires. Plusieurs études suggérent ainsi que
I'nyperammoniémie chronique finit par altérer la fonction rénale et notamment
augmente la réabsorption de potassium. [55], [56], [57]

L’ammoniac semble avoir également un réle toxique au niveau hépatique, avec
notamment une augmentation du stress oxydatif, une apoptose accrue des
hépatocytes, mais aussi une activation des cellules étoilées liée a I'apparition d’'une
hypertension portale.

Enfin, au niveau endothélial, 'hyperammoniémie interagit avec la régulation du
monoxyde d’azote et des radicaux libres, eux-mémes impliqués dans la gestion de
la vasodilatation et pouvant causer des dommages a tous les organes. [26]

3) Traitement des hyperammoniémies [32], [39], [58]

Le principal traitement des hyperammoniémies est avant tout le traitement de la
cause lorsqu’il est possible, mais plusieurs choix thérapeutiques sont disponibles
pour réduire activement la concentration plasmatique en ammoniac.

La premiere stratégie est de diminuer la production et/ou I'absorption d’ammoniac,
gue ce soit au niveau intestinal ou du métabolisme subséquent.

L’arrét des apports protéiques permet de limiter la production d’ammoniac en
situation aigué&, mais ne doit pas dépasser 48h. Pour limiter le catabolisme protéique
endogene, il faut apporter des calories sous formes de lipides et de glucides
(glucose 1V en urgence).

Le lactulose est depuis longtemps utilisé dans le traitement des encéphalopathies
hépatiques car il perturbe le métabolisme et la prolifération des bactéries
intestinales productrices d’uréase mais diminue également [absorption de
'ammoniac et accélére son excrétion par son effet laxatif.

Certains antibiotiques, tels que la rifaximine, la néomycine et le métronidazole, ainsi
gue des probiotiques, en modifiant la composition de la flore intestinale, peuvent
contribuer a la diminution de la production d'ammoniac.

D’autres traitements ont au contraire pour objectif d’augmenter I'élimination de
Fammoniac.

C’est le cas des épurateurs de 'ammoniac : benzoate de sodium, phenylacetate ou
phénylbutyrate de sodium et phénylbutyrate de glycérol. Il s’agit de molécules
interférant dans le métabolisme de la glycine et de la glutamine et qui augmentent
leur excrétion rénale sous forme de métabolite inactif.
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Selon la situation clinique, des activateurs du cycle de l'urée peuvent également
étre utiles : ornithine phenylacetate, ornithine-aspartate, arginine, citrulline et acide
carglumique (dérivé du NAG).

La supplémentation en acides aminés ramifiés ou leurs céto-acides a aussi un
intérét théorique car ils améliorent le métabolisme musculaire avec augmentation
de la production de glutamine musculaire [59], mais leur effet en conditions réelles
est discuté [60].

Enfin, 'hémodialyse ou hémofiltration sont indiquées dans les hyperammoniémies
aigués et permettent d’épurer rapidement et efficacement 'ammoniac en exces
mais il faut noter le risque de rebond associé. La dialyse n’éliminant que lammoniac
plasmatigue mais pas lI'excés présent dans les organes, sous forme libre ou de
glutamine, elle ne prévient ni la réapparition de 'hyperammoniémie en elle-méme,
ni les effets toxiques sur les organes (oedéme cérébral par exemple) mais empéche
leur aggravation.

D. Exploration biologique : dosage de 'ammoniac et des
acides aminés au CHU de Toulouse

1) Dosage de 'ammoniémie

Le dosage de 'ammoniémie est réalisé dans le laboratoire de biochimie sur le
plateau technique automatisé.

Il est nécessaire de respecter des regles de prélevement et de transport strictes car
Fammoniémie est un paramétre sensible.

Le prélevement est réalisé sur tube EDTA, dans l'idéal sans garrot et sans serrer le
poing (les contractions musculaires pouvant augmenter 'ammoniémie).

Le tube doit étre acheminé immédiatement au laboratoire soit par pneumatique soit
par coursier a température réfrigérée (4°C) afin que le dosage soit réalisé dans les
20 a 30 minutes suivant le prélevement. Il est possible de congeler le plasma dans
le méme délai pour des demandes a distance du site de dosage.

En cas dattente trop longue, il se produit une dégradation des composés
plasmatiques azotés et une augmentation de 'ammoniémie, par I'action des cellules
du sang qui catabolisent la glutamine et par l'activité de la y-glutamyltransférase
(GGT). Cette enzyme catalyse la fixation d’'un groupement y-glutamyl sur la
glutamine avec libération dammoniac en échange. [61], [62]

L’'ammoniémie est considérée stable dans le plasma seulement 30 minutes a
température ambiante, de 2 heures (recommandation fournisseur) a 15 heures
(selon [63]) une fois a température réfrigérée (4°C) et 2 a 3 jours aprés congélation
a -20°C. Il n’existe pas de données pour la stabilité dans le sang total mais on peut
logiguement estimer que la stabilité est encore réduite puisque la consommation de
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glutamine par les cellules relarguera directement de 'ammoniac dans I'échantillon.
Cela prouve encore une fois l'instabilité du paramétre et 'urgence de son traitement
au laboratoire.

Plusieurs méthodes de dosage de 'ammoniémie ont été développées : utilisation
d’électrode sélective, par microdiffusion en milieu alcalin ou par échange d’ions par
exemple, mais les plus employées restent les méthodes enzymatiques.

C’est le cas du CHU de Toulouse, ou 'ammoniémie est mesurée sur automate
Cobas ¢701 (Roche Diagnostics) en méthode enzymatique utilisant la glutamate
déshydrogénase.

En présence d'ion ammonium NH4" présent dans le plasma, d’a-cétoglutarate et de
NADPH (réactifs), la glutamate déshydrogénase catalyse 'amination réductive de
I'a-cétoglutarate en glutamate avec formation de NADP*. [64]

NH} + a- cétoglutarate + NADPH —%PH- |_glutamate + NADP* + H,0

La concentration en NADP* est directement proportionnelle a la concentration en
ammoniac de I'échantillon et est déterminée par photométrie (diminution de
'absorbance).

Le résultat est exprimé en umol/L et les normes varient en fonction de 'age et du
sexe. Les valeurs normales pour les nouveau-nés vont de 64 a 107 uymol/L, puis
pour les femmes de 11 a 51 ymol/L et pour les hommes de 16 a 60 umol/L.

La technique employée permet une quantification entre 10 et 1000 pmol/L.

Outre le délai d’analyse, d'autres sources d’interférences sont possibles.

La plus fréquente est la présence d’'une hémolyse, avec une interférence reconnue
pour des concentrations en hémoglobine équivalentes a 100 mg/dL. L’'ammoniémie
sera alors faussement élevée, les globules rouges contenant plus d’'ammoniac que
le plasma en conditions physiologiques et les protéines et acides aminés libérés
étant métabolisés par les enzymes plasmatiques.

L’ictére plasmatique et la lipémie peuvent également interférer mais seulement pour
des niveaux tres élevés qui ne sont pas atteints en pratique courante.

Certains médicaments sont aussi pourvoyeurs dune surestimation de
lammoniémie, tels que la céfoxitine et le témozolomide.

Enfin, de trés rares cas d’interférence chez des patients présentant une
gammapathie, notamment une maladie de Waldenstrom, ont été décrits. Le
mécanisme le plus courant est une augmentation de la turbidité directement dde
aux immunoglobulines présentes en exceés, ce qui peut perturber 'absorbance du
milieu de réaction et fausser la mesure de lammoniémie. [64], [65]
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2) Dosage des acides aminés

Le dosage des acides aminés, aussi appelé chromatographie des acides aminés
ou profil des acides aminés, est réalisé au laboratoire de biochimie métabolique sur
le plateau des techniques spécialisées en chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), a partir d’un kit de
dosage (Kairos, Waters©).

Ce dosage est réalisable sur trois matrices : plasma prélevé sur tube hépariné,
urines et LCR prélevés sur tube sec. Une technique de dosage LC-MS/MS a partir
de papier buvard imprégné de sang a été eégalement développée dans le cadre du
dépistage néonatal systématique mais est réservée a cette indication ou, pour des
questions de facilité, aux suivis des patients atteints de phénylcétonurie.

Le principe de la chromatographie des acides aminés est le suivant : 'échantillon
est tout d’abord déprotéinisé par précipitation a l'acide sulfosalicylique puis suit une
phase de dérivation des acides aminés par un agent de dérivatisation (carbamate
de 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyle (AQC)). Cette étape permet d’améliorer
la sensibilité et la spécificité de détection des acides aminés en formant des dérivés
plus stables.

Enfin, 'étape chromatographique permet de séparer les acides aminés en fonction
de leur polarité grace a une phase stationnaire apolaire et une phase mobile avec
un gradient de solvant polaire puis apolaire. Les acides aminés les plus polaires
sont donc élués en premier, les plus apolaires en dernier.

Le spectrometre de masse va ensuite détecter et identifier les composés séparés.
La solution obtenue en sortie de chromatographie est vaporisée et ionisée puis
injectée dans les chambres a vide. Au cours de leur avancée, les ions produits vont
atteindre 'analyseur correspondant a un triple quadripble en série. Le premier et le
troisieme quadrip6le permettent de ne sélectionner que les ions d'intérét en fonction
de leur rapport masse sur charge (m/z). Le second est en fait une chambre de
collision qui permet la fragmentation des ions dits “parents” en ions “fils”. Cette étape
de fragmentation a pour avantage d’augmenter la spécificité de détection et de
réduire le bruit de fond. En effet, seuls les ions qui respectent la transition attendue
pour un acide aminé donné sont “filtrés” par le spectromeétre de masse (les autres
sont détruits) et seront donc détectés.

Le courant ionique est alors transformé en signal électrique au niveau du détecteur
par un systéme de multiplicateur d’électrons.
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Figure 8 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem

On obtient au final un profil chromatographique comportant en abscisse le temps
de rétention et en ordonnée l'intensité du signal mesurée. Chaque acide aminé est
donc identifiée par son temps de rétention et son spectre de masse ce qui rend la
méthode tres spécifique. La concentration de 'acide aminé dans I'échantillon est
déterminée en comparant l'aire sous la courbe obtenue a la gamme de calibration
de cet acide aminé, réalisée en concentration connue.
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Intensité

du signal
h
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L Temps de rétention (=temps d'élution de la chromatographie)

Figure 9 : Exemple de profil chromatographique obtenu en sortie de LC-
MS/MS

Le prélevement doit étre réalisé préférentiellement a jeun, le repas et I'apport
protéigue associé modifiant les concentrations plasmatiques des acides aminés.
Pour le diagnostic des maladies héréditaires du métabolisme, les prélevements
réalisés en période de décompensation sont les plus a méme de révéler des
modifications majeures de concentrations, reflétant les perturbations métaboliques.
Un recueil simultané de sang, urines et LCR si nécessaire est conseillé, ces
dosages pouvant donner des informations complémentaires.

L’acheminement doit étre rapide, a température réfrigérée et dans les 3 heures
maximum suivant le prélevement. En cas d’attente trop longue ou de non-respect
des conditions de température, l'arginase érythrocytaire continue son activité de
transformation de larginine en ornithine, modifiant ainsi leurs concentrations
respectives. On observe également des conversions de glutamine en glutamate, et
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d’asparagine en aspartate. Enfin, la cystine (diméres de cystéine) se dégrade
également.

Si 'analyse n’est pas réalisée directement, les échantillons plasmatiques devront
étre congelés a -20°C dans les 3h suivant la centrifugation.

Pour l'interprétation du profil, chaque prélévement doit étre accompagné d’une fiche
de renseignements cliniques, diététiques et thérapeutiques.

L’interférence analytique la plus courante est la présence d’'une hémolyse, qui induit

la libération de taurine, de glutamate et d’arginase pouvant modifier les résultats de
la chromatographie des acides aminés. [66]
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Partie 2 : Myélome multiple et

encephalopathie hyperammoniémique

A. Myélome multiple

Le myélome multiple est une hémopathie maligne caractérisée par la prolifération
de plasmocytes monoclonaux dans la moelle osseuse et par conséquent la
surproduction d'immunoglobulines monoclonales (ou de I'un de ses fragments).
C’est une pathologie du sujet &gé avec un age moyen au diagnostic proche des 70
ans.

Le diagnostic des differentes pathologies plasmocytaires est bien codifie. On
distingue :

- la gammapathie monoclonale de signification indéterminée (GMSI ou
MGUS) : elle est définie par la présence dun pic monoclonal a
I'électrophorése des protéines sériques(EPS) de concentration inférieure a
30 g/L, une plasmocytose médullaire inférieure a 10% et I'absence de
criteres CRAB (voir Tableau 2).

Il s’agit d’'une pathologie bénigne qui ne nécessite qu'une surveillance
réguliere. Le risque, bien que faible (1% par an pour les Ig non-M), est
I'évolution vers une hémopathie lymphoide .

- la maladie de Waldenstrom : prolifération de lympho-plasmocytes avec
production d’'une IgM monoclonale.

- le myélome indolent : présence d’'un pic monoclonal supérieur a 30 g/L ou
d'une plasmocytose médullaire supérieure a 10% chez un patient
asymptomatique, c’est-a-dire sans criteres SLIM-CRAB.

- le myélome multiple : il est désormais défini par une plasmocytose médullaire
supérieure ou égale a 10% et la présence d’au moins un critére SLiM-CRAB.
La présence d’'un pic monoclonal a 'EPS n’est plus un critére diagnostique
bien que présent et supérieur a 30 g/L chez la majorité des patients.

- la leucémie a plasmocytes : définie par la présence de plus de 5% de
plasmocytes circulants a la formule leucocytaire. [67]
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S | Plasmocytose médullaire
> 60 %

Hypercalcémie : calcium > 0,25 mmol/L par
rapport a la limite supérieure ou > 2,75
mmol/L

Li | Ratio de chaines légeres

Insuffisance rénale : clairance de la créatinine

> 100 < 40 ml/min ou créatininémie > 177 ymol/|
M Présence d'au moins 2 Anémie : hémoglobine < 10 g/dl ou diminution
lésions focales a I'lRM 2 de plus de 2 g/dl en dessous de la valeur
5mm normale
B Lésion lytique osseuse visible en
radiographie, scanner, low dose scanner, ou
TEP-TDM

Tableau 2 : Définitions des critéres SLiM-CRAB

Cliniguement, le myélome multiple peut rester longtemps asymptomatique et est
souvent réveélé fortuitement a 'occasion d’examens biologiques. Le plus souvent, il
se manifeste par une anémie, des douleurs osseuses, une hypercalcémie ou une
insuffisance rénale (ce qui correspond aux criteres CRAB). Plus rarement, des
infections bactériennes a germes encapsulés récidivantes, des symptdomes
d’amylose AL ou un syndrome d’hyperviscosité sont présents au moment du
diagnostic.

Le diagnostic formel se base sur la mise en évidence d’une immunoglobuline
monoclonale ou de l'un de ses composants par électrophorése des protéines
sériques et urinaires associée a une immunofixation et au dosage des chaines
légéres libres sériques, ainsi qu’a la présence d’une plasmocytose médullaire au
myélogramme supérieure a 10% et composée de plasmocytes morphologiqguement
normaux ou non.

De nombreux autres examens biologiques et d’'imagerie sont indiqués pour la
recherche de complications et I'évaluation du pronostic. Selon 'IMWG (International
Myeloma Working Group), il faut réaliser au minimum une NFS, un dosage
d’albumine, B2-microglobuline, LDH, bilan rénal et phosphocalcique, et un scanner
0sseux corps entier. Une caractérisation des cellules myélomateuses sur la moelle
osseuse par FISH ou cytogénétique est également recommandée.

Le pronostic est actuellement évalué par le score pronostique international révisé
(R-ISS) qui prend en compte les dosages d’albumine, 2-microglobuline et LDH
ainsi que la présence d’anomalies cytogénétiques défavorables (délétion 17p,
translocations t(4;14) ou t(14;16) ). Depuis 2022, 'IMWG recommande la deuxiéme
révision du score (R2-1SS) qui prend en compte le gain ou amplification 1q [68].
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Le traitement du myélome multiple dépend de l'adge et de la présence de
comorbidités.

Si possible, une phase d’induction par chimiothérapie a base de bortézomib
(préférentiellement bortézomib, lénalidomide, daratumumab, dexaméthasone)
suivie d'une autogreffe de CSH aprés aplasie induite par melphalan puis d’'une
phase de consolidation et un traitement de maintenance par Iénalidomide.

Pour les patients non éligibles a une autogreffe, on propose un traitement par
daratumumab-lénalidomide-dexaméthasone ou association melphalan-
prednisone-bortézomib-daratumumab. [69], [70], [71]

B. Encéphalopathie hyperammoniémique : une complication
rare du myélome

Il nN'est pas rare que les patients atteints de myélome multiple développent des
troubles de la conscience, les deux causes principales étant 'hnypercalcémie et le
syndrome d’hyperviscosité.

Il arrive également que linfiltration du foie par les plasmocytes malins conduise a
une insuffisance hépatique et donc a une encéphalopathie hépatique associée a
une hyperammoniémie.

Cependant, depuis une vingtaine d’années, plusieurs cas de patients atteints de
myélome multiple associé a une hyperammoniémie sans atteinte hépatique ont été
décrits dans le monde avec des manifestations encéphalopathiques.

Cette constatation a mené a l'hypothése que les cellules myélomateuses
interféraient directement avec le métabolisme de 'ammoniac.

1) Métabolisme de I'ammoniac et de la glutamine dans le
myeélome

C’est en 1998 qu’une premiére étude in vivo prouva la production par différentes
lignées de cellules myélomateuse d'un excés d'ammoniac comparativement a
d’autres lignées cellulaires mais les mécanismes sous-jacents ne purent étre
élucidés. [72]

Dans les années qui suivirent, d’autres recherches permirent de confirmer la
production d’'ammoniac par les cellules myélomateuses ainsi que d’en expliquer au
moins en partie les causes.

Premiérement, la production d’ammoniac est tributaire de la présence de glutamine,

car une déprivation en cet acide aminé la réduit significativement.
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En mesurant l'expression des 2 principales enzymes impliquées dans le
métabolisme de la glutamine, a savoir la glutaminase (GLS1) et la glutamine
synthétase (GS), on observe des taux élevés de glutaminase mais pas de glutamine
synthétase, dont I'expression est quasiment inexistante [73].

Les cellules myélomateuses ont donc une consommation importante de glutamine
qui est métabolisée en glutamate et ammoniac par la glutaminase. L’'ammoniac est
ensuite relargué dans le milieu extérieur.

De plus, afin d’'assurer un apport suffisant en glutamine, les plasmocytes malins
développent une surexpression de certains transporteurs de la glutamine,
essentiellement ASCT2 (Alanine Serine Cysteine Transporter 2), qui semble méme
étre nécessaire au développement des cellules myélomateuses, puisque son
blocage entraine une inhibition de leur croissance. [73]

Cette dépendance a la glutamine s’expliquerait par le besoin essentiel d’alimenter
le cycle de Krebs en a-cétoglutarate anaplérotique via la dégradation de la
glutamine en glutamate par la glutaminase puis la transamination du glutamate en
a-cétoglutarate. Les plasmocytes anormaux présentent aussi un métabolisme
augmenté du glucose, des acides gras et des nucléotides. [73], [74], [75]

Finalement, au niveau du patient, les cellules myélomateuses consomment la
glutamine et produisent de 'ammoniac, les taux de glutamine plasmatique sont
alors diminués comparativement a la population normale et une hyperammoniémie
peut apparaitre. Cest pour cela que ces patients peuvent présenter une
encéphalopathie hyperammoniémique sans atteinte hépatique (et en l'absence
d’une hypercalcémie ou d’'un syndrome d’hyperviscosité). [76], [77]
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2) Revue des cas d’encéphalopathie hyperammoniémique
chez les patients atteints de myélome multiple décrits dans
la littérature

a- Méthodologie et résultats

En 2013, Pham et al. [78] ont réalisé une analyse de 39 patients ayant présenté une
encéphalopathie hyperammoniémique dans le cadre d’un myélome multiple,
comprenant 33 cas de la littérature de 1950 a 2012 complétés par 6 cas de leur
institution.

Leur objectif principal était d’évaluer la mortalité chez ces patients ainsi que de
décrire leurs caractéristiques cliniques et biologiques. Pour cela, plusieurs critéres
ont été extraits pour chaque cas : I'age, le sexe, le type et le stade du myélome
selon la classification de Durie-Salmon et/ou le score ISS, le dosage d’'ammoniac
sanguin, la NFS, le dosage du calcium, les résultats d’imagerie cérébrale, les
traitements instaurés pour lutter contre I'nyperammoniémie et pour traiter le
myélome, I'évolution clinique et la cause du déces.

Afin de comparer notre cas étudié aux cas similaires publiés, nous avons souhaité
compléter cette étude avec les publications ultérieures et en y ajoutant d’autres
données.

Pour cela, nous avons choisi de sélectionner les rapports de cas selon la méme
méthodologie : recherche de la littérature sur Pubmed du ler janvier 2013 au ler
juin 2024 en utilisant les mots-clés “myeloma AND ammonia” et “myeloma AND
hyperammonemia” et en ne sélectionnant que les rapports de cas ou séries de cas.

Concernant les données collectées, nous avons repris les critéres de I'étude de
Pham et al., a 'exception des résultats de NFS et de calcémie, auxquels nous avons
ajouté la réalisation ou non d’un dosage des acides aminés au niveau sanguin et/ou
du LCR ainsi que de 'ammoniac dans le LCR.

En plus des 39 patients précédemment décrits par Pham et al, 19 nouvelles
publications étaient éligibles mais 3 ont été exclues ([79], [80], [81]) car non
disponibles a la consultation, soit 16 articles pour 18 cas supplémentaires entre
2013 et 2024.

Au total, 57 cas de la littérature ont pu étre analysés.
Les résultats de cette recherche sont exposés dans leur totalité en annexe

(Annexes 5 et 6) ainsi que la liste complete des articles inclus (Annexe 7).
Certaines données choisies sont réunies dans le tableau ci-apres (Tableau 3).
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Moyenne (min-
max) ou effectif
(%)

Age (années) 65 (23-89)
Homme 29 (54%)
Sexe
Femme 25 (46%)
19G 21 (39%)
kappa 9 (17%)
lambda 11 (20%)
NC 1
IgA 18 (33%)
kappa 6 (11%)
Typage du myélome lambda 6 (11%)
NC 6
CLL 6 (11%)
kappa 3 (6%)
lambda 2 (4%)
NC 1
Autres 9 (17%)
I 2 (5%)
Stade du myélome Il 2 (5%)
1 36 (90%)

Ammoniémie
(umol/L)

120 (35-300)

Amélioration clinique
et biologique

27 (51%)

Survie

24 (42%)

Tableau 3 :
Caractéristiques choisies
de 57 cas
d’encéphalopathie
hyperammoniémique

Abréviations :
NC : non communiqué
CLL : chaines légéres libres

Pour 54 patients dont I'age et le sexe étaient rapportés, la moyenne d’age était de
65 ans pour une médiane a 68 ans. Le sex-ratio était de 1.16 en faveur des hommes

(29/25).

Les caractéristiques de la pathologie myélomateuse étaient les suivantes : le sous-
type le plus fréquent était le myélome a IgG (39% ; 21/54), suivi du myélome a IgA
(33% ; 18/54), puis a chaine légere libre (11% ; 6/54) et dans une moindre mesure,
2 cas de myeélome a IgD, 2 cas de myélome non sécrétant, 3 cas de leucémie a
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plasmocytes, 1 cas de myélome plasmablastique et 1 cas de myélome bi-sécrétant
I9G et IgA.

Lorsque le stade du myélome était évalué, soit par la classification de Durie et
Salmon, soit par le score ISS ou R-ISS, la majorité des patients étaient classés en
stade Il (90% ; 36/40).

Concernant les analyses biologiques, la moyenne d’ammoniémie était de 120
pgmol/L pour une médiane a 113 pmol/L. A noter que 3 patients présentaient des
ammoniémies inférieures au seuil normal (50 umol/L), respectivement 35, 38 et 39
pgmol/L, mais les troubles neurologiques qu’ils présentaient ont tout de méme été
rattachés a une cause hyperammoniémique.

Une seule étude [82] indiquait un dosage de 'ammoniac au niveau du LCR (102
pmol/L). 10 dosages des acides aminés dans le sang avaient été réalisés, ainsi
gu’un dosage dans le LCR.

Concernant les examens d’'imagerie réalisés, la majorité étaient sans particularités
notables (91% ; 30/33), 2 tomodensitométries cérébrales retrouvaient un oedeme
cérébral, et 1 notait des images hypodenses subcorticales compatibles avec une
hypoxémie.

Lorsqu’un traitement a visée hypoammoniémiante était instauré, le lactulose était
choisi dans 65% des cas (15/23) suivi par 'hémodialyse dans 30% des cas (7/23).

Enfin, 'évolution des patients était marquée par une amélioration neurologique et
une normalisation de 'ammoniémie dans 51% des cas (27/53). La mortalité toute
cause confondue suite a I'épisode d’hyperammoniémie était de 58% (33/57).

b- Description des caractéristiques cliniques et de la prise en
charge

Les données démographiques des patients analysés étaient comparables aux
données de la littérature, notamment en comparaison a une étude de la Mayo Clinic
incluant plus de 1000 patients myélomateux [83] : médiane d’age de 68 ans dans
ce travail contre 66 ans, et 54% d’hommes contre 59%.

Il ne semble donc pas y avoir de différence démographique entre les patients
déclarant une hyperammoniémie et la population globale atteinte de myélome
multiple.

Les caractéristigues du myélome multiple montraient une majorité de sous-types
sécrétants des IgG mais également un nombre relativement important de myélomes
a IgA (33%) par rapport aux données de la littérature (21%) [83], ainsi que plusieurs
formes habituellement rares (leucémie a plasmocytes, myélome bi-sécrétant,
myélome plasmablastique).
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Bien qu’on ne puisse conclure a une différence significative au vu du faible nombre
de patients analysés, on peut supposer que certains sous-types de myélome
prédisposent au développement d’'une hyperammoniémie.

La grande majorité des patients présentaient par contre un stade avancé de la
maladie (stade IIl). Cela peut s’expliquer par le dépassement des capacités
d’épuration de lorganisme, soit par la quantité importante de plasmocytes
produisant de 'ammoniac, soit par I'état général amoindri de ces patients.

Il existe néanmoins une disparité d’évaluation du stade avec [utilisation de la
classification de Durie et Salmon, du score ISS ou R-ISS en fonction de la date de
diagnostic.

Les examens d’'imagerie cérébrale, que ce soit la tomodensitométrie ou I'imagerie
par résonance magnétique, revenaient dans la grande majorité des cas sans
anomalies. Seuls 2 patients avaient un oedeme cérébral objectivés par scanner.
Cela concorde avec les études sur I'effet de 'hyperammoniémie au niveau cérébral
: 'oedéme n'apparait que tardivement et/ou pour des taux d’'ammoniac tres élevés
(cf Partie 1 et [50] ).

L’imagerie cérébrale ne semble donc pas étre un bon examen pour diagnostiquer
les encéphalopathies hyperammoniémiques, mais joue plutét un réle dans
I'élimination des diagnostics différentiels.

Concernant les traitements instaurés, on remarque que seule linstauration d’une
chimiothérapie, et donc le traitement du myélome en lui-méme, est efficace dans la
prise en charge de 'hyperammoniémie.

En effet, sur les 9 patients n’ayant pas regu de chimiothérapie, et bien que 5 d’entre
eux furent traités contre I'nyperammoniémie, aucun n’a montré d’amélioration
neurologique ni n'a survécu.

En outre, dans tous les cas décrits, les traitements classiques hypoammonémiants
(lactulose et hémodialyse essentiellement) n’étaient jamais suffisants pour
permettre une récupération neurologique satisfaisante. Un seul cas [84] montrait
une amelioration, bien que partielle, de 'ammoniémie et des troubles neurologiques
grace a lutilisation d’'une double hémodialyse (hémodialyse continue veino-
veineuse et hémodialyse journaliére étendue). Ce traitement lourd n’est toutefois
pas envisageable pour tous les patients et ne permet qu’un traitement transitoire en
attendant la chimiothérapie. Ce patient n’a d’ailleurs montré une réelle amélioration
qu’aprés le traitement du myélome (par association carfilzomib, daratumumab et
dexaméthasone).

Les traitements spécifiques du myélome étaient variables en fonction de I'époque
mais aussi de la présentation initiale (diagnostic ou rechute) et des lignes de
traitements déja utilisées. Aucun lien entre l'utilisation d’'une chimiothérapie en
particulier et le pronostic du patient ne semble visible dans cette revue.

Tout cela montre bien que la réduction de la charge tumorale, par la diminution de
la production d'ammoniac par les cellules myélomateuses, est la seule maniére
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efficace a long terme pour réduire 'hyperammoniémie et résoudre I'épisode
d’encéphalopathie chez ces patients.

Malgré linstauration d’'un traitement efficace, la mortalité globale (58%) reste trés
élevée. Cependant, bien que I'hyperammoniémie et les troubles neurologiques
associés contribuent sans aucun doute a ce sombre pronostic, il est probable que
ce ne soit qu'une manifestation parmi d’autres de la dégradation globale de ces
patients. De fait, les myélomes de stade Ill sont déja de mauvais pronostic (40% de
survie globale a 5 ans si stade Il selon le score R-ISS [85] ) quelle que soit la cause
du déces. De plus, sur les 33 patients n’ayant pas survécu a la suite de I'épisode
d’hyperammoniémie, 10 décés (30%) sont imputables a une cause autre,
notamment des complications septiques ou I'apparition d’'une détresse respiratoire.

c- Description des caractéristiques biologiques

A propos des caractéristiques biologiques, les dosages d’ammoniac plasmatiques
montraient des valeurs élevées au diagnostic avec une moyenne de 120 ymol/L. Il
est difficile d’affirmer si cette moyenne est dle spécifiquement au mécanisme de
'’hyperammoniémie dans le myélome ou s'il existe des facteurs confondants (non-
respect des conditions pré-analytiques par exemple).

Une seule étude rapportait un dosage d’'ammoniac dans le LCR [82] a 102 umol/L.
Bien qu’il n’existe pas de normes définies ni au CHU de Toulouse, ni dans cet article,
on peut décemment affirmer que cette valeur est tres haute, puisque les
mécanismes d’homéostasie du systéme nerveux central ont pour réle de garder un
taux d'ammoniac au plus bas.

Dans cette méme étude, le dosage des acides aminés dans le LCR avait également
été reéalisé et montrait une augmentation de la glutamine mais sans plus de
précisions ni sur la valeur exacte ni sur le reste des acides aminés dans le LCR ou
le sang.

10 cas rapportaient quant a eux un dosage des acides aminés sanguins, et 9 d’entre
eux notaient une hyperglycinémie, contre 1 seul cas ou les dosages étaient dans la
normale [86].

La série de 3 cas de Kuribayashi et al. [87] ne détaillait malheureusement pas le
dosage de la glutamine plasmatique (Fig. 10).
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Serum amino acid (nmol/ml)

Gly 180-310 586 803 1,026
Val 146-328 117 115 413
Ileu 30-94 35 37 124
Leu 60-146 58 69 208
Tyr 32-84 19 61 159
Phe 45-81 63 81 140

Figure 10 : Dosages des acides aminés sériques pour 3 cas
d’hyperammoniémie associée a un myélome multiple (selon [87])

Seules 2 descriptions de la série de 6 cas de Matsuzaki et al. [88] étaient disponibles
a la lecture [89] et montraient cette fois une hyperglycinémie marquée mais aussi
une hypoglutaminémie (Fig. 11).

Table 1. Serum amino acid levels

Normal Casel Case 2

range

nmol/l  nmol/l  %of nmol/l  %of

normal normal

Glycine 180-370 693.2 252 1,131.5 411
Valine* 180-370 85.3 31 81.9 30
Leucine® 88-200 67.6 47 439 30
Isoleucine’ 43-110  36.0 47 23.4 31
Threonine® 110-240 54 3 27.1 15
Cystine 37-63 19.7 39 5.0 10
Methionine* 21-40 19.5 64 24.7 81
Aspartic acid 3.9-6.7 9.7 183 294 555
Asparagine 44-79 273 44 439 71
Glutamic acid 14-59 224 61 70.2 192
Glutamine 560-890 179.2 25 411.1 57
Lysine* 150-260 1226 60 126.3 62
Arginine 70-160  49.2 43 66.8 58
Histidine 75-110  46.2 50 414 44
Phenylalanine®  50-83 96.2 145 743 112
Tyrosine 48-95 30.6 43 41.2 58
Tryptophan* 39-76 387 62 17.7 31
Fischer ratio® 2.6-4.3 1.49 1.29

Essential amino acid.
Fischer ratio = valine + leucine +isoleucine/phenylalanine
+ tyrosine.

b

Figure 11 : Dosages des acides aminés sériques pour 2 cas
d’hyperammoniémie associée a un myélome multiple (selon [89])
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La comparaison des 6 cas de Matsuzaki et al. avec des patients atteints
d’insuffisance hépatique chronique a montré que les patients myélomateux avaient
un profil différent, notamment des valeurs de glycine significativement plus élevées,
et au contraire des valeurs de tyrosine, histidine et arginine significativement plus
basses. Le ratio glycine/tyrosine semblait étre un bon critere pour différencier les 2
causes d’hyperammoniémie mais aucune autre étude n'a pu confirmer ces
données, et il n'existe a ce jour pas d’explication physiopathologique pour expliquer
hyperglycinémie.

L’hypoglutaminémie, bien que décrite chez seulement 2 patients, concorde avec la
consommation de la glutamine par les cellules myélomateuses, expliquant ainsi la
discordance entre les dosages plasmatiques de glutamine et dammoniac.
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Partie 3 : Etude d’un cas de myélome
multiple et encéphalopathie
hyperammoniémique au CHU de Toulouse

A. Description clinico-biologique du cas index

Nous décrivons le cas d'un homme de 57 ans se présentant spontanément aux
urgences pour des douleurs lombaires et un ralentissement psychomoteur
d’apparition progressive. Il présente de multiples antécédents et traitements en
cours (Tableau 4).

Antécédents médicaux Traitements

Diabéte de type 2 Metformine
Hypertension artérielle Ramipril
Extrasystoles Nebivolol

Syndrome d’apnée obstructive du sommeil Pravastatine

Syndrome dépressif Clomipramine

Coligues néphrétiques récidivantes a Hydroxyzine

gauche Cromoglycate de sodium
Paracétamol

Tableau 4 : Antécédents et traitements du patient a son entrée aux urgences

Les douleurs sont apparues un mois auparavant et sont partiellement soulagées
par antalgiques de palier |. L’examen clinique retrouve des douleurs lombaires a la
palpation des épineuses, ainsi qu’'un examen neurologique pathologique : le patient
est confus, somnolent, et présente des troubles de la compréhension des ordres
complexes ainsi que des troubles moteurs des quatre membres.

Le bilan biologique initial (voir Annexe 1) retrouve notamment une hyperprotidémie
majeure a 132 g/L avec hypoalbuminémie a 24 g/L, une calcémie a 2.33 mmol/L,
corrigée sur l'albumine a 2.73 mmol/L et une insuffisance rénale aigué (créatinine
118 pmol/L, DFG 59 ml/min).

Il est réalisé en complément une électrophorese des protéines sériques retrouvant
un pic dans la zone des gamma-globulines estimé a 68 g/L, puis une immunofixation
identifiant une IgG kappa monoclonale avec un ratio de chaines légéres k/A a 234.

Le diagnostic de myélome multiple sera formellement posé apreés la réalisation d’'un
myélogramme retrouvant une infiltration médullaire par 40% de plasmocytes malins
(voir Annexe 2) .

La B2-microglobuline sérique n’a jamais été dosée, le stade du myélome selon le
score R-ISS n’a donc pas été déterminé.
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Enfin, les examens d’imagerie ne retrouveront qu’une fracture du corps vertébral de
L2 avec un léger recul du mur postérieur, sans argument pour une atteinte
compressive. L'IRM cérébrale est sans particularités.

Le traitement initial consiste en une réhydratation par sérum salé isotonique et
bicarbonates associé a de la dexaméthasone 40 mg/j sur quatre jours ainsi que
deux séances d'échanges plasmatiques dans I'hypothése d'un syndrome
d’hyperviscosité, permettant une baisse des protéines sériques a 75 g/L, bien que
le fond d'ceil réalisé a posteriori ne montre aucun signe en faveur d'un tel syndrome.

f
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Figure 12 : Electrophorése des protéines sériques au diagnostic

L’état neurologique du patient s’aggrave brutalement 48h aprés son hospitalisation
avec un score de Glasgow a 6 et 'apparition de mouvements anormaux (clonies de
’'hémicorps gauche) nécessitant la mise sous ventilation mécanique.

Les examens complémentaires a visée étiologique permettent d’éliminer une cause
infectieuse, vasculaire ou épileptique. Une deuxieme IRM cérébrale montre une
nécrose corticale majeure bilatérale avec oedéme cérébral diffus.

Il est alors suspecté une encéphalopathie d’origine métabolique. Le dosage de
Flammoniémie réalisé a ce moment est augmenté a 110 ymol/L (N : 16-60 pumol/L),
recontrolé a 105 pmol/L dans la méme journée. La chromatographie des acides
aminés plasmatiques et urinaires, les profils des acylcarnitines et des acides
organiques ne sont pas en faveur d’'un déficit du cycle de l'urée ni d’'une autre
maladie héréditaire du métabolisme et le bilan hépatique est sensiblement normal
(voir Annexe 3). En particulier, il n’est pas noté d’insuffisance hépatique.

Le diagnostic d’encéphalopathie hyperammoniémique secondaire a un myélome a
IgG kappa est alors retenu. Un traitement par benzoate de sodium et phénylbutyrate
de sodium (AMMONAPS) est initi€ en urgence pour réduire 'hyperammoniémie
ainsi qu’une chimiothérapie par bortézomib, cyclophosphamide et dexaméthasone
pour la prise en charge de la pathologie myélomateuse.
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Malgré un contrdle satisfaisant sur le plan hématologique, et le retour a la normale
de 'ammoniémie (31umol/L a J8 de chimiothérapie), la situation neurologique du
patient ne s’améliore pas, et son état se dégrade sur le plan pulmonaire (PAVM) et
rénal.

Il est décidé de ne plus escalader la réanimation au vu du pronostic neurologigue
et de I'évolution vers un syndrome de défaillance multiviscérale; le patient décéde
alors au 18°™ jour d’hospitalisation.

L’examen microscopique des prélevements autopsiques note une atteinte cérébrale
caractérisée par un oedeme cérébral majeur, un aspect microvacuolaire de la
substance blanche avec atteinte des gaines de myéline et des foyers ischémiques
multifocaux. On retrouve également des lésions de l'ensemble des organes
compatibles avec la défaillance multiviscérale et les manceuvres réanimatoires mais
sans localisation secondaire du myélome, notamment au niveau hépatique.

Nous sommes donc devant le cas d’'un patient de 57 ans hospitalisé pour une
découverte de myélome multiple a IgG kappa compliquée d’'une encéphalopathie
hyperammoniémique et d’'une défaillance multiviscérale ayant conduit a son déces.

Une des particularités de ce cas, outre la dégradation neurologique rapide, réside
dans les dosages métaboliques réalisés au laboratoire (Tableau 5).

Plasma LCR
Patient Normes Patient Normes
Ammoniac L
(umol/L) 110 16-60 238 Témoin : 28.5
SLEc 449 350-580 4860 334-575
(umol/L)

Tableau 5 : Dosages de I’'ammoniac et de la glutamine dans le sang et le LCR

En effet, nous avons eu 'opportunité de réaliser un dosage de lammoniac au niveau
du LCR. Bien que cette technique ne soit pas validée en routine dans notre
laboratoire, nous avons utilisé la techniqgue de dosage plasmatique et comparé le
résultat a un LCR contréle d'un patient sain afin d’estimer l'accumulation
d’ammoniac au niveau du systéme nerveux central.

Le dosage dans le LCR du patient a été mesuré a 238 umol/L contre un témoin a
28.5 umol/L. Le témoin correspondait aux données de la littérature, avec une valeur
normale admise <30 pmol/L [90]. On peut donc conclure a une concentration tres
augmentée d’'ammoniac dans le LCR de notre patient.

Le dosage des acides aminés au niveau plasmatique et du LCR (voir Annexe 3)
nous a permis de mettre en évidence une différence importante dans les taux de
glutamine : 449 pmol/L (N : 350-580 umol/L) dans le sang contre 4860 pumol/L (N :
334-575 umol/L) dans le LCR.
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Afin d’expliquer ces résultats différents entre plasma et LCR, nous avons choisi
d’explorer le métabolisme cérébral de 'ammoniac et de la glutamine et de ses
enzymes régulatrices.

B. Exploration du métabolisme cérébral de 'ammoniac et
de la glutamine

1) Matériel et méthodes

Suite au décés du patient décrit précédemment, plusieurs prélevements cérébraux
post-mortem ont été réalisés au décours d’'une autopsie légale.

L’'ammoniac et la glutamine étant a priori les deux molécules responsables de la
dégradation neurologique, nous avons choisi d’explorer leur métabolisme au niveau
cérébral en nous concentrant sur deux enzymes spécifigues : la glutamine
synthétase et la glutaminase.

Le mode de conservation des tissus ne permettant pas d’exploiter les prélevements
pour isoler les ARN (en vue de RT-PCR quantitative) ou les protéines (en vue de
réaliser des Western blot ou des mesures d’activités enzymatiques), nous avons
choisi d’étudier I'expression de ces enzymes par une technique de marquage
immunohistochimique.

Concernant la glutamine synthétase, des marquages de coupes cérébrales du
patient effectuées au niveau des deux lobes frontaux ont été comparées a une
coupe similaire réalisée chez un sujet contréle sans atteinte neurologique connue
ainsi qu’a un témoin issu d’'une coupe de rein.

Le marquage par anticorps anti-glutamine synthétase de toutes les lames a été
réalisé en simultané en technique automatisé au laboratoire d’anatomo-pathologie
de I'Institut Universitaire du Cancer de Toulouse.

Pour le marquage de la glutaminase, des marquages de coupes cérébrales du
patient également effectuées au niveau des deux lobes frontaux ont été comparées
a une coupe similaire du patient contréle.

L’anticorps primaire utilisé était une 1gG monoclonale de lapin (Anti-Glutaminase
antibody [EP7212], ab156876, Abcam®).

En l'absence de protocole dédi¢, le marquage du cas et du témoin ont éteé réalisés
en simultané avec un protocole expérimental (voir protocole complet en Annexe 4).
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2) Résultats
a- Expression de la glutamine synthétase

La procédure de marquage a été réalisée en simultanée sur les lames témoins et
du cas index, et les conditions d’observation sont comparables (grossissement et
contraste identiques).

On observe un marquage modéré prédominant au niveau des tubes contournés
proximaux au niveau réenal.

Le marquage de la glutamine synthétase apparait plus prononceé sur les coupes de
lobe frontal du patient cas en comparaison avec le patient témoin. Il est
essentiellement présent au niveau des astrocytes (Fig. 13).

Figure 13 : Photographies sur coupe de cerveau (lobe frontal) et rein aprés
marquage par anticorps anti-glutamine synthétase

A : Témoin (rein); B1/B2 : Témoin (lobe frontal);
C1/C2 : Cas index (lobe frontal)
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b- Expression de la glutaminase

La procédure de marquage a été réalisée en simultanée sur les lames du témoin et
du cas, et les conditions d'observation sont comparables (grossissement et
contraste identiques). Le marquage de la glutaminase apparait essentiellement
dans les corps neuronaux, au niveau cytoplasmique et périnucléaire. Il est plus
prononcé pour le cas index (Fig. 14).

Figure 14 : Photographies sur coupe de cerveau (lobe frontal) apres
marguage par anticorps anti-glutaminase

A1/A2 : Témoin; B1/B2/B3 : Cas index
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C.Discussion

1) Spécificités du cas et comparaison avec les cas similaires
de la littérature

Notre cas index était un homme de 57 ans atteint d'un myélome multiple a 1gG
kappa. Ces caractéristiques ne different pas de celles des autres cas de la
littérature.

a- Ammoniac

L'hyperammoniémie mesurée chez notre patient est modérée (110 umol/L). Cela
correspond a ce qui a été relevé chez les autres patients décrits dans la littérature
(moyenne a 120 pymol/L). Cette augmentation modérée de 'ammoniémie est peu
concordante par rapport a la dégradation neurologique tres sévere observée.

On peut ajouter que méme si les traitements mis en place ont permis un contrdle
hématologique et une normalisation de I'ammoniémie (dosage ultérieur a 31
pgmol/L), le patient ne s’est jamais amélioré sur le plan neurologique et s’est méme
dégradé de maniére générale.

On peut supposer que la présence de 'cedeéme cérébral est le reflet d’'une atteinte
neurologique déja irréversible au moment de la prise en charge. Comme décrit
précédemment, cet oedeme est une manifestation tardive et n‘apparait que pour
des concentrations en ammoniac élevées.

La présence d’'un oedéme cérébral a I'IRM est un événement rare, rapporté pour
seulement 2 patients atteints d’encéphalopathie hyperammoniémique dans notre
revue de la littérature.

L’un des deux ne s’est jamais amélioré sur le plan neurologique et est rapidement
décédé avec une ammoniémie tres élevée (>286 pmol/L).

L’autre présentait une hyperammoniémie plus modérée (96 upmol/L) et s’est
amélioré cliniguement mais est décédé suite a 2 nouveaux épisodes
d’encéphalopathie hyperammoniémique.

Cette discordance entre les cas ainsi que leur faible hombre ne permet pas de
conclure a une relation entre le degré d’hyperammoniémie, les symptémes,
apparition d’'un oedéme cérébral a 'imagerie et la mortalité associée.

L’'ammoniémie est en fait peu représentative de la concentration en ammoniac dans
le systeme nerveux central, car la relation entre ces 2 concentrations est non linéaire
: F'ammoniac augmente plus rapidement dans le LCR que dans le sang [91] et est
retenu dans le compartiment cérébral.

Cette différence s’explique en partie par la différence de pH entre le sang et le
parenchyme cérébral (pH inférieur). L’équilibre entre ammoniac et ion ammonium
NHs" est en effet déterminé par le pH : dans le cerveau, la proportion d’ion

47


https://www.zotero.org/google-docs/?qXTOn9

ammonium NH4", moins diffusible a travers la barriere hémato-encéphalique que
Fammoniac gazeux, est augmentée [92], [93]. On se retrouve donc dans une
situation ou la quantité d’ammoniac entrant est supérieure a la quantité sortante.

Chez notre patient, la concentration de 'ammoniac dans le LCR est d’ailleurs trés
augmentée (238 umol/L), montrant une accumulation dammoniac dans le systéme
nerveux central, plus compatible avec les symptémes initiaux et la présence d’'un
oedeme cérébral.

La corrélation entre la concentration dammoniac dans le LCR et I'apparition de
symptémes d’encéphalopathie a déja été montrée expérimentalement chez I'animal
([92], [94]) et 'THomme [95] dans le cadre des encéphalopathies hépatiques ou dans
la prise de valproate.

Bien qu’il puisse y avoir des facteurs spécifiques en fonction des causes
(inflammation systémique et dégradation de la barriére intestinale dans la cirrhose
par exemple), on peut supposer que les mécanismes principaux de neurotoxicité de
'ammoniac sont similaires pour toutes les encéphalopathies hyperammoniémiques.
[l faudrait alors réaliser des dosages d’ammoniac au niveau du LCR chez les
patients atteints de myélome pour rechercher une corrélation entre les
concentrations observées et les symptémes neurologiques ou l'apparition d’un
cedéme. L'utilité pour la pratique courante est cependant limitée par 'absence de
dosage et de normes définies dans les laboratoires francais, mais aussi par la
réalisation d’'une ponction lombaire invasive.

Il faut noter que I'hyperammoniémie étant une complication rare du myélome
multiple, elle entraine souvent un retard diagnostic lorsque les symptoémes
apparaissent. Comme chez notre cas index, les investigations portent d’abord sur
d’autres causes plus fréquentes de troubles de la conscience, essentiellement
'hypercalcémie et le syndrome d’hyperviscosité, et le dosage d’'ammoniac dans le
sang n’est souvent réalisé que tardivement, lorsque les autres hypothéses ont été
écartées. Non seulement cela implique un retard a la prise en charge, mais laisse
également penser que seule une faible partie des hyperammoniémies est
diagnostiquée. Bien que cette complication reste rare, il est probable que sa
fréquence soit sous-estimée, d’'une part par le manque de diagnostic en situation
réelle, et d’autre part par le peu de descriptions dans la littérature.

b- Glutamine

Concernant les dosages de glutamine, la valeur de glutaminémie mesurée chez le
patient se situe dans la norme, bien qu’on pourrait s’attendre a une valeur basse ou
au moins proche de la limite normale inférieure suite a la consommation accrue par
les cellules du myélome.

En revanche, la concentration de la glutamine dans le LCR est trés élevée (4860
umol/L), environ dix fois plus que la valeur normale.

Cette élévation se retrouve dans le seul cas de la littérature rapportant un dosage
des acides aminés dans le LCR [82].
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Cette accumulation de glutamine au niveau cérébral peut facilement s’expliquer par
la détoxification de 'ammoniac en exces via la glutamine synthétase astrocytaire
pour former de la glutamine.

La glutamine cérébrale devrait cependant passer dans la circulation et s’équilibrer
avec la glutamine plasmatique puisque physiologiqguement, les concentrations de
glutamine plasmatique et dans le LCR sont a des niveaux comparables. [6]

La différence entre glutamine plasmatique et dans le LCR peut s’expliquer de
plusieurs manieres dans notre cas.

Au niveau plasmatique, la glutamine est rapidement consommée par les
plasmocytes malins trés avides, et crée un déséquilibre plasma/LCR.

Cependant cela n’est probablement pas suffisant pour expliquer une telle différence
chez notre patient.

Le transport de la glutamine a travers la barriere hémato-encéphalique s’effectue
essentiellement grace au transporteur SNAT3 (et probablement d’autres
transporteurs minoritaires mal connus). Il s’agit d’'une protéine transportant une
molécule de glutamine et un ion sodium en échange d’'un ion hydrogéne sans
consommation d’ATP. Ce transport peut se produire dans les 2 sens et participe
donc a I'équilibre entre sang et cerveau, mais la régulation du sens et de la quantité
de glutamine n’est pas bien expliquée a ce jour. [96]

A noter que les cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique expriment
aussi la glutaminase. En conditions physiologiques, une partie de la glutamine est
extraite du compartiment cérébral et dégradée puis diffuse vers le plasma. L'intérét
de cette dégradation n’est pas totalement compris mais participe a la régulation de
la concentration cérébrale en ammoniac et glutamine. [97]

Au vu des connaissances actuelles, on peut supposer que les transporteurs SNAT3
sont saturés lorsque la production de glutamine intracérébrale est trop intense. De
plus, malgré l'activité de la glutaminase endothéliale, il est probable que I'excés
d’ammoniac dans tous les compartiments perturbent le transport et la diffusion de
la glutamine, du glutamate et de lammoniac.

[l N’y a alors plus d’équilibre avec le compartiment plasmatique et la glutamine reste
piégée dans le LCR et le liquide extracellulaire.

Il faut également prendre en compte dans notre cas la réalisation d’échanges
plasmatiques au cours de I'hospitalisation qui ont pu modifier les concentrations en
acides aminés plasmatiques. Il existe peu de données concernant I'effet exact des
échanges plasmatiques sur la concentration en glutamine plasmatique.

D'une part, on peut supposer que ces échanges ont contribué a rétablir une
concentration normale en glutamine plasmatique chez notre patient.

Cependant, les dosages métaboliques ayant été réalisés plusieurs jours apres,
cette concentration devrait tendre vers les valeurs basses attendues chez ce
patient.

De plus, I'étude de Clemmesen et al. [98] portant sur l'effet de la plasmaphérése
dans linsuffisance hépatique aigué a montré une absence de différence de la
glutaminémie artérielle avant et apres échanges.
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Au final, il est difficile d’estimer la concentration “réelle” de glutamine plasmatique
chez notre patient.

c- Profil des acides aminés plasmatiques

Il nous reste enfin & examiner les dosages des autres acides aminés plasmatiques
(Fig. 15).

Chromatographie des acides aminés
plasmatiqgues
Analyse Unité Résultat Va}lqurs e
référence
Sérine pMmol/L 49 80-153
Taurine pmol/L 21 53-110
Thréonine pumol/L 66 83-188
Glutamate pmol/L 23 24-101
Glutamine mol/L 449 350-580 .
H Figure 15:
Alanine UmOI/L 168 243-457 Chromatographie des
Glycine pmol/L 129 160-323 acides aminés plasmatiques
. du cas index
Lysine pmol/L 98 138-227
Proline pmol/L 318 130-329
Citrulline pMmol/L 13 19-63
Ornithine pmol/L 64 58-147
Arginine pmol/L 34 32-97
Valine umol/L 358 160-287
Isoleucine umol/L ] 44-81
Leucine umol/L 164 85-162
Méthionine pumol/L 28 17-36
Phénylalanine | pmol/L 601 43-68
Tyrosine umol/L 164 42-79
Cystine pmol/L 49 41-80
Histidine pmol/L 62 72-142
3-méthyl-
histidine umol/L 26 0-7
a-amino-butyrate| pmol/L 13 16-41

Le profil des acides aminés plasmatiques de notre patient montre une tendance a
des concentrations en dessous de la normale, pouvant correspondre & un apport
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hypoprotidique. Les concentrations en acides aminés ramifiés (valine, leucine et
isoleucine) sont au contraire augmentées, pouvant témoigner d’une cétose. Ces
concentrations sont compatibles avec 'état du patient au moment du prélévement,
puisqu’il était a ce moment hospitalisé en réanimation et dans un état de coma et
de défaillance. Enfin, les concentrations de tyrosine et de phénylalanine surtout sont
augmentées, ce que I'on retrouve dans les atteintes hépatiques méme minimes.

L’hypoaminoacidémie généralisée est retrouvée dans les profils publiés de la série
de Matsuzaki et al. [88] de patients myélomateux ayant présenté une
encéphalopathie hyperammoniémique, chez qui lon retrouve aussi une
augmentation de la concentration en phénylalanine. En revanche, 'hyperglycinémie
rapportée chez plusieurs patients dans la littérature n’est pas retrouvée dans notre
cas. On peut se questionner sur une possible autre cause de I'hyperglycinémie dans
les cas de la littérature (dénutrition, interférences médicamenteuses).

Le profil de notre patient correspond en partie au profil métabolique classique des
patients présentant un myélome multiple (excepté pour l'arginine et la glutamine).
L’étude de Puchades et al. [77] a effectivement mis en évidence une tendance a
augmentation des concentrations en isoleucine, arginine, phénylalanine et tyrosine
et une diminution de lysine (et de glutamine) chez ces patients.

Ces variations pourraient s’expliquer par le métabolisme protéique modifié par
activité du myélome.

Par contre, si 'on compare aux patients myélomateux ayant présenté une
encéphalopathie hyperammoniémique, notamment dans I'étude de Matsuzaki et al.
[88], notre patient ne montrait pas d’hyperglycinémie mais au contraire une
diminution de cet acide aminé. De méme, on ne retrouve pas d’hypoargininémie ni
d’hypotyrosinémie et une concentration en glutamine normale.

Ces différences de profil montrent qu'’il est trés difficile d’établir un profil métabolique
type des patients myélomateux, en période d’hyperammoniémie ou non, et donc
gue des études plus poussées sur le métabolisme protéique des plasmocytes
malins restent a conduire.

2) Analyse anatomo-pathologique et des marquages des
enzymes du métabolisme de la glutamine cérébrale

L’examen microscopique des prélévements autopsiques retrouvait une atteinte
cérébrale caractérisée par un oedéme ceérébral majeur concordant avec l'imagerie
et un aspect microvacuolaire de la substance blanche avec atteinte des gaines de
myéline.
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Cette atteinte de la substance blanche peut étre reliée directement a
'hyperammoniémie. |l a été montré [99] sur un modéle animal d’insuffisance
hépatique aigué avec hyperammoniémie que le cerveau subissait des dommages
rapides avec un cedeme interstitiel ainsi que des neurones, et une atteinte directe
de la myéline.

De plus, une étude récente [100] a montré que le syndrome de démyélinisation
osmotique, habituellement causé par une correction rapide d’une hypernatrémie,
pouvait également étre en lien avec la correction d’'une hyperammoniémie.

Concernant I'expression des enzymes du métabolisme de la glutamine cérébrale,
on présuppose facilement que l'activité de la glutamine synthétase astrocytaire doit
augmenter pour détoxifier l'ammoniac excédentaire, mais le role de la glutaminase
reste flou.

La glutamine synthétase était bien marquée, bien que de fagon modérée, au niveau
rénal, principalement dans les tubes contournés proximaux. Cela correspond a la
répartition déja observée dans la littérature [101], [102].

L’activité de la glutamine synthétase chez notre patient est présente et augmentée
principalement dans les astrocytes, en comparaison avec le patient témoin (lobe
frontal). On peut en déduire que la glutamine synthétase est stimulée par la
présence d'ammoniac en excés chez notre patient. Cette augmentation
d’expression de la glutamine synthétase cérébrale en cas d’hyperammoniémie avait
déja eté montrée expérimentalement [20] mais jamais dans le cadre du myélome.

L’expression de la glutaminase neuronale semble accrue comparativement au
témoin. Nous avons observé par ailleurs que la concentration en glutamine était trés
augmentée dans le LCR. On peut supposer que la production augmentée de
glutamine par les astrocytes entraine l'accélération du cycle glutamate/GABA-
glutamine et donc 'augmentation de l'activité et de 'expression de la glutaminase
dans les neurones..

De plus, comme décrit dans les effets toxiques de 'ammoniac sur le systéme
nerveux central, une part de la glutamine est importée dans les mitochondries
neuronales pour produire du glutamate et de I'énergie et donc l'activité de cette
enzyme est augmentée.

Nous avons réalisé ces marquages de facon exploratoire sur un seul cas d'intérét
et utilisé un protocole de marquage expérimental pour la glutaminase, avec un bruit
de fond conséquent, il est donc difficile d’extrapoler la significativité de ces résultats.
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Il serait notamment intéressant de réaliser d’autres recherches et d’essayer d’autres
techniques de quantification de lactivité de la glutaminase neuronale en cas
d’hyperammoniémie dans le myélome a plus grande échelle. On pourrait également
marquer spécifiquement les astrocytes, les neurones mais aussi les mitochondries
pour étudier les modifications du métabolisme de 'ammoniac et de la glutamine.

3) Hypothése sur la physiopathologie de I'encéphalopathie
hyperammoniémique dans le myélome multiple

En regard des données de la littérature détaillées dans les deux premieres parties
de ce travail, de la description de notre cas toulousain et de I'exploration du
métabolisme cérébral de la glutamine, nous pouvons formuler une hypothéese sur
les mécanismes physiopathologiques en jeu dans [I'encéphalopathie
hyperammoniémique chez les patients atteints de myélome multiple.

Les cellules myélomateuses, de par leur métabolisme modifié avide de glutamine,
consomment cet acide aminé et produisent un exces d’'ammoniac qui est libéré dans
la circulation générale.

La régulation de 'ammoniémie est assurée principalement par le foie. Au début de
la maladie, les taux de glutamine et dammoniac plasmatiques sont normaux car les
capacités de l'organisme sont suffisantes pour assurer ’lhoméostasie.

Lorsque le nombre de cellules myélomateuses dépasse un certain seuil, deux
phénoménes peuvent concourir a 'hnyperammoniémie : la production excessive
dammoniac par les cellules myélomateuses participe directement a
'hyperammoniémie et la consommation excessive de glutamine rend le principal
transporteur de 'ammoniac dans le sang moins disponible. Les concentrations
plasmatiques basses de glutamine chez les patients atteints de myélome multiple
en témoignent.

Les capacités de détoxification du foie et du reste des organes sont alors dépassées
et 'lhyperammoniémie s'’installe.

L’ammoniac étant une petite molécule diffusible, elle traverse facilement la barriere
hémato-méningée.

Pour contrer 'augmentation de la concentration d'ammoniac, I'expression de la
glutamine synthétase astrocytaire va s’accentuer, produisant ainsi de plus en plus
de glutamine et conduisant a l'apparition d’'un oedéme cérébral, parfois visible a
imagerie.

De la méme maniére que le foie, les capacités de détoxification des astrocytes
finissent par étre débordées, 'ammoniac s’accumule et ses effets toxiques
précédemment décrits vont alors précipiter la dégradation neurologique du patient.

Au final, la production toujours plus importante d’ammoniac par les cellules
myélomateuses entraine d’un point de vue biologique une hyperammoniémie, une
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hypoglutaminémie et une augmentation de 'ammoniac et de la glutamine dans le
LCR.

Une question reste néanmoins en suspens : pourquoi les autres cancers présentant
un métabolisme accru de la glutamine ne provoquent-ils pas d’hyperammoniémie?
Il n'existe pas de réponse précise a 'heure actuelle, mais il semble que la majorité
de 'ammoniac libéré par la glutaminase soit utilisé dans les processus de synthése
des cellules tumorales, notamment des nucléotides. [103]

On peut alors envisager que le myélome multiple ait un métabolisme différent, sans
consommation de 'ammoniac produit.

De plus amples recherches sont nécessaires pour expliquer la disparité d’apparition
de '’hyperammoniémie, en plus des variations inter-individuelles sur 'apparition des
symptdmes d’encéphalopathie. Il serait intéressant de préciser le devenir exact de
Fammoniac dans le plasmocyte (consommation partielle dans les processus de
synthése?) et d’explorer les variations du métabolisme de la glutamine sur différents
sous-types de myélome (production plus ou moins importante dammoniac?) et
dans le cerveau.
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Figure 16 : Métabolisme de I’ammoniac et de la glutamine dans le cadre du
myelome multiple
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Conclusion

Ce travail avait pour objectif, a partir du cas d'un patient observé au CHU de
Toulouse, d’expliquer les mécanismes physio-pathologiques et métaboliques
impligués dans les encéphalopathies hyperammoniémiques chez les patients
atteints de myélome multiple.

Bien qu’étant une entité décrite et connue depuis plusieurs années, l'apparition
d’'une hyperammoniémie dans le myélome reste rare et est souvent diagnostiquée
tardivement.

Nous avons décrit 'importance de la glutamine et de son métabolisme dans les
mécanismes compensatoires induits par I'hyperammoniémie mais aussi ses
conséquences pathologiques, principalement au niveau du systéme nerveux
central.

Le myélome multiple est une réelle cause d’hyperammoniémie qui ne doit pas étre
négligée lors de l'évaluation des patients, d’autant plus qu’il s’agit la plupart du
temps de myélome de stade avancé mettant en jeu le pronostic vital du patient.
Afin d’éviter les retards diagnostiques, il serait intéressant d’inclure le dosage de
Fammoniac plasmatique de maniére systématique dans les bilans de troubles de la
conscience chez ces patients.

Malgré tout, il n’existe pas de traitement spécifique de 'lhyperammoniémie dans ces
cas, les traitements habituels n’ayant que peu ou pas d’effets, et il ne faut donc pas
gue la recherche étiologique des troubles de la conscience retarde la mise en place
du traitement du myélome.

Seule la diminution de la quantité de plasmocytes anormaux par un traitement
cytoréducteur est a ce jour efficace sur 'hyperammoniémie et 'encéphalopathie en
découlant.

Le développement de nouveaux traitements ciblant spécifiguement la
consommation de glutamine par les plasmocytes malins semble étre une piste
prometteuse, a la fois pour le traitement de 'hémopathie en elle-méme mais aussi
pour limiter le risque d’encéphalopathie hyperammoniémique.

Plusieurs molécules sont a I'étude actuellement, avec des résultats encourageants
in vitro pour les inhibiteurs de glutaminase, notamment le telaglenastat (CB-839) et
les inhibiteurs du transporteur membranaire ASCT?2.

Ces molécules pourraient étre utilisées en complément des agents actuels, ce qui
constituerait une avancée majeure dans la prise en charge du myélome multiple, en
particulier dans les cas de récidive et de résistance aux traitements habituels ([104],
[105], [106], [107]).
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Annexe 1 : Résultats des analyses sanguines
biochimigues et hématologiques réalisées a
I’entrée en hospitalisation pour le cas index

Abréviations : DFG : Débit de Filtration Glomérulaire calculé selon la formule CKD-EPI; CRP : C-

Reactive Protein; VGM : Volume Globulaire Moyen; TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en
Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine;
Polynucléaires Neutrophiles; PNE : Polynucléaires Eosinophiles; PNB : Polynucléaires Basophiles;

Hémoglobine;

CCMH

PNN

CMH : Cellules Mononucléées Hyperbasophiles; TGO : Transaminase Glutamo-Oxaloacétique; TGP
: Transaminase Glutamo-Pyruvique; PAL : Phosphatases Alcalines.

1Sodium et chlore corrigés selon la formule de Waugh afin de tenir compte de la protéinémie et de

la lipémie

2 Ammoniémie réalisée a J9 d’hospitalisation

Analyse Unité Résultat YZLZ‘:;?::
Sodium mmol/L 129 136 - 145
Sodium corrigé! | mmol/L 141 136 - 145
Potassium mmol/L 4.4 34-45
Chore mmol/L 95 98 - 107
Chlore corrigé* | mmol/L 104 98 - 107
Bicarbonates mmol/L 21 22-29
Protéines g/L 132 64 - 83
Albumine g/L 24 35-52
Urée mmol/L 8.8 214 -7.14
Créatinine pmol/L 118 59 - 104
DFG T';gmr':! 59 >90
Calcium mmol/L 2.33 2.15 - 2.50
Cholestérol total | mmol/L 1.93 3.9-57
Triglycérides mmol/L 1.66 0.60 - 1.70
CRP mg/L 9.1 <5
Haptoglobine g/L 1.27 0.3-2.0
Ammoniémie? | umol/L 110 16 - 60
Bilirubine totale | pmol/L 11 0-21
Gamma GT Ul/L 28 0-60
TGO ul/L 51 0-50
TGP ul/L 29 0-40
PAL ul/L 42 40 - 129
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Analyse Unité | Résultat YZ:‘eélrjerf]cdee
Hémoglobine g/dL 111 13-17.5
VGM fL 86.4 80-100
TCMH pg 314 27 - 32
Hématocrite % 30.6 40 - 54
Hématies TIL 3.54 4.44 -5.61
CCMH g/dL 36.3 32-36
Réticulocytes G/L 22.9 25-100
Plaguettes G/L 48 150 - 450
Leucocytes G/L 6.65 4-10
PNN GIL (%) | 31@46) | 2-75
PNE G/L (%) | 0.1(1) | 0.04-05
PNB G/L (%) | 0.1 (1) <0.1
Lymphocytes | G/L (%) | 2.2 (33) 15-4
Monocytes G/L (%) | 0.4 (6) 02-1
Blastes G/L (%) | 0.1(2)
Promyélocytes | G/L (%) | 0.1 (1)
nevtrophies | Ot 9| 01
aamyeeeres | on s | 01
CMH G/L (%) | 0.4 (6)
Autre Présence d’hématies en rouleaux




Annexe 2 : Résultats de I'électrophorese des
protéines seriques, des analyses immunologiques et
du myélogramme sternal du cas index

i % all Val.de Réf.

| _ (o)

(l Protéines totales T 118 64 - 83

|

[ Albumine 272 1 321 402 -476

|| Globulines

' - Alphat 2.8 33 21-35
i | - Alphaz 2.9 7.0 21-85
b | - Bétat 2.4 | 28 34-52
.'| | - Béta2 24 2.8 23.47
: | - Camma 59.3 1 70.0 80-135
o 1.-' | Pics % giL

o intégration orthogonale
Pic en Gamma 57.8 68,2

Dosage des chaines légéres libres Myélogramme
Résultat Valerlé]rcs e Densité cellulaire Grade Il (Normale)
Kappa i . . . Inférieure ala
(mg/L) 727.57 3.3-19.4 ||Lignée mégacaryocytaire densité cellulaire
Lambda ., .
(i) 3.10 5.71-26.3 Lignée granulocytaire 37 %
Ratio 234.7 0.26-1.65 Myéloblastes 0%
Promyélocytes 3%
Immunoflxat,lo_n des proteines Myélocytes neutrophiles 10%
seriques
i , ) Métamyélocytes
Présence d'une anorr!a_h,e neutrophiles 11%
monoclonale de mobilité e ]
gamma moyenne et de nature neutrophiles 13%
IgG kappa . :
9 PP Lignée érythroblastique 10%
Kappa (mg/L) Proérythroblastes 0%
Lambda (mg/L) Erythroblastes basophiles 1%
. Erythroblastes
Ratio polychromatophiles 1%
Erythroblastes acidophiles 8%
Autres lignées 53%
Lymphocytes 12%
Monocytes 1%
Plasmocytes 40%
Conclusion :
Infiltrat plasmocytaire important constitué de
plasmocytes de grande taille trés dysmorphique
(chromatine décondensée, perte de I'archoplasme,
multinucléés, noyau central).
Aspect évocateur d’'un myélome.
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Annexe 3 : Résultats des analyses
meétaboliques du cas index

Chromatographie des acides aminés

plasmatigues

Analyse Unité | Résultat \ﬁaélle:éigee
Sérine pgmol/L 49 80-153
Taurine pmol/L 21 53-110
Thréonine pmol/L 66 83-188
Glutamate pMmol/L 23 24-101
Glutamine pumol/L 449 350-580
Alanine pumol/L 168 243-457
Glycine pmol/L 129 160-323
Lysine pmol/L 98 138-227
Proline pMmol/L 318 130-329
Citrulline pMmol/L 13 19-63
Ornithine pMmol/L 64 58-147
Arginine pmol/L 34 32-97
Valine pumol/L 358 160-287
Isoleucine pmol/L 96 44-81
Leucine pumol/L 164 85-162
Méthionine pmol/L 28 17-36
Phénylalanine pmol/L 601 43-68
Tyrosine pMmol/L 164 42-79
Cystine pmol/L 49 41-80
Histidine pmol/L 62 72-142
o e N I
a-amino-butyrate| pmol/L 13 16-41

Interprétation

Profil des acides aminés montrant une tendance
a l'abaissement des taux plasmatiques des
acides aminés, et une augmentation des taux des
acides aminés a métabolisme hépatique :
tyrosine et surtout phénylalanine. On observe
aussi une augmentation des taux plasmatiques
des acides aminés ramifiés. Ces modifications
pourraient étre la conséquence d'une atteinte
hépatique et d'une cétose. Cependant, merci de
tenir compte du fait que le patient a subi des|
échanges de plasma qui pourraient avoir modifié|

les taux des acides aminés plasmatiques.
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Chromatographie

des acides aminés dans le LCR

Analyse Unité | Résultat Yz:ceélrjéicdee
Sérine pMmol/L 39 24-44
Taurine pmol/L 2 4-7
Thréonine pmol/L 19 17-36
Glutamate pmol/L 13 1-28
Glutamine pmol/L 4860 334-575
Alanine pmol/L 61 18-38
Glycine pmol/L 8 4-11
Lysine pmol/L 20
Proline pmol/L 25
Citrulline pmol/L 5 1-3
Ornithine pmol/L 12 6-11
Arginine pmol/L 11 7-21
Valine pmol/L 46 10-18
Isoleucine pmol/L 10 4-6
Leucine pmol/L 32 9-14
Méthionine Mmol/L 8 2-4
Phénylalanine | pmol/L 174 5-10
Tyrosine pmol/L 49 6-10
Cystine pmol/L <10
Histidine pmol/L 22 8-14
a-amino-butyrate| pmol/L 12 2-3

Interprétation

Augmentation des taux de glutamine, alanine,
valine, tyrosine, mais surtout de |4
phénylalanine dans le LCR. Les augmentations
des taux des acides aminés dans le LCR
peuvent traduire une augmentation de la
perméabilité de la barriere hémato- méningée.
Les augmentations des taux de tyrosine et
phénylalanine reflétent la concentration élevée
de ces mémes acides aminés dans le plasma.
Le taux de glutamine est également tres
augmenté, contrastant avec un taux non
augmenté dans le plasma. Une concentration
élevée en glutamine peut étre un indicateur
d'hyperammoniémie.




Chromatographie des acides aminés urinaires

Analyse Unité Résultat Va}lgurs 2%
référence
Sérine umol/mmol 17 21-50
créatinine
. pMmol/mmol i
Taurine créatinine 7 16-180
o pmol/mmol i
Thréonine créatinine 9 7-29
Glutamate et glutamine “mf’"m.mo' 27 20-88
créatinine
. pgmol/mmol i
Alanine créatinine 42 16-68
. pmol/mmol i
Glycine créatinine 46 43-173
Lysine ”m,ovm.mOI 6 7-58
créatinine
Proline pmpl/mmol 8 0-9
créatinine
. . pgmol/mmol i
Citrulline créatinine <1 0-4
_ pmol/mmol i
Ornithine créatinine 4 0-5
Arginine “mP'/T"F“O' <10 0-5
créatinine
Valine “m,""m_mo' 16 3-13
créatinine
: pmol/mmol i
Isoleucine créatinine 3 0-4
Leucine umol/mmol 11 2-11
créatinine
Méthionine umol/mmol 4 2-16
créatinine
Phénylalanine “m,ovm.mOI 118 2-19
créatinine
. pmol/mmol i
Cystine créatinine <10 6-17
Histidine umol/mmol 19 26-153
créatinine
3-méthyl-histidine umol/mmol 31 19-47
créatinine
a-amino-butyrate ”m,ovm.mOI <10 0-4
créatinine
VI pgmol/mmol i
B-amino-iso-butyrate créatinine 13 0-91
Profil des acides aminés urinaires
sensiblement  normal.  Possible
Interprétation interférence médicamenteuse avec
le dosage de la tyrosine (non rendue)
et de la phénylalanine.
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Annexe 4 : Protocole suivi pour la

realisation du marquage de la glutaminase
en immunohistochimie

Déparaffinage dans trois bains de toluéne puis dans des bains décroissants
d’alcool (100, 70, 50)

Réhydratation

Démasquage a 100°C dans un tampon citraté (pH 6) pendant 4 mn
Refroidissement dans le tampon citraté pendant 20 mn

Ringage a l'eau distillée

Blocage des péroxydases endogénes : H202 3% pendant 10 mn

Ringage a I'eau distillee

Permeéabilisation : Tween® 20 a 0,5% pendant 10 mn

Ringage : solution Tris HCI 0,05M (pH 7,6) avec 0,2% de Tween 20 pendant
5mn

Blocage : Blocking Solution (SP- 6000, VECTASTAIN® ABC-HRP kit, Vector
laboratories)

Ringage : solution Tris HCI 0,05M (pH 7,6) avec 0,2% de Tween 20 pendant
5 mn

Goat serum dilué dans une solution de Tris HCI 0,05M (pH 7,6) avec 0,2%
de Tween 20 pendant 20 mn

Ringage : solution Tris Hcl 0,05M ph 7,6 avec 0,2% de Tween 20 pendant 5
mn

Pose de l'anticorps primaire au 1/200 dans la solution Tris HCI 0,05M avec
0,2% de Tween 20 pendant 72 h a 4°C

Ringage : solution Tris Hcl 0,05M ph 7,6 avec 0,2% de Tween 20 pendant 5
mn

Pose anticorps secondaire : anti-rabbit dilué dans la solution Tris Hcl 0,05M
ph 7,6 avec 0,2% de Tween 20 pendant 2 heures a température ambiante

Ringage : solution Tris Hcl 0,05M ph 7,6 avec 0,2% de Tween 20 pendant 5
mn

Pose du chromogene DAB (DAB peroxidase substrate Kit®, Vector
laboratories, SK-4100) pendant 10 mn

Ringage a I'eau courante pendant 5 mn

Coloration a 'hématoxyline pendant 5 mn

Ringage a I'eau courante pendant 5 mn

Déshydratation dans des bains croissants d’alcool puis dans du toluene
Montage a l'e-kit DAKO
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Annexe 5 : Caractéristiques cliniques, biologiques et d’imagerie de

57 cas rapportés dans la littérature d’encéphalopathie
hyperammoniemique associée au myélome multiple

Abréviations : M : masculin; F: féminin; NC: non communiqué; TDM: tomodensitométrie; IRM: imagerie par résonance magnétique;

N: normal;

Cases vides (dosages de 'ammoniac et des AA) : pas d’informations sur la réalisation ou non des analyses et de leurs résultats

Age Stade du || e s DBEEEE CE Dosage des d'ir-:;)z:lgzrie
P ‘ammoniac sanguin |, . . ' .
Etude (années) Sexe Type de myélome myélome au diagnostic 'a"l'é’?en(ﬁ‘,%gf}‘ff le| acides aminés cérébrale Résultats d'imagerie
(i) réalisée
Issa 63 M IgA i 100 IRM N
Fernandez 77 F CLL-kappa NC 116 TDM
Sjolund 78 F 1gG-kappa NC 112 TDM
Dah 49 m | Plasmablastique gA- I 63,3 TDM N
kappa
Al Zeyoudi 58 F NC NC 262 TDM + IRM N
Brucculeri 72 M IgA-lambda NC 132 TDM N
Vahora 68 F IgA-kappa NC 91,5 TDM + IRM N
Douedi 51 M NC NC 118 TDM N
Menakuru 74 M 1gG-kappa 11 62 IRM N
75 F IgG-kappa I 268,6 TDM N
Nakamura 61 F IgA-lambda | 2121 NC
48 F IgA-lambda I 67,7 NC
Murtaza 73 M CLL-kappa NC 127 TDM + IRM N
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Dosage de

Type

. ; : Dosage de ' .
Etude e Sexe | Typede myélome Stade du | rammoniac sanguin .. oniac gans 1| DOS@ge des d'imagerie Résultats d'imagerie
(années) myélome au diagnostic LCR (umoliL) acides aminés cérébrale
(kL) réalisée
Verma 60 M Non sécrétant I 96 TDM Oedeme cérébral
Jones 47 M IgA-kappa 11 >286 TDM Oedéme cérébral
Lopez 82 F IgG-lambda NC 151 TDM N
Gaiani 77 F lgG-kappa NC 68 IRM N
Howman 61 M CLL-lambda " 179 IRM N
Images hypodenses
Lora-Tamayo 69 F IgD-lambda [l 299 TDM subcorticales en frontal
(hypoxémie)
Pl ti :
Benet 89 F IgG-lambda 1] 211 asmatiques TOM \
normaux
Caminal 71 M IgD-Lambda " 114 NC
Fine 67 M IgG-kappa [l 39 NC
Dosage dans le
Frere 62 F IgA-lambda " >120 102 LCR : glutamine TDM N
augmentée
78 M CLL-kappa " 106 TDM + IRM N
Furer
74 F IgG-kappa " 56 NC
Holahan 82 F CLL-lambda " 119 NC
71 M IgA-kappa " 147 TDM N
Ikewaki 70 F Non sécrétant i 81 NC
71 M IgG-lambda " 115 TDM N
Keller 70 M 1gG " 86 TDM N
izl 23 M Leucémie a NC 106 Plasmatiques : NG

plasmocytes

hyperglycinémie
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Dosage de

Type

Age . Stade du | rammoniac sanguin |, Dosagede Dosage des d'imagerie . . :
Etude (années) Sexe Type de myélome myélome au diagnostic IaT@gn(mgﬁC)s le acides aminés cérébrale Résultats d'imagerie
(e réalisée
Leucémie a ol . '
44 M plasmocytes IgA- NC 75 hysz:;;g:;zié NC
Kuribayashi lambda
65 F IgA NC 35 Plasmatiques : NC
hyperglycinémie
Kwan 43 F CLL " 172 TDM + IRM N
NC NC IgG-lambda " 128 NC
Martinelli NC NC IgG-lambda " 122 NC
NC NC IgG-lambda " 70 NC
Matsuzaki 58 M IgG-lambda I 156 Plasmatiques : NC
hyperglycinémie
Pl ti :
51 F IgA-kappa I 135 At NC
yperglycinémie
58 M IgA-kappa " 55 Plasmat'qu?s : NC
hyperglycinémie
Matsuzaki 23 M IgG-lambda NC 113 Plasmat'q.u?s : NC
hyperglycinémie
Pl ti :
65 F IgA-lambda I 38 At NC
yperglycinémie
Plasmatiques :
57 F IgG-lambda " 50 hyperglycinémie NC
Leucémie a
Otsuki plasmocytes IgA-
58 M lambda " 143 NC
: 56 F IgG-lambda NC 100 NC
Perez-Retortillo
51 M IgA-kappa NC 137 NC
Shah 76 F NC Il 182 NC
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Dosage de

Type

. ; : Dosage de ' .
Etude e Sexe | Typede myélome Stade du | rammoniac sanguin .. oniac gans 1| DOS@ge des d'imagerie Résultats d'imagerie
(années) myélome au diagnostic LCR (umoliL) acides aminés cérébrale
(kL) réalisée
Shenoy 66 M 1gG-kappa NC 74 TDM N
Takimoto 81 F IgA-lambda 1 81 NC
Weng 70 M IgA NC 300 TDM N
Yamamoto 82 F IgG-lambda Il 73 TDM N
84 M IgA Il 91 TDM N
87 F IgA et IgG Il 50 TDM N
65 M lgG-kappa 1] 79 TDM N
Pham
68 M IgG-kappa 11 171 TDM N
67 M IgA Il 143 TDM N
85 M IgA Il 144 TDM N

71




Annexe 6 : Traitements et évolution de 57 cas rapportés dans la
littérature d’encéphalopathie hyperammoniémique associée au
myélome multiple

Abréviations : NC: Non communiqué; O: oui; N: non

Traitement anti- . L A
. . . Traitement a visée Amélioration . P
Etude myélomateux instauré lors hvooammoniémiante neurologique etde | Survie Précisions
de I'hyperammoniémie yp Fhyperammoniémie
Issa Cyglophpsphamlde Ftoposnde NC 0 0
Cisplatine Dexaméthasone
Cyclophosphamide
Fernandez y .p P . NC N N
Bortezomib Dexaméthasone
Sjolund Bortezomib Dexaméthasone Lactulose
Dah Aucun NC N
. . . Pas d'amélioration avec le traitement
. Carfilzomib Daratumumab Lactulose rifaximine et I e L. .
Al Zeyoudi Dexaméthasone hémodialvse 0] (0] hypoammoniémiant - amélioration apres introduction de
y la chimiothérapie
Amélioration de 'ammoniémie avec une combinaison
Brucculeri Cveclophosphamide Vincristine Lactulose rifaximine et o o d'hémodialyse continue et hémodialyse journaliere
yclopnosp hémodialyse étendue puis surtout aprées l'introduction de la
chimiothérapie
Vahora Aucun Lactulose rifaximine N N
Douedi Aucun Lactulose rifaximine N N
Menakuru Bortezomib Daratumumab Lactulose rifaximine N N Amélioration puis nouvel épisode d'’hyperammoniémie
Dexaméthasone 1 mois plus tard et déces
Nakamura Carfilzomib Lénalidomide Acides aminés ramifiés o N Amélioration neurologique et biologique mais
Dexaméthasone détérioration globale et déces
Nakamura Elotuzumab Pomalidomide Acides aminés ramifiés o N Amélioration neurologique et biologiqgue mais
Dexaméthasone dégradation globale (pneumonie)
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Traitement anti-

Traitement a visée

Amélioration

Etude myélomateux instauré lors hvpoammoniémiante neurologique etde |  Survie Précisions
de I'hyperammoniémie yp Fhyperammoniémie
Elotuzumab Lénalidomide Acides aminés ramifiés o N Amélioration neurologique et biologique mais
Dexaméthasone dégradation globale (ascite réfractaire)
Murtaza Aucun Lactulose rifaximine N N
Cyclophosphamide o P . . . s
Verma Borte;/om:i) D:ratumumab Lactulose rifaximine et o N Amélioration neurologique et biologiqgue mais récidive
Dexaméthasone hémodialyse d'hyperammoniémie a 2 reprises et décés
Cyclophosphamide . .
Jones y .p P A Lactulose et hémodialyse N N
Bortezomib Dexaméthasone
Lopez Aucun Oui (non précise) N N
Gaiani Bortezomib Dexaméthasone NC o 0]
Cyclophosphamide . .
H . . H dial @] @)
owman Bortezomib Dexaméthasone emodialyse
Lora-Tamayo Aucun non N N
lophosphami
Benet Cyclop qsp amide non o @)
Prednisolone
Dexaméthasone (+
Caminal chimiothérapie intrathécale Lactulose néomycine N N
non précisée)
Fine ChImIOth,er.aP e (sans Lactulose N N
précision)
Frere Autogreffe Melphalan Lactulose m.eltronldazole o o
carnitine
. ) . Amélioration neurologi iologi mais déce
Cyclophosphamide Hémodialyse o N élioration neurologique et.boog que mais déceés de
. sepsis
urer
Cyclopholsphamlde non o o
Dexaméthasone
Holahan Vincristine Dexaméthasone Lactulose 0] 0]
. Chimiothérapie (san
Ikewaki pie (sans NC 0 0

précision)
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Traitement anti-

Traitement a visée

Amélioration

Etude myélomateux instauré lors hvpoammoniémiante neurologique etde |  Survie Précisions
de I'hyperammoniémie yp Fhyperammoniémie
Chlmloth,er_a_ple (sans NG o o
précision)
Chlmlotrler.aple (sans NC o o
précision)
Keller AucUn Lactulose N N Confusion progressive, |r’151{ff|sance respiratoire puis
déces
Chimiothérapie (sans non N N Amélioration neurologique et biologique puis rechute
précision) avec résistance a la chimiothérapie et déces
Kuribavashi Chimiothérapie (sans non N N Amélioration transitoire puis dégradation et déces
Y précision) (détresse respiratoire)
Chimiothérapie (sans non N N Amélioration transitoire puis résistance a la
précision) chimiothérapie et déces (pneumonie bactérienne)
Kwan Cyclophosphamide Hémodialyse @) (@)
Vincristine D bici . .
incristine Doxorubicine Dialyse péritonéale o o
Dexamethasone
L Vincristine Doxorubicine
Martinelli non o o
Dexamethasone
Vincristine Doxorubicine non o N Amélioration neurologique mais décés (défaillance
Dexamethasone multi-organes)
Cyclophosphamide Vincristine
o NC N N
Doxorubicine Dexamethasone
: Cyclophosphamide Vincristine NC N N
Matsuzaki Doxorubicine Dexamethasone
NC NC NC N
NC NC NC 0]
NC NC NC 0]
Matsuzaki
NC NC NC @]
Otsuki Chimiothérapie (sans NC N N Pas de réponse a la chimiothérapie et déces

précision)

(complications septiques)

74




Traitement anti-

Traitement a visée

Amélioration

Etude myélomateux instauré lors hvpoammoniémiante neurologique etde |  Survie Précisions
de I'hyperammoniémie yp Fhyperammoniémie
Vincristine Doxorubicine NG N N
Dexamethasone
Perez-Retortillo — —
Vincristine Doxorubicine NC N N
Dexamethasone
Shah Melphalan Prednisone NC o o
Chimiothérapie (san
Shenoy imiothérapie (sans NC 0 0
précision)
Takimoto Vindesine NG o N Amélioration neu.roI()\glque et blologlgue mais déces
suite a une pneumonie
Vincristine Doxorubicine
Weng nerist XOrubIct Lactulose 0] 0]
Dexamethasone
Yamamoto non non N N
Cyclophosphamide
Bortezomib Dexaméthasone NC © ©
Bortezomib NC (0] (@)
Aucun NC N N
Pham
Bortezomib Doxorubicine NC N N
Aucun NC N N
Cyclophosphamide NC N N

Bortezomib Dexaméthasone
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d’encéphalopathie hyperammoniémique
associee au myelome multiple analysés
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STAMBOULI Alexandre 2024 TOU3 1580

METABOLISME DE L’AMMONIAC ET DE LA GLUTAMINE :
ETUDE D’UN CAS DE DECOMPENSATION DE MYELOME
MULTIPLE PAR ENCEPHALOPATHIE
HYPERAMMONIEMIQUE

RESUME : L’encéphalopathie hyperammoniémique est une complication rare et peu
connue du myélome multiple. Ce travail a pour objectif d’expliquer les mécanismes
physio-pathologiques et métaboliques impliqués, et plus particulierement le réle de
Fammoniac et de la glutamine. |l se base sur I'étude d’'un cas avec la réalisation de
marquages immunohistochimiques des enzymes régulatrices de la glutamine au
niveau cérébral ainsi que la revue des cas similaires décrits dans la littérature.

Nous avons pu observer une discordance de concentrations de 'ammoniac et de la
glutamine entre le plasma et le LCR et montrer que le métabolisme de la glutamine est
accru dans le cerveau du patient étudié. En confrontant les données de la littérature
avec nos reésultats et nos observations, nous avons pu formuler 'lhypothése suivante :
'hyperammoniémie dans le myélome multiple est directement dle a une production
importante dammoniac par les plasmocytes malins, ce qui entraine un dépassement
des capacités de l'organisme a détoxifier 'ammoniac, au niveau hépatique, mais
surtout cérébral.

Les conséquences sont 'apparition d’'une encéphalopathie hyperammoniémique se
soldant souvent par le décés du patient. Le seul traitement efficace est le traitement
du myélome en lui-méme, les traitements habituels de 'lhyperammoniémie étant sans
effet.

Ce travail meten avant la nécessité de diagnostiquer rapidement les encéphalopathies
hyperammoniémiques chez les patients myélomateux ainsi que de développer de
nouvelles thérapeutiques par exemple ciblant le métabolisme particulier des
plasmocytes malins.

AMMONIA AND GLUTAMINE METABOLISM: CASE STUDY OF MULTIPLE
MYELOMA WITH HYPERAMMONEMIC ENCEPHALOPATHY

DISCIPLINE ADMINISTRATIVE : Médecine spécialisée : Biologie médicale

MOTS-CLES : métabolisme, biochimie métabolique, glutamine, ammoniac,
hyperammoniémie, myélome multiple.
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