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Résumé : La maladie rénale chronique (MRC) est un probléme majeur de
santé publique, touchant plus que 10 % de la population adulte mondiale.
Les patients avec une MRC ont un risque accru de morbi-mortalité
cardiovasculaire, soulignant ainsi I'importance cruciale d'identifier des
facteurs de risque associés. Les toxines urémiques (TUs) sont des molécules
qui s'accumulent chez les patients avec une MRC, et qui ont été identifiées
comme facteurs de risque cardiovasculaires spécifiques a la MRC. Une revue
narrative, incluant toutes les études in vitro, in vivo, et observationnelles entre
2002 et 2022 sur le lien entre les TUs et le risque cardiovasculaire, a été
réalisée au début de la these. Ceci nous a permis de conclure que la
kynurénine, une TU liée aux protéines et dérivée du métabolisme du
tryptophane, n'a jamais été étudiée chez les patients pré-dialysés. Ainsi le
deuxiéme travail de thése a permis d'évaluer |'association de la kynurénine
avec les événements cardiovasculaires. En outre, il est essentiel de repérer les
facteurs qui peuvent influencer les concentrations sériques en TUs, d'autant
plus que les informations disponibles sur ce sujet sont limitées. Or les
inhibiteurs de pompe a protons (IPPs), qui sont des médicaments
fréquemment prescrits chez les patients avec une MRC, et certaines TUs sont
éliminés par les transporteurs d'anions organiques au niveau des reins.
L'hypothese d'une potentielle interaction entre ces deux n'a jamais été évalué
dans la littérature. D'ou I'intérét du troisiéme travail de cette thése qui a
évalué l'association entre les IPPs et les TUs. Ces deux derniers travaux
originaux ont été réalisés a partir des données de la cohorte CKD-REIN, qui
est une large cohorte prospective représentative réalisée dans 40

consultations de néphrologie en France, incluant des patients avec une MRC
modérée-a-avancée. Nous avons mis en évidence qu'un doublement des
concentrations sériques de kynurénine libre était associée a une
augmentation de 19% du rapport de risque instantané d'événement
cardiovasculaire fatal ou non (466 événements, rapport de risque [IC 95 %] :
1,19 [1,03-1,39]), indépendamment du débit de filtration glomérulaire, de la
concentration sérique de tryptophane libre ou d'autres TUs, des
médicaments cardioprotecteurs et des facteurs de risque cardiovasculaires
traditionnels. La kynurénine libre était particulierement associée aux
événements cardiovasculaires non-athéromateux (rapport de risque [IC 95
%] : 1,31 [1,09-1,6]). Cependant, nous n'avons pas retrouvé d'association
significative entre la kynurénine libre et la mortalité toute cause (311
événements, rapport de risque [IC 95 %] : 1,18 [0,9-1,4]). Dans un échantillon
tiré au hasard de CKD-REIN, 31 % des patients avaient des prescriptions
d'IPPs a l'inclusion. Nous avons montré que les concentrations sériques de
I'indoxyl sulfate libre et total, du p-crésyl glucuronide libre et total, et de la
phénylacétylglutamine étaient significativement et indépendamment plus
élevées chez les patients prenant des IPPs que chez ceux qui n'en prennent
pas. Cette these souligne la nécessité de mener davantage de recherches
pour comprendre les mécanismes sous-jacents de |'effet des TUs sur la santé
cardiovasculaire chez les patients atteints de MRC et développer de
nouveaux traitements et approches pour réduire leur impact sur la santé de
ces patients.

Title : Influence of uremic toxins on cardiovascular morbidity and mortality in Chronic Kidney Disease patients in the CKD-REIN cohort.

Keywords : epidemiology; uremic toxins; chronic kidney disease; kynurenine; cardiovascular events; proton-pump inhibitors.

Abstract : Chronic kidney disease (CKD) is a major public health problem,
affecting more than 10% of the worldwide adult population. Patients with
CKD have an increased risk of cardiovascular morbidity and mortality,
highlighting the importance of identifying associated risk factors. Uremic
toxins (UTs) are molecules that accumulate in patients with CKD, and which
have been identified as cardiovascular risk factors specific to CKD. A narrative
review, including all in vitro, in vivo, and observational studies between 2002
and 2022 evaluating the link between UTs and cardiovascular risk, was carried
out at the beginning of the thesis. This allowed us to conclude that
kynurenine, a protein-bound UT derived from tryptophan metabolism, has
never been studied in pre-dialysis patients. Thus the second objective of the
thesis evaluated the association between kynurenine and cardiovascular
events. Furthermore, it is crucial to identify factors that may influence serum
concentrations of UTs, for which available information is limited. Proton
pump inhibitors (PPIs), commonly prescribed for patients with CKD, and
certain UTs are eliminated by the organic anion transporters in the kidneys.
The hypothesis of a potential interaction between PPls and UTs has never
been assessed in the literature. Hence, our last objective was to evaluate their
association. The last two objectives of the thesis were conducted using data
from the CKD-REIN cohort, a large prospective cohort carried out in 40
nephrology clinics in France, including patients with moderate-to-advanced
CKD. We found that a doubling of serum free kynurenine levels was

associated with an 19%-increased hazard of cardiovascular events (466
events, HR[95%CI]: 1.19 [1.03-1.39]), independently of glomerular filtration
rate, serum free tryptophan level or other UTs, cardioprotective drugs and
traditional cardiovascular risk factors. Serum free kynurenine was particularly
associated with non-atheromatous cardiovascular events (HR[95%CI]: 1.31
[1.09-1.6]). However, we did not find a significant association between serum
free kynurenine and all-cause mortality (311 events,HR[95%CI]: 1.18 [0.9-
1.4]). In a randomly selected sub-cohort from the CKD-REIN cohort, 31% of
patients had PPI prescriptions at baseline. We demonstrated that serum
concentrations of free and total indoxyl sulfate, free and total p-cresyl
glucuronide, and phenylacetylglutamine were significantly and
independently higher in patients taking PPls compared to those who were
not. This thesis highlights the need for further research to understand the
underlying mechanisms of the effect of UTs on cardiovascular health in
patients with CKD and to develop new treatments and approaches to
mitigate their impact on the health of these patients.
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OAT Organic anion transporter

PAG Phénylacétylglutamine

PCS p-crésyl sulfate

PCG p-cresyl glucuronide

Registre REIN Registre Réseau Epidémiologie et Information en Néphrologie
TDO Tryptophane 2,3-dioxygénase

TMAO Trimethylamine-N-oxide

TUs Toxines urémiques
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1 CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1 GENERALITES SUR LA MALADIE RENALE CHRONIQUE
1.1.1 Définition, stades de la maladie rénale chronique et étiologies

L'organisation internationale Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) a
élaboré des consignes et des recommandations promulguant des définitions, des
évaluations, et des classifications des maladies touchant le rein, entre autre la maladie rénale
chronique (MRC). En juin 2019, KDIGO a convoqué des participants internationaux, experts
en santé rénale, a une conférence de consensus dans le but d’'uniformiser la nomenclature

qui décrit la MRC a étre utilisée par tous les journaux internationaux *.

La MRC est ainsi définie par des anomalies de la structure ou de la fonction rénale pour
plus que 3 mois, impliquant une baisse progressive et irréversible des capacités de filtration
des reins et empéchant donc une filtration optimale des molécules sanguins. Le débit de
filtration glomérulaire estimé (DFGe) est le volume de plasma filtré par le rein par unité de
temps, et sa valeur s'avere un marqueur de la fonction rénale puisque le DFGe est corrélé au
nombre de néphrons fonctionnels. En d'autres termes, la MRC correspond a une réduction
du DFGe en-dessous de 60 mL/min/1,73m? et/ou de la présence d'un ou plus des marqueurs
d'atteinte rénale : les marqueurs biologiques comme I'albuminurie, la protéinurie,
I'hématurie apres élimination de cause urologique (globules rouges> 10/mm3 ou 10
000/ml), les électrolytes et autres anomalies dues a des troubles tubulaires, la leucocyturie
en l'absence d'infection (globules blancs > 10/mm3 ou 10 000/ml), les anomalies des
sédiments urinaires, les anomalies détectées par histologie, les marqueurs morphologiques
visibles lors d'une échographie rénale (taille et forme des reins, asymétrie de taille, contours
bosselés), pour une durée supérieure a trois mois “. Cette diminution du DFGe entraine

I'accumulation des solutés dans le plasma, notamment les toxines urémiques (TUs).

Les stades de la MRC sont classifiés selon le niveau de DFGe (G1-G5), et le niveau
d'albuminurie (A1-A3), pour atteindre le stade terminal durant lequel une mise en place d’'un

traitement de suppléance par dialyse ou par transplantation sera requise  (Figure 1). Le
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ratio de I'albuminurie sur la créatininurie (ACR) est couramment utilisé pour décrire le niveau
d'albuminurie et représente un marqueur de risque cardiovasculaire et pronostique ; il sert

a évaluer le risque d'évolution de la MRC “.

Categories d'albuminurie
Al A2 A3

I{\Io‘rmale @ Modérément Augmentation

légerement , .
, augmentee importante

augmentée

<30 mg/g 30 - 300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol | 3-30mg/mmol | >30 mg/mmol

1 Normal ou élevé 290

2 Légerement diminué 60-89
Légerement a

3A 45-59

modérément diminué

38 ’ \Moderementa | 30-a4
severement augmente

Stades de la MRC
selon le DFGe (mL/min/1.73m?)

4 | Diminution importante | 15-29

5 Défaillance rénale <15

Vert : faible risque de progression (en I'absence d'autres marqueurs d'atteinte rénale, pas de MRC); Jaune : Risque modéré

de progression ; Orange : Risque élevé de progression ; Rouge : Risque trés élevé de progression. Traduit de KDIGO, 2012°

Figure 1 : Stades de la maladie rénale chronique selon les catégories de débit de filtration

glomeérulaire et d'albuminurie.

Différentes équations sont présentes pour permettre I'estimation du DFG, dont celle
qui a été le plus fréguemment recommandée © et utilisée qui est I'équation Chronic Kidney
Disease-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI, 2009) utilisant la créatinine sérique dosée ’.
Cette derniere résulte d'un produit du catabolisme de la phosphocréatine présente dans les
muscles, qui sera physiologiquement excrétée par les reins par filtration glomérulaire dans
les urines. L'équation CKD-EPI prend en compte aussi I'origine ethnique du patient, son age,
et son sexe. Néanmoins, cette équation doit étre utilisée avec précaution dans certaines

populations, dont : les patients de type non caucasien, ceux agés de plus de 75 ans, les
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patients de poids ou de masse musculaire extréme (élevée ou faible), les patients dénutris
ou ayant une alimentation pauvre en protéines animales, en les confrontant avec la clinique
et avec le résultat des autres examens 8, En plus, les formules CKD-EPI utilisant la cystatine
C, seule ou en combinaison avec la créatinine, ont récemment été montrées plus
performantes que les formules contenant de la créatinine seule dans I'estimation du DFG °.
La cystatine C est considérée comme un marqueur sanguin plus sensible de la fonction
rénale que la créatinine. Elle est libérée par chaque cellule du corps, est librement filtrée au
niveau du glomérule et n'est pas influencée par la masse musculaire, I'age, le sexe, ou les
origines ethniques. Sachant que la mesure de la cystatine C est plus colteuse que celle de
la créatinine, elle n'a pas été largement adoptée dans la pratique clinique, probablement en
raison de l'incertitude autour de la valeur ajoutée d'un biomarqueur plus colteux. Sauf que
des études récentes sont de plus en plus effectuées afin d'évaluer la place de la cystatine C
dans une meilleure estimation du DFG. Ainsi, il a été conclu que le DFGe calculé a partir de
la cystatine C seule est plus informatif sur le plan clinique pour prédire les maladies
cardiovasculaires (MCV) et la mortalité '°. En 2021, une étude propose de nouvelles

équations du DFGe tout en omettent la race "

, et conclue que l'équation incluant la
créatinine et la cystatine C ensemble, donne une estimation plus précise que celles avec la
créatinine ou la cystatine C seules. Cependant, cette étude a été critiquée pour son

application chez les patients Européens '? par une étude plus récente.

Malgré I'importance du dépistage de la MRC afin de limiter sa progression et ses
éventuelles complications, il reste difficile de retrouver sa date d'apparition ou sa cause
direct. C'est une maladie silencieuse, d'évolution progressive et irréversible, dont les

symptdémes ne sont percevables qu'a un stade déja avancé 3.

Il existe de multiples étiologies potentielles de MRC, dont le diabete et I'hypertension
artérielle (HTA), qui représentent les deux principales causes a I'échelle mondiale '*. Ces
derniers sont responsables de Iésions des arteres qui détruisent les glomérules rénaux. En
France, ces deux maladies sont responsables de prés d'un cas sur deux de MRC 3. L'age
(supérieur a 60 ans), l'obésité, les MCV, les épisodes d'insuffisance rénale aigué, les

antécédents familiaux de MRC, un petit poids de naissance et/ou une prématurité sont aussi
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associés a une augmentation de risque de MRC 3™, || est important de noter qu'il existe un
déclin naturel de la fonction rénale a partir de 40 ans qui est indépendant de toute maladie
rénale. D'autres facteurs environnementaux peuvent étre responsable d'une détérioration
rénale aboutissant a la MRC, entre autres, le tabac, l'alcool, la sédentarité, une prise de
médicament toxique pour le rein comme les anti-inflammatoires, ou I'exposition a des
substances toxiques notamment les produits de contraste iodés, la radiothérapie ciblée sur
les reins, ou les métaux lourds professionnels en particulier le plomb et le mercure 3. Ces
derniers ainsi que d'autres causes infectieuses (traitements antirétroviraux, hépatites B et
C..) touchent surtout les pays en voie de développement . Il existe aussi des causes
génétiques de MRC, qui peuvent apparaitre des la naissance suite a des anomalies
congénitales, ou plus tard dans la vie ; par exemple suite a une polykystose rénale
autosomique dominante . Certaines maladies seront eux-mémes responsables d'une
atteinte rénale : des maladies inflammatoires d'origine auto-immune comme le lupus et la
polyarthrite rhumatoide, des pyélonéphrites a répétition, une glomérulonéphrite, ou un
obstacle chronique dans les voies urinaires suite a une lithiase rénale ou suite a une

malformation des voies urinaires 3.

Les étiologies possibles de MRC sont donc variées, il est important d'effectuer des
dépistages chez les patients a risque afin d'améliorer la prise en charge et surtout, limiter la

progression de la maladie.
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1.1.2  Epidémiologie de la maladie rénale chronique

Comme précédemment évoqué, la MRC est une maladie silencieuse, ce qui explique
la complexité d'estimer la prévalence pour les stades précoces. La prévalence des patients
non diagnostiqués au stade 3 de la MRC est de 95,5% en France et de 61,6% aux Etats-Unis

16 (Figure 2). Ceci a été associé au sexe féminin sans histoire médicale de diabéte ou d'HTA'®.
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Figure 2 : Prévalence de la maladie rénale chronique stade 3 non diagnostiquée selon le

pays, (A) globalement et (B) par sexe.

De plus, la prévalence et I'incidence de la MRC différent selon les pays "', I'ethnicité
et les déterminants sociaux intra-pays et I'accés aux soins de santé '>. Malgré tout, selon les
derniers rapports en 2022, la prévalence mondiale de la MRC ne cesse de croitre durant les
derniéres années, pour représenter une prévalence supérieure a 10 % de la population

19-22

mondiale '8, touchant plus que 850 millions de personnes majoritairement au stade 3

15,17
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Une premiere estimation de MRC en France était fournie par I'étude MONA LISA, avec
une prévalence de 8,2 % parmi les sujets entre 35 a 75 ans, qui reste quand méme une
prévalence sous-estimée a cause des biais de sélection 2. Ensuite, une cohorte francaise des
Trois-Cités incluant 8705 participants agés de 65 ans et plus, de Bordeaux, Dijon, et
Montpellier, estime une prévalence de MRC de 12,9% dans cette population 2%, Entre 2014
et 2016, I'étude Esteban réalisée en France métropolitaine incluant des participants entre 18
et 74 ans, estime une prévalence de MRC stades 3 a 5 sans traitement de suppléance rénale
entre 1,5 et 2,1 % 2°. D'aprés le ministére de la santé et de la prévention en France, les
derniers chiffres évoquent que la MRC touche 1/10 de cette population en 2022 en devenant
I'une des principales causes de décés en France %678 Selon le centre de contréle des
maladies et de prévention (CDC) en 2023, la MRC est encore plus fréquente aux Etats-Unis

avec une prévalence de 14%, soit 1 adulte sur 7 touché °.

La prévalence de MRC, stades G1-G5, augmente avec I'age pour étre plus élevée chez
les patients 4gés de 65 ans ou plus 2°31. Une méta-analyse représentant prés de 50 % de la
population mondiale adulte de plus de 20 ans, a estimé que la prévalence mondiale de MRC
standardisée sur l'age est plus élevée chez les femmes que chez les hommes (10,4%
[Intervalle de confiance a 95% (1C95%) : 9,3-11,9] vs 11,8 % [11,2-12,6] respectivement) 3'.
Néanmoins, les hommes et les femmes avaient des prévalences similaires avant 50 ans, age
au-dela duquel la prévalence chez les femmes étaient plus élevées que chez les hommes, et

cette différence entre les sexes continue a augmenter avec I'dge 23,

Le diabete et I'HTA sont les facteurs de risque les plus prévalents de la MRC et de sa
progression. L'HTA était le principal facteur de risque de MRC en Asie de I'Est, en Europe de
I'Est, en Amérique latine tropicale et en Afrique subsaharienne occidentale, alors que le
diabéte représentait la plus grande proportion dans toutes les autres régions 3°. Ces deux
maladies sont responsables de prés d'un cas sur deux de MRC et de progression vers le
stade terminal en France '%. Plus généralement, la MRC due au diabéte représentait la plus
grande contribution mondiale en nombre absolu de I'espérance de vie corrigée de
I'incapacité de toute cause de MRC en 2017, estimé a 30,7 %, avec le diabete de type 2

entrainant 8,1 millions espérance de vie corrigée de l'incapacité (Figure 3A) 3°. Ce dernier
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DALYs (millions)

DALYs per 100000

était la seule cause de MRC a montrer une augmentation significative du taux de I'espérance
de vie corrigée de I'incapacité standardisé sur I'age, en s'élevant de 9,5 % entre 1990 et 2017

(Figure 3B).

A 1990 2017
Cause

B CKD due to diabetes type 1

3 CKD due to diabetes type 2

34 [ CKD due to glomerulonephritis

Il CXD due to hypertension

[ CKD due to other and unspecified causes
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DALY : disability-adjusted life-year. CKD : chronic kidney disease.
D’aprés « The global burden of Chronic Kidney Disease Collaboration », 2020 3°

Figure 3 : Nombre (A) et taux (B) de I'espérance de vie corrigée de l'incapacité pour la

maladie rénale chronique selon la cause en 1990 et 2017.

Un article récemment publié effectue une synthése sur les rapports annuels (20 ans)
du registre Réseau Epidémiologie et Information en Néphrologie (REIN) qui est le registre
national en France de l'incidence de la maladie rénale chronique stade 5 traitée par
suppléance ainsi que le suivi de la survie des patients aprés initiation de ces traitements 32

Le taux d'incidence de défaillance rénale est de 166 par million d'habitants en 2020, traités
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par dialyse (56%) ou par greffe (44%) 3233, Méme si le risque d'atteindre ce stade est aux
alentours de 1,4%, ce qui est relativement faible, mais ce dernier est caractérisé par un taux
de mortalité tres élevé (10,6%). En Europe, I'incidence de défaillance rénale s'est élevée de
1,1 % par an entre 2001 et 2008, pour qu'une baisse d'incidence soit ensuite observée entre
2008 et 2011 (-2,2 % par an) principalement chez les patients entre 45 a 74 ans. Malgré
I'augmentation d'incidence des personnes diabétiques de 3,6 % par an en France entre 2012
et 2018, I'incidence standardisée sur I'age et le sexe de défaillance rénale était stable. Ce
taux diminue de 5,8 % par an depuis 2018, partiellement lié a la baisse d'incidence chez les
personnes non diabétiques (-6,9 % par an) et les personnes de plus de 85 ans (-6,6 % par
an). Les patients agés de 65-74 ans représentent en nombre absolu la plus grande
augmentation d'incidence jusqu’en 2019 (+5,8 % par an). La moitié des cas incidents de

démarrage du traitement (par dialyse ou greffe préemptive) sont 4gés de 70 ans 32.

La MRC est I'une des principales causes non transmissibles de décés mondial avec
son rang qui ne cesse de croitre, par la part du vieillissement de la population et d'un fardeau
croissant de facteurs de risque de MRC *°. Alors que la MRC était au 36e rang de cause
d'années potentielles de vie perdues (calculée a partir du nombre de déces attribuables a la
MRC et de I'espérance de vie des individus de divers groupes d'age au moment de leur
déces) en 1990, le taux de déces lié a cette maladie a augmenté de 41,5% jusqu’en 2017 la
placant ainsi a la 12¢ place des causes de déces mondiales avec pres de 1 230 168 déces
enregistrés, dont 960 000 étaient directement liés a la maladie. Selon les prédictions, la MRC
deviendra la 5e cause d'années potentielles de vie perdues d'ici 2040 2'34. Le taux de
mortalité est nettement plus élevé chez les patients dialysés que ceux ayant subi une greffe
rénale. En 2016, 125 patients dialysés sur 1000 sont décédés entre 60 et 69 ans, contre 26
sur 1000 patients transplantés du méme age 3. Le risque de mortalité toute cause et de

mortalité cardiovasculaire augmente plus le DFGe diminue et I'ACR augmente (Figure 4).
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Tous les hazards ratios sont ajustés sur I'age, le sexe, la race, les antécédents cardiovasculaires, la pression artérielle
systolique, le diabéte, le tabagisme et le cholestérol total. La référence du DFG était 95 ml/min/1,73 m? et de 'ACR de 5
mg/g (0,6 mg/mmol). Les points représentent une valeur statistiquement significative et les triangles une valeur non
significative.

DFGe : Débit de filtration glomérulaire estimé ; ACR : ratio albuminurie/créatininurie ; HR : hazard ratio; MCV : maladie

cardiovasculaire. D'aprés CKD-PC, 2010 3°.

Figure 4 : Risques relatifs de mortalité toute cause et de mortalité cardiovasculaire selon le

débit de filtration glomérulaire et I'albuminurie dans des cohortes en population générale.

L'association entre les MCV et la MRC forme un cercle vicieux : sachant que les MCV
sont parmi les facteurs de risque de MRC, mais aussi, la MRC augmente le risque des MCV
de 2 a 4 fois 3¢ pour que ces derniers représentent la premiére cause de mortalité chez les
patients atteints de MRC 7. En effet, ces patients ont plus de risque de décéder (hnotamment

de MCV) que de progresser jusqu'a la défaillance rénale 3.
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1.1.3  Complications de la maladie rénale chronique

Le consortium « Chronic Kidney Disease Prognosis Consortium » (CKD-PC) 3" a proposé
un modele conceptuel qui décrit bien que la MRC est une maladie évolutive, et que sa

progression entraine avec elle de nombreuses complications (Figure 5).

Complications

Risque Lésion ‘ Défaillancc‘:> Déct
. G eces
Normal Elevé nale 4 DF Ls/ rénale y,

P .4 L IE P E - la -llm T iI
développement de et les complications I’insuffisance
la MRC de 1a MRC rénale terminale

Les ellipses ombrées représentent les stades de la MRC ; les ellipses non ombrées représentent les antécédents ou les
conséquences de la MRC. Les fleches épaisses entre les ellipses représentent les « facteurs de risque » associés a l'initiation
et a la progression de la maladie qui peuvent étre affectés ou détectés par des interventions : facteurs de susceptibilité
(noir) ; facteurs d'initiation (gris foncé); facteurs de progression (gris clair) ; et les facteurs de stade final (blanc).
MRC : maladie rénale chronique ; DFG: débit de filtration glomérulaire.

Traduite et adaptée d'aprés Levey et al, 2009 7.

Figure 5 : Modéle conceptuel de la maladie rénale chronique

Les complications de la MRC sont fréquentes et multiples, y compris les complications
endocrines et métaboliques (HTA, anémie, hyperkaliémie, hyperphosphatémie,
hypoalbuminémie, hypocalcémie, I'hyperparathyroidisme..), les  complications
cardiovasculaires, les infections, et le déclin cognitif 330, Leurs fréquences augmentent avec
la progression de la MRC, pour atteindre aux alentours de 80% pour I'HTA, 50% pour
I'anémie, 20% pour |'hyperparathyroidisme et I'hyperphosphatémie, 30% pour l'acidose, et

5 a 10% pour I'hypocalcémie et I'hypoalbuminémie au stade 4 de la maladie #'.
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1.1.3.1 Complications non cardiovasculaires de la maladie rénale chronique

Défaillance Rénale

La progression de la MRC vers le stade 5 associée a la mise en place d'un traitement
de suppléance rénale, la dialyse ou la transplantation rénale, définie la défaillance rénale qui

est une complication majeure de la MRC.

Les derniers travaux du consortium CKD-PC ont mis en évidence des facteurs de
risque de progression de la MRC vers la défaillance rénale *>#2. Une méta-analyse, incluant
plus de deux millions d'individus, a démontré qu’'un DFGe bas ainsi qu'une albuminurie
élevée sont indépendamment associés a des risques significativement élevés de progression
vers la défaillance rénale, quelle que soit la tranche d'age 2. Le sexe masculin est un facteur
important de progression du stade avancé de la MRC a la défaillance rénale **. Le diabéte
ou I'HTA incontrdlés augmentent significativement le risque de défaillance rénale *3. En plus,
les dietes riches en protéines sont des facteurs associés a la progression vers la défaillance

rénale %,

L'age affecte extrémement la probabilité de survie des patients en défaillance rénale
qui est de 93% apres un an d'initiation du traitement de suppléance chez les patients de
moins de 65 ans contre 78% chez les plus de 65 ans. Ces taux diminuent apres 5 ans
d'initiation au traitement, passant & 77% et 35% respectivement 32, La différence de survie
dépend également de la présence d'une ou plusieurs comorbidités a [linitiation du

traitement de suppléance 32.

Complications métaboliques

L’anémie causée par une MRC s'associe a une diminution de la qualité de vie ainsi
qu'a l'augmentation du risque de MCV et de décés . Elle se définit par un déficit
d’hémoglobine sérique & moins que 12g/dL chez la femme et que 13g/dL chez I'homme “5,
avec une prévalence qui augmente avec les stades de MRC pour passer de 17,4% a 53,4%
du stade 3 au stade 5 respectivement, selon I'étude National Health and Nutrition
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Examination Survey #.

Bien que le déficit d'érythropoiétine (hormone stimulant
I'érythropoiese normalement sécrétée par les reins), est la principale cause d'anémie chez
les MRC, d'autres facteurs peuvent étre responsable de cette complication comme présenté

dans le tableau 1 %,

Tableau 1 : Causes de I'anémie en situation de maladie rénale chronique

Causes de I'anémie en situation de maladie rénale chronique

Diminution de la production d'érythropoiétine

e Augmentation de I'hepcidine
» Due a la diminution de la clairance rénale
» Menant a la séquestration du fer dans les macrophages ainsi qu'une

résistance a I'érythropoiétine

o Déficit en fer
» Due a I'augmentation de la perte sanguine et a une diminution médiée par

I'hepcidine de I'absorption intestinale du fer

e Suppression de I'érythropoiese par les cytokines inflammatoires et les toxines

urémiques

e Durée de vie raccourcie des érythrocytes

» Due a l'inflammation et aux toxines urémiques

Traduit et adapté de Batchelor et al. 4.

L'hyperkaliémie est prévalente en situation de MRC, définit par une augmentation
de la concentration sérique de potassium a plus que 50 mmol/L 38 et associée a une
augmentation du risque d'arythmies et de déces. Sa fréquence augmente surtout suite a

I'utilisation médicamenteuse de la famille des bloqueurs du systéme rénine-angiotensine 3.

La diminution de la fonction rénale entraine des anomalies du métabolisme

phosphocalcique, provoquant des désordres minéraux et osseux associées a une
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ostéodystrophie rénale, une pathologie des glandes parathyroidiennes, et des calcifications
cardiovasculaires 4°. Le rein est responsable de former la forme active de la vitamine D qui
permet I'absorption du calcium par l'intestin, sa réabsorption tubulaire rénale ainsi que
I'inhibition de la sécrétion de parathormone. En effet, le calcium, le phosphore, et la
parathormone forment un cycle. Par conséquent, I'hypocalcémie et I'hyperphosphatémie
causées suite a la diminution des fonctions rénales normales vont entrainer une activation
des glandes parathyroidiennes et donc une augmentation de la production de
parathormone (responsable de la régulation de concentration de calcium sérique). Ainsi une
résorption osseuse aura lieu suite a I'hypocalcémie afin d’augmenter la concentration de
calcium circulant. Cet exces de calcium et de phosphore se fixent sur différents tissus de
I'organisme dont les parois des vaisseaux sanguins, provoquant des complications

cardiovasculaires #°.

La diminution d’excrétion de I'ammoniaque et la réabsorption du bicarbonate par le
rein durant une MRC vont causer une acidose métabolique, condition assez prévalente
dans la MRC #°. Une concentration trop élevée de bicarbonates sériques est associée a une
augmentation du risque d'insuffisance cardiaque et de mortalité indépendamment du
niveau de DFGe *°. L'acidose métabolique augmente |'excrétion urinaire du calcium causant
donc des désordres minéraux et osseux, et est également associée a la progression de la

MRC et a la mortalité 42122,

La diminution de la fonction rénale provoque aussi une diminution de I'excrétion
rénale de I'acide urique. L’hyperuricémie est associée a une aggravation de la progression

de la MRC °3,

Autres

Plusieurs autres complications peuvent étre liées a la MRC et ne doivent pas étre
négligées. Par exemple, la deuxieme cause de mortalité chez les patients atteints de MRC
est attribuée aux infections dont les risques sont multipliés par 3 a 4 par rapport a la
population générale °. En plus, de nombreuses données épidémiologiques suggerent que la

MRC est fortement associée a un développement de troubles cognitifs et une
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augmentation du risque de maladies cérébrovasculaires, notamment la maladie de
Parkinson, les accidents vasculaires cérébraux (AVC) ischémique et hémorragique, I'anxiété
et la dépression >*°°. La prévalence estimée des troubles cognitifs dans la MRC varie de 30%
a 60% selon les études °°. En plus des facteurs de risque traditionnels comme le diabéte ou
I'nypertension, des facteurs de risque non traditionnels telles que les TUs, dont les
concentrations augmentent au cours de la MRC, peuvent augmenter le risque de
complications neurologiques °>. Certaines données expérimentales et cliniques récentes

suggeérent que les TUs peuvent avoir un effet direct et/ou indirect sur les neurones >>.

1.1.3.2 Complications cardiovasculaires de la maladie rénale chronique

Les atteintes vasculaires causées par la MRC sont bien mises en évidence dans la
littérature. En effet, la prévalence des MCV est plus élevée chez les patients atteints de MRC
que chez les individus dans la population générale °” : La moitié des patients atteints de MRC
de stade 4 a 5 ont une MCV. Chez les patients de 25 a 34 ans atteints de défaillance rénale,
le pourcentage de mortalité cardiovasculaire annuelle est multiplié par 500 a 1000,
correspondant a celui de la population générale de ~ 85 ans (Figure 6) >’. Selon Jankowski

et al., « la MRC imite le vieillissement accéléré du systéme cardiovasculaire » 8,

En termes physiopathologiques, les MCV peuvent étre classées en tant que MCV
athéromateuses et non-athéromateuses, qui sont toutes les deux tres prévalentes chez les
patients atteints de MRC, sauf a partir de I'age de 85 ans au-dela duquel la prévalence de

celles non-athéromateuses devient plus élevée par rapport a celles athéromateuses *°.
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Figure 6 : Mortalité cardiovasculaire dans la population générale et chez les patients

dialysés.

Facteurs de risque

La prévalence élevée de MCV dans la MRC est multifactorielle, attribuée a la
combinaison des facteurs de risque cardiovasculaires traditionnels avec ceux non

traditionnels dont la MRC qui est le principal facteur de risque non modifiable des MCV .

Les facteurs de risques traditionnels connus des MCV incluent le diabéte, I'HTA,
I'obésité, la dyslipidémie, I'dge avancé, le sexe masculin, le tabagisme, et la sédentarité ©7,
des facteurs qui caractérisent également les patients atteints de MRC. En effet, 'HTA (surtout
non controlée) est non seulement une cause commune de MRC, mais elle est aussi une
complication fréquente de MRC. Cette complexe interaction entre la MRC et I'HTA augmente
aussi le risque de complications cardiovasculaires, particulierement dans le cas d'une

hypertension résistante qui est frequemment observée dans le contexte de la MRC 2.

Les facteurs de risques non traditionnels directement liés a la MRC incluent un
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métabolisme minéral et osseux altéré incluant des concentrations sanguines plus élevées en
phosphate, en acide urique et en ferritine et plus faibles en 25(OH) vitamine D, un
dysfonctionnement des cellules endothéliales (CE), des modifications lipidiques anormales,
des calcifications vasculaires, le stress oxydatif, I'inflammation chronique, et les TUs %067 ||
est bien connu que la MRC se caractérise par une inflammation systémique et un stress
oxydatif ®' qui vont donc augmenter les dommages cardiovasculaires et la mortalité . Les
concentrations de protéine C-réactive (CRP) et de cytokines circulantes augmentent durant
la MRC avec une synthese accrue d'especes réactives de I'oxygéne déclenchées par
I'inflammation. En effet, les concentrations de CRP élevées ont été associées a la présence

d'athérosclérose chez les patients atteints de MRC ®. De plus, les TUs sont également

associées a une augmentation de l'inflammation et du stress oxydatif.

Maladies cardiovasculaires athéromateuses

La MCV athéromateuse ou athérosclérotique se caractérise par la présence de lésions
occlusives et de plaques a l'intérieur de la paroi artérielle : les plaques d'athérome ; affectant
principalement I'aorte et les artéres coronaires . La taille et la composition des plaques
athéromateuses chez les patients atteints de MRC sont différentes par rapport aux patients
atteints d'une maladie coronarienne mais sans insuffisance rénale, avec un épaississement
plus important de I'intima-média (figure 7) ainsi qu'un dépdt de calcium beaucoup plus
marqué. Ce dernier pourra contribuer au taux élevé de complications observé chez ces
patients %96 Selon KDIGO ®' et les Cardiovascular Stroke Endpoint Definitions for Clinical
Trials ®8, les MCV athéromateuses incluent les AVC ou le syndrome coronarien aigu avec ou
sans infarctus du myocarde (IDM) (fatal ou non) et I'hospitalisation pour : une ischémie
silencieuse, un angor instable, des accidents ischémiques transitoires, une thrombose
intrastent, une maladie artérielle périphérique, des interventions coronariennes percutanées
ou des pontages coronariens, une chirurgie vasculaire, une amputation et une
revascularisation pour maladie coronarienne ou maladie artérielle périphérique. De plus, la
maladie artérielle périphérique peut étre définie comme un antécédent d'amputation,
d'angioplastie ou de pontage du membre inférieur provoqué par des lésions ischémiques

distales athéromateuses .
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La prévalence des MCV athéromateuses est plus élevée chez les patients atteints de
MRC modérée que chez les individus sains, et la progression de l'athérosclérose est
fortement liée a la progression de la MRC ®'. L'incidence des IDM fatals était plus élevée chez

60 |es résultats d'études

les patients dialysés que dans la population générale
observationnelles ont montré que le risque d'AVC et de maladies coronariennes augmente
avec la diminution du DFGe et I'augmentation de I'ACR "70 et que la MRC est associée a un

risque plus élevé de maladie artérielle périphérique """,

Maladies cardiovasculaires non-athéromateuses

La MRC contribue de maniére significative aux MCV non-athéromateuses 3. Elles
englobent d'autres types de MCV que celles athéromateuses précédemment citées,
notamment la mort cardiaque subite ou la mort par insuffisance cardiaque (sans antécédent
de coronaropathie), I'hospitalisation pour insuffisance cardiaque (sans antécédent de
coronaropathie), la fibrose cardiaque, la fibrillation auriculaire ou d'autres troubles du
rythme, la dysfonction diastolique, la rigidité artérielle, I'nypertrophie des cardiomyocytes,
la calcification vasculaire ou la cardiopathie valvulaire >>%%74 Des études précédentes menées
sur des cohortes ont conclu que la prévalence de l'insuffisance cardiaque augmentait
considérablement avec la progression de la MRC et affectait 65 a 70 % des patients atteints
de défaillance rénale 3. La rigidité artérielle est la modification artérielle la plus répandue
chez les patients atteints de MRC 7> : plus le stade de MRC est avancé, plus le risque de
rigidité artérielle est élevé ’®. Cette derniére refléte la calcification vasculaire avec un
épaississement de la media (a la différence de I'épaississement de I'intima-media pour les
plaques d'athéromes) 7’ et tous deux sont des prédicteurs indépendants de mortalité
cardiovasculaire’. En plus, différentes études ont rapporté que la MRC est un facteur de

9. Bien que la fibrillation auriculaire représente le type

risque d'arythmie cardiaque
d'arythmie le plus fréquent, les troubles ventriculaires sont les plus mortels 88!, Par exemple,
la tachyarythmie ventriculaire représentait 79 % des arréts cardiaques enregistrés dans une

étude sur des patients hémodialysés .
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Figure 7 : Athérosclérose dans les patients atteints de maladie rénale chronique et dans les

individus avec une fonction rénale normale.
1.2 GENERALITES SUR LES TOXINES UREMIQUES

1.2.1 Définition et classification des toxines urémiques

La perte progressive de la fonction de filtration rénale s'accompagne de la rétention
de nombreux métabolites, en raison d'une diminution de leur clairance rénale et/ou d'une
augmentation de leur production. Ces solutés sont nommés « TUs » quand ils affectent le
bon fonctionnement et métabolisme des cellules, y compris les cellules tubulaires rénales,
les CE, les cellules immunologiques, ainsi que les cellules osseuses 8. A noter que la toxicité
urémique n'est pas seulement due a I'accumulation de certains solutés, mais aussi par un
déficit d'autres comme la vitamine D. La diminution de sa concentration sérique est délétere
et s'associe a des désordres osseux et cardiovasculaires *°. Nous allons nous concentrer dans
la présente these sur les TUs qui s'accumulent dans I'organisme durant la MRC dont la

toxicité fait toujours I'objet d'exploration par des études actuelles.

A ce jour, plus de 150 TUs ont été identifiées et classées par le groupe de travail
européen sur les toxines urémiques (EUTox ; sigle anglais de European Uremic Toxin Work
Group) 8% Néanmoins, les études omiques récentes ont montré l'accumulation d'autres
molécules en plus de celles identifiées par EUTox. Le systéeme de classification le plus

couramment appliqué est basé sur les caractéristiques physico-chimiques des TUs, les
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catégorisant en 3 principales classes (Tableau 2) 8 :

-petites molécules hydrosolubles (<500 Da): elle ne présente pas nécessairement de

toxicité, facilement éliminées par toute stratégie de dialyse 8;

-molécules moyennes (>500 Da) : la plupart sont des peptides qui présentent des toxicités
pour plusieurs organes, ne sont éliminées que par des membranes a pores de grande taille
pouvant étre utilisée dans un systeme diffusif (hémodialyse) ou mode convectif
(hémodiafiltration) &;

-molécules liées aux protéines: la plupart de faible poids moléculaire tout en ayant des
caractéristiques similaires aux molécules moyennes. Ces molécules se lient a I'albumine
sérique et sont normalement éliminées par les reins chez les individus sains: la fraction libre
par filtration glomérulaire et la fraction liée aux protéines par la sécrétion tubulaire ®. Par
contre dU a leurs fortes liaisons a I'albumine, elles sont difficiles a éliminer par les techniques
de dialyse traditionnelles chez les personnes atteintes de défaillance rénale . A noter que
la variabilité du pourcentage de liaisons aux protéines de chaque TU pourra dépendre du
taux d'albumine disponible (qui diminue en fonction de la progression de la MRC), et de la

co-présence d'autres TUs liées aux protéines.

Tableau 2 : Classification des principales toxines urémiques

Petites molécules Molécules moyennes Molécules liées aux

hydrosolubles (<500 Da)

(>500 Da)

protéines (Principalement <500 Da) (%

liaison aux protéines®®)

Acide urique

ADMA

Composés carbamylés

Créatinine

ANP

B2-microglobuline

Cystatine C

FGF-23

Acide hippurique (33-48%)

Acide indole 3-acétique (82-94%)

Acide kynurénique (40-50%)

AGEs (50%)
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Oxalate Ghréline CMPF (~100%)
Phénylacétylglutamine Interleukine-6 Homocysteéine (-)

Phosphate Interleukine-8 Indoxyl sulfate (90-98%)
Sorbitol Interleukine-18 Kynurénine (60-70%)

TMAO PTH p-crésyl sulfate (93-97%)

Uree TNF-a p-crésyl glucuronide (25-30%)

ADMA : diméthylarginine asymétrique, sigle anglais de asymmetric dimethylarginine; TMAO : N-Oxyde de triméthylamine,
sigle anglais de trimethylamine-N-oxide ; ANP : peptide natriurétique auriculaire, sigle anglais de atrial natriuretic peptide;
FGF-23: facteurs de croissance des fibroblastes 23, sigle anglais de fibroblast growth factor; PTH: hormone
parathyroidienne, sigle anglais de parathyroid hormone; TNF-a: facteur de nécrose tumoral, sigle anglais de tumor
necrosis factor ; AGEs : produits de glycation avancée, sigle anglais de advanced glycation end products ; CMPF : acide 3-
carboxy-4-éthyl-5-propyl-2-furanpropanoique.

Traduit et adapté de Vanholder et al. &,

En décembre 2021, une nouvelle classification en six catégories a été suggérée : de petites
molécules liées aux protéines (<500 Da), petites molécules hydrosolubles (<500 Da),
moyennes molécules : petites (500-15 000 Da), moyennes (>15 000-25 000 Da), larges (>
25 000 a 58 000 Da), et de larges molécules (> 58 000 Da) #. Cette classification plus globale

prend en compte les caractéristiques physico-chimiques des TUs et leurs corrélations avec

les symptomes cliniques ; cependant, elle a certaines limites et n'a pas encore été validée %,

Alternativement, les TUs peuvent étre classées selon leur origine : exogéne (apport
alimentaire), endogéne, ou microbien (microbiote intestinale). EUTox a identifié plus de 25
TUs dérivées de l'alimentation et du métabolisme intestinal 8°. La suite de ce travail ne

présentera que les TUs qui seront étudiées dans le cadre de cette these.

Ce groupe de travail EUTox a rapporté les concentrations normales des TUs trouvées
dans la population générale 8%, Le tableau 3 présente ces concentrations correspondant
aux principales TUs les plus représentatives pour chaque catégorie physico-chimique et qui

font I'objet de cette these.
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Tableau 3 : Concentrations normales des principales toxines urémiques

Classification

Toxines urémiques

Concentrations normales

Petites molécules

hydrosolubles

Phénylacétylglutamine

(mg/L)

Phosphate (mmol/L)

<4,7

0,8<normale<1,5

CMPF libre (mg/L)

TMAO (mg/L) 2,84 + 1,53

Urée (g/L) <04
Molécules liées aux protéines | Acide hippurique total | <5,0

(mg/L)

Acide hippurique libre 04+03

Acide indole 3-acétique | 0,5+ 0,3

total (mg/L)

Acide indole 3-acétique | 0,04 + 0,03

libre (mg/L)

Acide kynurénique total | <1,0

(mg/L)

Acide kynurénique libre | 0,003 + 0,004

(mg/L)

CMPF total (mg/L) 7,7 + 3,3

0,004 + 0,0035

Indoxyl sulfate total

(mg/L)
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Indoxyl  sulfate libre | 0,026 + 0,016
(mg/L)

Kynurénine totale (mg/L) | 04 + 0,2

Kynurénine libre (mg/L) | 0,15 + 0,25

p-crésyl sulfate total | 1,9 + 1,3
(mg/L)

p-crésyl sulfate libre | 0,08 £ 0,09
(mg/L)

p-crésyl glucuronide | 0,019 + 0,023
total (mg/L)

p-crésyl glucuronide | 0,015 + 0,017
libre (mg/L)

TMAO : N-Oxyde de triméthylamine, sigle anglais de trimethylamine-N-oxide; CMPF : acide 3-carboxy-4-éthyl-5-propyl-2-
furanpropanoique. Les valeurs normales sont rapportées en tant que moyenne + écart-type, ou dans le cas d'une seule
valeur en tant que maximum (accompagné de « < »).

Traduit et adapté de Vanholder et al. 8 et Duranton et al. &,

1.2.2 Toxines urémiques d'origine exogene

Les principales TUs exogenes qui ont été évaluées durant la these sont |'uree et le
phosphate qui sont de petites molécules solubles dans |'eau, ainsi que I'acide 3-carboxy-4-

éthyl-5-propyl-2-furanpropanoique (CMPF) qui est lié aux protéines.

La plus haute concentration sérique en TUs dans la MRC est celle de I'urée, un déchet
toxique résultant du métabolisme des protéines . L'urée est principalement synthétisée a
partir de I'ammoniac au niveau du foie et est ensuite éliminée du corps a travers les reins

0 L'urée est considérée comme une TU directe et indirecte. Elle induit

par l'urine
directement des changements moléculaires liés a la résistance a I'insuline, la production de

radicaux libres, et I'expression de génes de la famille pro-apoptotique °'. L'urée génére
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également de I'ammoniaque, du cyanate, et des composés carbamylés via le cyanate. Ainsi
I'urée a aussi un effet indirect via la carbamylation des protéines qui est responsable des
modifications protéiques post-traductionnelles. La carbamylation des lipoprotéines pourra
expliquer I'incidence élevée d'événements cardiovasculaires dans la MRC ?°. Outre son lien
connu avec la carbamylation, le cyanate est un radical libre qui exerce également une toxicité

direct en augmentant les facteurs thrombogénes °'.

Le phosphate est le deuxieme minéral le plus abondant du corps et se trouve
principalement sous sa forme inorganique. Environ 85% du phosphate est lié a la matrice
osseuse sous forme de cristaux d'hydroxyapatite, et les 15% restants se trouvent dans les
tissus mous et les fluides extracellulaires, y compris le plasma qui représente 0,02 % du
phosphate total. En plus d'étre impliqué dans la signalisation cellulaire, la synthese
d'adénosine triphosphate (stockage et libération d'énergie) et la réegulation acido-basique,
le phosphate est également un composant de la membrane cellulaire phospholipidique et
des acides nucléiques *°. Les sources alimentaires du phosphate sont diverses, dont les
produits laitiers, les viandes et particulierement les abats, les ceufs, les noix et graines, et les
céréales et produits céréaliers %. L'homéostasie du phosphate est régulée par les reins,
I'absorption intestinale et le transfert entre les compartiments squelettique, extracellulaire
et intracellulaire. Ce mécanisme complexe est médié par le calcitriol, la parathormone et le
facteur de croissance des fibroblastes 23 (FGF-23 ; sigle anglais de fibroblast growth factor).
L'expression du phosphate est diminuée par la parathormone et le FGF-23, provoquant une
phosphaturie en inhibant la réabsorption rénale. Au cours d'une MRC, la baisse du DFG
entraine une rétention de phosphate qui semble actuellement étre le mécanisme initial
donnant lieu a des mécanismes compensateurs potentiellement déléteres. Comme
préecédemment expliqué dans la partie complications métaboliques de la MRC, une
hyperphosphatémie sera observée chez ces patients, tout en induisant la production du FGF-
23 et de la parathormone et en diminuant la synthese du calcitriol, augmentant ainsi le risque

d'ostéodystrophie et d'événements cardiovasculaires %2,

L'origine du CMPF reste incertain. Il a été suggéré que le CMPF est I'un des principaux

métabolites des acides gras furaniques dont les principales sources alimentaires sont les
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poissons et I'huile de poisson . Il ne peut étre exclu que le CMPF soit également produit
de novo dans le corps humain 8. Les effets pronostiques de I'accumulation du CMPF dans
la MRC sont encore contradictoires et peu explorés. D'un c6té, le CMPF semble présenter
une toxicité, il a été démontré qu'il favorise le stress oxydatif, altére la fonction neurologique,
entraine des Iésions cellulaires rénales, inhibe la sécrétion d'insuline et augmente le risque
cardiovasculaire 9. D'autre part, plusieurs études ont identifié le CMPF plasmatique comme
biomarqueur de la consommation de poisson et de diéte saine riche en oméga 3, il semble
étre associé a un effet protecteur pour le diabéte de type 2 ou I'inflammation %. Luce et al.
ont montré que les concentrations sériques élevés de CMPF chez les patients atteints de
MRC n'étaient pas associées a la mortalité et aux MCV %3, et Dai et al. ont conclu que cette
élévation était associée a un risque réduit de mortalité toutes causes confondues et de
défaillance rénale et pourrait méme contrecarrer les effets défavorables de N-Oxyde de

triméthylamine (TMAQ ; sigle anglais de trimethylamine-N-oxide) %,

1.2.3 Toxines urémiques d’'origine intestinal

La composition du microbiote intestinal est significativement altérée dans la MRC,
avec une diminution de la prévalence des bactéries bénéfiques telles que la Bifidobacteria
qui jouent un réle crucial dans la protection du systeme cardiovasculaire, et avec une
prolifération des bactéries protéolytiques telles que I'Escherichia coli %°. Ces communautés
bactériennes ont présenté une augmentation de l'expression des enzymes comme la
tryptophanase et des génes responsables de la formation des TUs 8. Cette dysbiose associée
a la MRC pourrait expliquer une altération dans la production de certaines TUs d'origine
intestinal (Figure 8). En effet, le métabolisme et I'absorption des acides aminés au niveau de
I'intestin gréle sont modifiés dans la MRC. Ces acides aminés vont donc progresser vers le
c6lon qui présente la plus grande densité en microbiotes responsable de leur métabolisme

en TUs %°,
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MRC : maladie rénale chronique ; PAG : phénylacétylglutamine ; TMAO : N-Oxyde de triméthylamine, sigle anglais de
trimethylamine-N-oxide; IS : indoxyl sulfate; IAA: acide indole-3-acétique; PCS: p-crésyl sulfate; PCG: p-cresyl
glucuronide ; HA : acide hippurique, sigle anglais de hippuric acid.
Traduite et adaptée de Rysz et al.%

Figure 8: Altération du microbiote intestinal durant la maladie rénale chronique et

production de toxines urémiques.

En plus, des enzymes des cellules épithéliales intestinales seront activées durant la
MRC, et seront responsable aussi du métabolisme des acides aminés en certaines TUs ¥’. Les
principales TUs d'origine intestinal (que ca soit du microbiote intestinal ou des cellules
intestinales) qui ont été évaluées durant la these sont celles ayant montré la plus grande
toxicité in vitro et in vivo 8 : la phénylacétylglutamine (PAG) et TMAO qui sont de petites
molécules hydrosolubles et l'indoxyl sulfate (IS), l'acide indole-3-acétique (IAA), la
kynurénine, I'acide kynurénique (KA ; sigle anglais de kynurenic acid), le p-crésyl sulfate
(PCS), le p-cresyl glucuronide (PCG), I'acide hippurique (HA ; sigle anglais de hippuric acid)

qui sont des molécules liées aux protéines.

36



La majorité de ces TUs sont issues du métabolisme intestinal des acides aminés
aromatiques : tryptophane, phénylalanine et tyrosine 8. Le tryptophane est le précurseur de
I'lS, I'lAA, la kynurénine, et le KA. La phénylalanine et la tyrosine sont les précurseurs des PCS

et PCG. La phénylalanine est également précurseur de la PAG et I'HA.

1.2.3.1 Les précurseurs des toxines urémiques : les acides aminés aromatiques

Tryptophane

Le tryptophane est un acide aminé essentiel obtenu par apport alimentaire (pomme
de terre, pois chiches, ceufs, volaille, produits laitiers...). C'est le seul acide aminé qui se
trouve lié aux protéines (aux alentours de 85%), donc apres absorption, c'est la partie libre
du tryptophane qui sera active 8. C'est un composant essentiel dans la biosynthése des
protéines, des enzymes et des muscles, ainsi qu'un substrat nécessaire pour la production
d'hormones et de neurotransmetteurs et pour I'homéostasie cellulaire normale %°. C'est un
précurseur de plusieurs composés bioactifs, notamment la niacine (vitamine B3), la
sérotonine, la mélatonine, et les kynurénines (Figure 9). Ces métabolites impactent le
processus de régulation du sommeil et de I'humeur &. Dans des conditions physiologiques,
la voie métabolique kynurénique consomme pres de 90% du tryptophane en utilisant le
tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO) au niveau du foie %/, tout en produisant diverses
molécules bioactives ayant des activités antioxydante, anti-inflammatoire, et
neuroprotectrice. Néanmoins, les actions des métabolites de cette voie dépendent de leurs
concentrations et de I'environnement cellulaire *°. Dans un contexte d'inflammation et de
stress comme dans la MRC, des perturbations des voies métaboliques du tryptophane sont
observées '%°. Par conséquent, la voie métabolique de la sérotonine est déplacée vers la voie
kynurénique suite a l'activation de I'enzyme indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) et vers une

activation de la voie indolique suite a I'altération du microbiote intestinal (Figure 9).
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Acide kynurénique

4

Acide anthranilique

KAT
Mélatonine
Kynurénine —> 3-hydroxykynurénine
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A
Sérotonine IDO/TDO
Voie kynurénique Acide 3-
hydroxyanthranilique
3-HAA
Tryptophane > | v/pje de la tryptamine Dioxygenase
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/dﬁ indohhue\ Ac_ide -
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IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase ; TDO : tryptophane dioxygénase ; KAT : kynurénine aminotransférase ; KMO :
kynurénine  monooxygénase ; 3-HAA  dioxygénase : l'acide  3-hydroxyanthranilique  dioxygénase.

Adapté de la figure 1 dans Sallée et al., 2014 %’

Figure 9 : Voies métaboliques du tryptophane.

L'IDO existe de maniere omniprésente dans le corps (cellules intestinales, immunitaires,
endothéliales, ...), et est puissamment induite par les cytokines pro-inflammatoires °’. Ceci
conduit a une augmentation des concentrations sériques de kynurénine et de KA qui
s'accumulent vu la diminution des capacités de filtration rénale, et qui vont altérer les
fonctions biologiques normales *°. Des modéles in vivo et in vitro ont montré que
I'accumulation de ces TUs dérivées du tryptophane perturbe les fonctions endothéliales et
peut mener a des maladies artérielles périphériques tout en activant le récepteur d'aryl

hydrocarbone (AhR ; sigle anglais de Aryl hydrocarbon Receptor)'%"1%2 Cette activation a un
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effet sur les cellules endothéliales de deux facons : elle aboutit a l'inhibition de I'activité de
Wnt via la voie de la B-caténine ce qui altére I'angiogenése, et a I'induction du facteur
tissulaire ce qui favorise les phénoménes thrombotiques (Figure 10) '9271% En effet,
I'activation de la voie de la B-caténine augmente la prolifération et la migration des CE,
expliquant donc l'altération de I'angiogenese en I'absence de son activité. Arinze et al. ont
démontré que ces TUs agissent ensemble pour favoriser le développement de maladies

microvasculaires dans la MRC 192,

Par conséquence, le role du tryptophane est complexe dans la MRC, du fait qu'il
génere un nombre important de métabolites, certains principalement toxiques (TUs),

d'autres principalement bénéfiques (sérotonine et mélatonine) '%.

Accumulation

de I'lS, IAA, KA
et kynurénine
dans la MRC
Activation
Thrombose
/ "'-1 Wnt
R , , Cellules endothéliales
Evénements Pas de stimulation
thrombo-emboliques :
" B-caténine

Altération de l'angiogenése

IS : indoxyl sulfate ; IAA : acide indole-3-acétique ; KA : acide kynurénique, sigle anglais de kynurenic acid ; MRC : maladie
rénale chronique; AhR: récepteur d'aryl hydrocarbone, sigle anglais de Aryl hydrocarbon Receptor.

Traduite et adaptée de Massy et Drueke, 2022 1%,

Figure 10 : Voie de I'AhR et toxicité endothéliale.
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Tyrosine et phénylalanine

La phénylalanine est un acide aminé essentiel, de source végétales et animales
comme la viande, le poisson, les produits laitiers, les ceufs, les Iégumineuses.... La
phénylalanine est principalement absorbée au niveau de l'intestin gréle, mais la partie non
absorbée atteint le cdlon pour étre métabolisée par les bactéries intestinales'®. La tyrosine
est un acide aminé non essentiel du fait qu'elle peut étre synthétisée dans I'organisme a
partir de la phénylalanine, et elle a aussi les mémes sources alimentaires que la
phénylalanine® (produits laitiers, ceufs...). Le p-crésol est le métabolite le plus connu obtenu
a partir de la fermentation bactérienne de la phénylalanine et de la tyrosine au niveau du
segment distal du c6lon. L'acide phénylacétique est aussi un métabolite dérivé a partir de la
dégradation microbienne de la phénylalanine (quand il est en excés) au niveau du c6lon®.
Nous allons nous restreindre a ces informations sans détailler plus vu que ces métabolites

ne feront pas |'objet principal de la these.

1.2.3.2 Toxines urémiques dérivées du tryptophane
Indoles

Le tryptophane est métabolisé par la voie indolique au niveau du c6lon distal (Figure
9), pour générer l'indole et I'lAA #. La tryptophanase des bactéries intestinales (surtout
I'Escherichia coli) convertit le tryptophane en indole tout d'abord, et puis I'indole est absorbé
et acheminé vers le foie ou il est hydroxylé et sulfaté en IS par le cytochrome hépatique
humain P450 et les enzymes sulfotransférases (Figure 11) 8°. L'lAA est généré directement
dans les intestins par les enzymes bactériennes tryptophane monooxygénases et indole-3-
acétamide hydrolases, ou de maniére endogéne dans les tissus via la tryptamine8®8° LIS et

I'lAA sont normalement excrétés dans I'urine par sécrétion tubulaire.

Kynurénine
Les métabolites de la voie kynurénique sont augmentés dans la MRC, non seulement
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en raison de la diminution de la clairance rénale, mais aussi suite a des altérations du
métabolisme du tryptophane. La kynurénine est le premier métabolite de la voie
kynurénique, elle est dérivée du métabolisme du tryptophane a travers diverses étapes, en
commencant dans l'intestin, puis en impliquant différents types de cellules. La majeure partie
du tryptophane (qui reflete I'apport alimentaire) est métabolisée par la voie kynurénique
dans les cellules épithéliales intestinales, qui est initiée par I''DO. Méme si les enzymes
impliquées dans la voie kynurénique ne sont pas issues du microbiote intestinal altéré, mais
ce dernier a un effet sur le métabolisme de la voie kynurénique par la régulation des
interférons de type | 19719 Aprés absorption, le tryptophane restant peut étre lié a des
protéines ou exister sous forme libre. La fraction libre du tryptophane continue a étre
métabolisée en kynurénine (et d'autres molécules) par différentes cellules qui utilisent la
TDO (cellules hépatiques) et I'lDO (CE...)'%. La transformation métabolique de la kynurénine
initiée par la kynurénine aminotransférase entraine la formation de KA (Figure 9) '®. Ces

métabolites sont également excrétés dans I'urine par sécrétion tubulaire.

1.2.3.3 Toxines urémiques dérivées de la phénylalanine/tyrosine

Para-Creésyl

Apres absorption, le p-crésol est converti en PCS et PCG. Il est sulfaté dans le foie par
I'’enzyme sulfotransférase 1A1 pour former le PCS (Figure 11). En effet, plus de 95 % du p-
crésol circule sous forme de PCS 8. Ce dernier est principalement éliminé du corps par
secrétion tubulaire. Une petite partie du p-crésol subit une glucuronidation pour former le
PCG, qui est aussi excrété dans I'urine par sécrétion tubulaire %. En moyenne, les niveaux de
PCG sont environ 200 fois moins élevés que ceux de PCS '%. Cependant, un passage de la
sulfatation a la glucuronidation a lieu avec la progression de la MRC, et par conséquent, le

rapport PCS/PCG diminue 1%,

Phénylacétylglutamine

Apres formation de I'acide phénylacétique dans l'intestin, il pénetre dans le systeme

porte et est métabolisé dans le foie pour former la PAG, une TU dont les concentrations sont
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significativement plus élevées chez les sujets atteints de MRC que dans la population

générale 1%,
1.2.3.4 Toxine urémique dérivée des polyphénols

Acide hippurique

Les polyphénols sont des composés ayant des sources alimentaires tels que ceux
trouvés dans le vin, les fruits et le thé, et/ou des sources endogenes dérivés a partir du
métabolisme des acides aminés aromatiques par le microbiote intestinale 8. Quelle que soit
leur source, le microbiote intestinal convertit les polyphénols en acide benzoique. Au niveau
hépatique, ce dernier est d'abord converti en benzoyl-CoA par la benzoyl-CoA synthétase,
et le benzyl-CoA est ensuite conjugué avec la glycine par la glycine N-acétyltransférase pour
former I'HA (Figure 11) . L'HA se trouve normalement dans I'urine et est couramment
utilisé comme mesure de la clairance rénale . Ainsi, plus la MRC progresse, plus I'HA est

accumulé dans I'organisme.
1.2.3.5 Toxine urémique dérivée de la choline/phosphatidylcholine

La choline, qui est principalement présente dans les aliments sous forme de
phosphatidylcholine, provient principalement d'un régime alimentaire occidental caractérisé
par une consommation accrue de viande rouge, d'ceufs et de produits riches en matiéres
grasses (foie, porc...) '%. La choline est un nutriment essentiel pour la synthése des
phospholipides membranaires. Lorsque la capacité de transport de la choline, la
phosphatidylcholine ou la L-carnitine est dépassée dans l'intestin gréle (suite a un régime
riche en graisses), une plus grande quantité de ces composés atteint le cOlon ou les bactéries
intestinales les convertissent en triméthylamine. Plusieurs espéces bactériennes sont
impliquées dans la production de triméthylamine, notamment Clostridia, Proteus, Shigella,
et Aerobacter. Des études récentes suggerent que I'abondance accrue de genes d'utilisation
de la choline dans le microbiome intestinal (suite a la dysbiose observée dans la MRC) est
associée a des concentrations accrus de triméthylamine. Ce dernier est ensuite absorbé et

convertie en TMAO au niveau du foie par les monooxygénases flaviniques hépatiques
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(Figure 11) % Le TMAO est un métabolite excrété dans I'urine par sécrétion tubulaire
principalement via les transporteurs de cations organiques '°°. En revanche, au cours d'une
MRC, la concentration de TMAO augmente plus le DFG diminue. Etant donné que le TMAO

n'est pas lié aux protéines, il peut étre éliminé par hémodialyse 1%,

De plus, les
concentrations plasmatiques de TMAO sont considérablement réduits aprés une

transplantation rénale 1%

La figure 11 suivante illustre le métabolisme et I'excrétion de quatre TUs prises de chacun
des quatres groupes expliqués ci-dessus.

temic Toxicity to:
Gut-Derived Uremic Toxins sysl)e:nascu‘l,:tur'ey ?

ii) cardiac cells
Ii) renal tubule cells

CYP2E1
SULT1A1

indole]
{suriar |
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O
- reactions

Portal
Circulation

Systemic
Circulation

Bacterial Metabolism
& Colon Absorption

Hepatic
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TIL : tryptophan indole-lyase; CYP2E1: cytochrome P450 2E1; SULT1A1: sulfotransférase 1A1; TAT: tyrosine
aminotransférase; GLYAT: glycine-N-acyltransférase ; FMO3 : monooxygénases flaviniques hépatiques; CTMAL : carnitine
trimethylamine lyase ; OAT : transporteur d'anions organiques; MRP: protéines associées a la multirésistance aux
médicaments.

Adapté de la figure 1 dans Lim et al., 202182,

Figure 11: Meétabolisme et excrétion de l'indoxyl sulfate, le p-cresyl sulfate, I'acide

hippurique et le TMAO.
1.2.4 Facteurs modulant les concentrations sériques en toxines urémiques

Les TUs évaluées dans la présente these sont celles d'origine alimentaire ou
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intestinale, qui, comme précédemment évoqué, ont montré le plus de toxicité dans les
études expérimentales, et font toujours I'objet d'intérét des études cliniques. Principalement,
le stade de la MRC affecte les concentrations en TUs. Dépendamment de leurs sources,
différents facteurs pourront avoir une influence sur leurs concentrations sériques dans la
MRC. Puisque leur accumulation est due a I'augmentation de leur production ainsi qu’a la
diminution de leur élimination, donc les facteurs modulant I'une ou I'autre pourra influencer

leurs concentrations sériques.

Pour les TUs issues de I'alimentation (urée, phosphate, CMPF), I'apport alimentaire
riche en molécules précurseurs de chacune de ces TUs pourra avoir une influence sur leurs
concentrations. Pour les TUs issues de l'intestin, les facteurs ayant un effet sur la composition
et le métabolisme du microbiote intestinal auront donc un effet sur la production de TUs.
Ceci inclut I'age, le sexe, le tabagisme, les sources alimentaires des précurseurs qui subiront
le métabolisme intestinal, la prise ou pas de prébiotiques et/ou probiotiques, I'indice de
masse corporel (IMC), les maladies qui augmentent I'inflammation et qui sont prévalentes
chez les patients atteints de MRC dont le diabéete, la dyslipidémie, et I'HTA, et les

médicaments tels que les antibiotiques et les inhibiteurs de pompe a protons (IPP)1%9-112,

Chez les patients en défaillance rénale, le type de TUs pourra affecter leurs
concentrations sériques. La dialyse pourra moduler les concentrations en petites molécules
hydrosolubles, mais non pas en TUs liées aux protéines. De plus, des médicaments
inhibiteurs de certains transporteurs de type anions organiques 1 (OAT ; sigle anglais de
organic anion transporter) et OAT3 tels que les diurétiques et les IPPs pourront moduler les

concentrations en TUs éliminées par ces transporteurs 3.
1.3 POLYPHARMACIE CHEZ LES PATIENTS EN MALADIE RENALE CHRONIQUE

Comme expliqué dans la partie 1.1, les patients atteints de MRC ont généralement

de multiples comorbidités, et ceci est donc associé a une polypharmacie largement observée

chez ces patients 113

Les médicaments les plus couramment prescrits sont les
antihypertenseurs (médicaments du systeme rénine angiotensine (losartan, valsartan...),

diurétiques...), les hypolipémiants (statines (fluvastatine)), les antidiabétiques, et les IPPs
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(oméprazole, pantoprazole, lansoprazole, ésomeprazole...) "',

Cette polypharmacie est associée a une fréquence élevée d'effets indésirables et

pourrait augmenter les interactions pharmacocinétiques entre les médicaments ">,

La pharmacocinétique, autrement dit I'action de I'organisme sur un médicament,
englobe le parcours du médicament depuis son introduction dans I'organisme jusqu'a son
élimination "°. Ceci s'effectue en 4 étapes principales qui sont altérées durant la MRC :
I'absorption, la distribution, le métabolisme, et I'excrétion ''®"7_['absorption est la 1°" étape
par laquelle le médicament pénétre dans la circulation sanguine a partir du site
d'administration. Elle est déterminée par les propriétés physico-chimiques du médicament,
sa formulation galénique et sa voie d'administration °. Le ralentissement de la motilité
intestinale observé chez les sujets souffrant de MRC peut prolonger le délai nécessaire pour
atteindre la concentration plasmatique maximale. En plus, I'alcalinisation du systeme gastro-
intestinal chez ces patients peut altérer la dissolution des médicaments solubles en milieu
acide (comme le furosémide) et réduire leur fraction absorbée '". Aprés absorption, le
médicament est distribué dans divers tissus du corps. La distribution dépend de la solubilité
du médicament, de la perméabilité des membranes cellulaires, de sa liaison aux protéines
sanguines qui est bien affectée durant la MRC ', du pH local, et de plusieurs autres facteurs
116, Le foie est le principal site de métabolisme des médicaments. Enfin, le médicament est

principalement éliminé par les reins '

, I'étape qui nous intéresse dans les travaux de la
présente these. En effet, la conséquence directe de la MRC sur la pharmacocinétique des
médicaments est une diminution de la clairance rénale due a une réduction du DFG, et donc
une altération de I'élimination des médicaments "7, expliquant les effets indésirables (dont

la néphrotoxicité) observés chez les patients atteints de MRC 1>,

Un certains nombre de médicaments largement utilisés dans la MRC sont des anions
organiques, qui sont physiologiquement éliminés par les OAT, également connu sous le nom
de famille de transporteurs soluté 22 (SLC22). Ces transporteurs ont un role dans le transport
d'un nombre important de médicaments prescrits dans la MRC, mais aussi de toxines (TUs,

mercure...) et de molécules endogénes (prostaglandines, vitamines...) ">, Les OAT 13 5
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sont les transporteurs connus a étre exprimés au niveau des reins (Figure 12). Nous allons
se concentrer sur les OAT1et OAT3 qui font I'objet de la these et qui sont impliqués dans
I'évaluation de notre dernier objectif. lls assurent le transport de nombreux substrats (anti-
inflammatoires non stéroidiens, antibiotiques béta-lactames..) a travers la membrane
basolatérale du tubule proximal rénale. Contrairement aux précédentes, I'OAT 4 est localisée

a la membrane apicale de I'épithélium tubulaire (Figure 12) 8,

Apical (urine)  Kidney cell Basal (blood)
SLC22ATDA S Q

SLC22A9/0A74 @ SLC22A4/0AT

i@ SLC22A7/0A72

@ SLC22A8/0A73

OAT : transporteur d'anions organiques.

Adapté de Neuhoff et al., 2013 "9,

Figure 12 : Emplacement des transporteurs d'anions organiques au nivau des reins.

Plus de 35 TUs (en particulier les TUs liées aux protéines) sont des substrats des OAT1
(également connu sous le nom de SLC22A6) et OAT3 (également connu sous le nom de
SLC22A8), mais en interagissant différemment avec ces transporteurs 292" Par exemple, I'lS
a une plus grande affinité a 'OAT3 qu'a I'OAT1, tandis que le PCS interagit de la méme
maniére avec les deux '?° (Tableau 4). Ces deux transporteurs sont impliqués dans la
sécrétion des TUs liées aux protéines du sang vers |'urine. Le tableau 4 présente |'affinité ou
pas aux OAT1 et/ou OAT3 des TUs considérées dans la these. Par conséquent, une
potentielle compétition entre TU et médicament au niveau de ces transporteurs (Figure 13)
pourrait expliquer les changements de concentration de certaines TUs et pourrait donc

accentuer leurs effets toxiques, une hypothese qu’on va évaluer dans I'un des objectifs de
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notre these en ciblant les IPPs spécifiquement.

. Drug

@ Uremic Solutes

Renal Tubular Cell

Urine

OAT : transporteur d'anions organiques.

D'aprés Hsueh et al.,, 2016 122,

Figure 13 : Compétition entre les médicaments et les toxines urémiques au niveau des

transporteurs d'anions organiques des reins.

Tableau 4 : Affinité des toxines urémiques pour I'OAT1 et I'OAT3

Toxines urémiques

Affinité pour I'OAT1 et I'OAT3120121.123-126

Indoxyl sulfate

Plus grande affinité a I'OAT3 qu'a 'OAT1

Acide indole-3-acétique

Affinité modérée pour les deux

Kynurénine

Affinité élevée pour les deux

Acide kynurénique

Affinité modérée pour les deux

p-crésyl sulfate

Affinité élevée pour les deux

p-crésyl glucuronide

Pas d'affinité

Acide hippurique

Affinité élevée pour les deux
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Phénylacétylglutamine Pas d'affinité

CMPF Affinité a I'OAT3
TMAO Plus d'études sont nécessaires
Urée Pas d'affinité

CMPF : acide 3-carboxy-4-éthyl-5-propyl-2-furanpropanoique ; TMAQ ; sigle anglais de trimethylamine-N-oxide.

Quelques études ont montré que l'inhibition des transporteurs OAT1/OAT3 induit
I'accumulation des TUs. Luo et al. ont observé une augmentation de I'aire sous la courbe et
de la demi-vie d'élimination de I'lS apres I'administration de ciprofloxacine, un antibiotique
inhibiteur de I'OAT3, chez des rats néphrectomisés '?’. Une autre étude in vivo montre que
I'administration d'anti-inflammatoires non stéroidiens (diclofénac et kétoproféne) diminue
la clairance rénale de I'lS '8, Cependant, contrairement aux IPPs, ces derniers médicaments
sont rarement prescrits aux patients atteints de MRC "% Une étude clinique chez 20
volontaires sains montre que I'administration de probénécide, un médicament uricosurique
utilisé dans le traitement de la goutte et utilisé expérimentalement comme controle positif
de I'inhibition des transporteurs OAT1/OAT3, induit une accumulation d'IS et d'IAA '%°, Une
autre étude clinique menée chez des patients atteints de MRC a montré que les patients
traités par le furosémide présentaient une accumulation plasmatique de TMAO '3°. André et
al. ont montré que la prescription d’au moins un médicament inhibiteur d'OAT1/3 est
associée avec l'accumulation plasmatique du PCS chez les transplantés rénaux ''3. D'ou

I'importance de comprendre les interactions entre les médicaments et les TUs.
1.4 CKD-REIN : COHORTE DE PATIENTS ATTEINTS DE MALADIE RENALE CHRONIQUE

Il existe plusieurs grandes cohortes européennes et internationales de patients
atteints de MRC avec différents objectifs 313> Entre autre, I'étude « Chronic Kidney Disease
Outcomes and Practice Patterns Study » (connue par CKDopps) qui a été mise en place dans

les années 2010'%°. C'est une étude internationale de grande ampleur, incluant prés de
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10 000 patients atteints de MRC suivis par un néphrologue, ayant pour but d'examiner les
variations de soins pour les patients atteints de MRC avancée non dialysés afin d'identifier
les pratiques de traitement les plus efficaces. CKDopps consiste en une collaboration
internationale de différentes cohortes nationales provenant du Brésil 133, de I'Allemagne ',

132136 et du Japon '34. La cohorte nationale francaise « Chronic

des Etats-Unis, de la France
Kidney Disease-Réseau Epidémiologie et Information en Néphrologie » (CKD-REIN)
contribue grandement a la collaboration CKDopps, par I'inclusion de 3033 patients atteints

de MRC.

CKD-REIN est une cohorte clinique prospective promue par |'Institut national de la
santé et de la recherche médicale (INSERM) et coordonnée par |'Université Paris-Sud
(coordination scientifique : Bénédicte Stengel Inserm — UPS UMRS 1018, annexe 4). CKD-
REIN inclus 3033 patients adultes atteints de MRC aux stades 3 (60%) ou 4 (40%) (DFG
compris entre 15 et 60 mL/min/1,73m?), réalisée a partir de 40 consultations de néphrologie
(d'établissements publics, privés a but lucratif ou non lucratif) réparties sur toute la France
afin d'obtenir un échantillon représentatif national des pratiques néphrologiques et des
patients suivis par un néphrologue. Il s'agit donc de I'une des grandes cohortes de patients

atteints de MRC en Europe.

En effet, aprés une phase de recensement dans chacun des sites des participants,
13 607 patients ont été identifiés avec un diagnostic de MRC ayant un DFGe < 60
mL/min/1,73m? et avec au moins une visite chez le néphrologue dans les 4 a 12 mois. La
phase d'inclusion des patients a débuté de juillet 2013 jusqu'a avril 2016. Les patients ont
été inclus a l'occasion d'une consultation de routine dans le service de néphrologie si les
criteres d'inclusion étaient respectés. Basé sur la liste du recensement, les patients ayant au
moins 18 ans, au moins deux mesures de DFGe entre 45 et 60 mL/min/1,73m? (Stade 3A) a
au moins 1 mois d'intervalle ou une mesure entre 15 et 45 mL/min/1,73m? (Stades 3B et 4),
et qui n'étaient ni dialysés, ni transplantés ont été sélectionnés aléatoirement, permettant
I'inclusion de 3033 patients aprés avoir signé un consentement éclairé. L'inclusion ne
dépendait pas du type de néphropathie du patient. Les objectifs principaux de cette cohorte

sont d'étudier les déterminants et les biomarqueurs de progression et de complications de
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la MRC, d'identifier les meilleures pratiques pour ralentir la progression, réduire les
complications et les hospitalisations, améliorer la transition vers la défaillance rénale, et

comprendre ce qui est important dans la MRC du point de vue du patient.

Tous les patients ont été activement suivis durant 5 ans, avec des mises a jour
annuelles des données (éveénements cliniques, biologie, qualité de vie, etc.) grace a des
entretiens en face a face ou par téléphone ainsi qu'un acceés aux dossiers médicaux des
patients. Comme pour la phase d'inclusion, des questionnaires sont aussi remplis a |I'occasion
d'une consultation de routine dans le service. Si le patient est entré en dialyse alors son suivi
se termine 6 mois apres son entrée, et s'il a bénéficié d'une greffe de rein alors son suivi se
termine 1 an apres la greffe. Un recueil des échantillons biologiques a I'inclusion, a 2 ans et
a 5 ans a aussi eu lieu. Cette collection biologique est conservée a la Biobanque de Picardie
et comprend 6 natures de prélevements différentes : les tubes EDTA, sec, citrate, héparine,

urine, et buffycoat.

L'étude des associations entre un ensemble de facteurs a I'échelon du patient et la
survie, le déclin de la fonction rénale, I'incidence de défaillance rénale, I'incidence des MCV,
la mortalité, la survenue de plusieurs complications rénales et non rénales, et la qualité de

vie, font partie des objectifs de CKD-REIN.

1.5 LES OBJECTIFS

Nous avons souligné que les patients atteints de MRC présentent un risque accru de
MCV, et que les déces cardiovasculaires forment la principale cause de déces chez ces
patients. Par conséquence, il est important d'identifier et de comprendre les facteurs de
risque cardiovasculaires spécifiques a la MRC. Nous avons choisi d'étudier les TUs qui
s'accumulent avec la progression de la MRC. Ainsi, nous avons répondu aux objectifs
suivants, tout en s'appuyant, pour les second et troisieme objectifs, sur les données issues

de la cohorte CKD-REIN :

1- Identifier les facteurs de risque cardiovasculaires non traditionnels dans la MRC,

en faisant une revue narrative au sujet des effets des TUs au niveau
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cardiovasculaire ;

|dentifier les facteurs de risque cardiovasculaires non traditionnels dans la MRC,
en évaluant l'association entre la kynurénine, une TU montrant une toxicité
expérimentale mais non étudiée en clinique chez les patients pré-dialysés, et la

survenue d'événements cardiovasculaires et de mortalité toute cause ;
|dentifier les facteurs qui pourront moduler les concentrations sériques en TUs, en

évaluant l'association entre les inhibiteurs de pompe a protons et les

concentrations sériques en TUs.
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2 CHAPITRE 2: EFFET DES TOXINES UREMIQUES SUR LE RISQUE

CARDIOVASCULAIRE

2.1 RESUME

Les patients atteints de MRC ont une prévalence élevée de MCV athéromateuses
et/ou non athéromateuses en raison d'un ensemble de facteurs de risque liés a la MRC, tels
que les TUs. En effet, les TUs jouent un réle majeur dans I'émergence d'un nombre important
de MCV, qui constituent la principale cause de déces chez les patients atteints de défaillance
rénale. Il existe un manque dans la littérature de revue narrative sur I'implication des TUs les
plus toxiques dans les MCV et les mécanismes physiopathologiques correspondants. Nous
avons passons en revue de la littérature scientifique de toutes les études cliniques et
expérimentales publiées entre 2002 et 2022 (dont 138 articles originaux inclus dans notre
revue) sur les TUs alimentaires et d'origine intestinale présentant la plus grande toxicité in
vitro et in vivo. Une meilleure compréhension du réle de ces toxines dans la prévalence
élevée des MCV chez les patients atteints de MRC pourrait faciliter le développement de
traitements ciblés. Par conséquent, I'objectif de ce premier axe de these repose sur la
compréhension des différents mécanismes qui sous-tendent I'influence des TUs d’origine
alimentaire et intestinal sur le risque de MCV chez les patients atteints de MRC. Ce travail
facilitera le bon déroulement des axes de la these, I'élaboration, et I'interprétation des

résultats de I'objectif suivant.
2.2 INTRODUCTION

Afin de bien entamer le sujet de la these et de mieux aborder ses objectifs, nous avons
débuté le parcours par une recherche bibliographique sur les TUs, leurs définitions, leurs
classifications, et leurs effets sur le risque cardiovasculaire dans la MRC. Devant un manque
dans la littérature de revue narrative sur le lien entre les TUs et le risque de morbi-mortalité

cardiovasculaires, |'écriture d'une telle revue a été entreprise .

Comme mentionne précedemment, la MRC est directement liee a une augmentation
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| 137, et plus spécifiquement ceux liés aux

des taux de morbidité et de mortalité en généra
MCV 38 qu'elles soient athéromateuses et/ou non-athéromateuses °°. Cette augmentation
du risque cardiovasculaire est multifactorielle, combinant les facteurs de risque
cardiovasculaires traditionnels qui sont souvent retrouvés en tant que comorbidités chez les

patients atteints de MRC, et ceux non traditionnels et spécifiques a la MRC comme les TUs

60,61

Vu que les revues précédentes se sont concentrées sur les TUs endogenes (telles que

la B-2 microglobuline, les interleukines et d'autres marqueurs inflammatoires) 82°'

, Nous
avons visé dans notre travail celles d'origine alimentaire et intestinal. Le microbiote intestinal
métabolise de nombreux composés alimentaires qui sont normalement excrétés par les reins
chez les individus sains . Par contre, nous avons vu que l'altération de la composition
microbienne intestinale, comme celle observée chez les patients atteints de MRC, génere

des métabolites néfastes qui vont s'accumuler dans I'organisme vu la diminution de la

clairance rénale &.

Dans la présente revue narrative, nous avons inclus uniquement les TUs qui sont celles
de sources alimentaire et intestinale ayant montré la plus grande toxicité aux niveaux
expérimentaux 8¢ : CMPF, phosphate, urée, IS, IAA, kynurénine, KA, PCS, PCG, PAG, HA,
TMAOQ. Comme l'illustre la figure 14, I'accumulation de ces TUs a été impliquée directement
ou indirectement dans un spectre de MCV athéromateuses et non-athéromateuses 82. Ainsi,
I'objectif de ce premier axe de thése repose sur la compréhension des différents mécanismes
qui sous-tendent I'influence des TUs d'origines alimentaire et intestinal sur le risque de MCV
chez les patients atteints de MRC. Ce travail facilitera le bon déroulement des axes de la

these, I'élaboration, et l'interprétation des résultats de I'objectif suivant.
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Maladie rénale chronique

l

Toxines urémiques

-
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MCV : maladies cardiovasculaires ; ATH : athéromateuses.

Figure 14 : Description schématique des effets des toxines urémiques sur les maladies

cardiovasculaires dans la maladie rénale chronique.

2.3 METHODES

Pour atteindre pleinement I'objectif et fournir une explication complete qui tienne en
compte les dernieres mises a jour sur le sujet, nous avons effectué une revue de littérature
exhaustive sur toutes les études publiées entre 2002 et 2022 (Annexe 1). Nous avons
systématiquement effectué une recherche bibliographique (dans la base de données
PubMed, jusqu'au 28 février 2022 qui était le dernier temps avant la soumission de l'article
pour publication) pour identifier les publications évaluant I'effet des TUs sur les MCV chez
les adultes atteints de MRC, en combinant les mots-clés suivants : (“Chronic kidney disease”
OR “renal impairment” OR “kidney disease” OR “chronic kidney failure” OR “chronic renal
failure”) AND ("Cardiovascular disease” OR “vascular calcification” OR "oxidative stress” OR
“coronary artery disease” OR “atherosclerosis” OR “peripheral artery disease” OR
“cardiovascular damage” OR “Cardiovascular Diseases” [Mesh] OR “arrythmia” OR “stroke”
OR "“cardiovascular death” OR “myocardial infarction”) AND (“uremic toxin*" OR "uremic
retention solute*” OR “cardiovascular toxin*” OR ” indoxyl sulfate” OR “p-Cresyl sulfate” OR
“p-cresyl glucuronide ” OR “indole-3-acetic acid "“OR" hippuric acid” OR "kynurenic acid” OR

"kynurenine”  OR  “3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-  furanpropanoic  acid” OR
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“Phenylacetylglutamine” OR “trimethylamine N-oxide”) AND (“in vivo” OR “in vitro” OR
“animal*” OR “cohort” OR “study” OR “clinical” OR "human” OR “patients”). Au total, 256
articles ont été analysés. Nous avons exclu 9 études sur la pédiatrie, 94 revues et méta-
analyses, et 15 études portant sur d'autres TUs que celles alimentaires ou intestinales. Au
total, 138 articles originaux ont été sélectionnés, et ont fait I'objet d'une publication d'un
revue narrative en 2022 '. Sauf qu’en Juin 2023, la publication d'un des articles cités dans
notre revue 32 a été rétractée, ce qui fait que les résultats de cet article ne seront plus inclus

dans la présente these.
2.4 RESULTATS

2.4.1 Maladies cardiovasculaires

Nous avons décrit dans la partie 1.7.3.2. de l'introduction que les MCV sont plus
prévalentes chez les patients atteints de MRC que chez les individus dans la population
générale, et qu'elles peuvent étre classées en tant que MCV athéromateuses et non-
athéromateuses en bien expliquant chacune. Nous allons rajouter dans cette revue
narrative une 3¢ classification des MCV qui ne sont ni athéromateuses ni non-
athéromateuses, ci-apres dénommées « MCV autres que athéromateuses et non-
athéromateuses ». Cette classe inclut I'agrégation plaquettaire, la formation de thrombose
et le dysfonctionnement des CE. De nombreuses études ont souligné les dommages
vasculaires causés par la MRC. En effet, la progression de la MRC est étroitement liée a
I'augmentation des niveaux de stress oxydatif et d'inflammation, lesquels sont eux-mémes
responsables de I'augmentation des lésions cardiovasculaires et de la mortalité . Il a été
aussi frequemment démontré que la MRC est associée a une augmentation de I'activation

! et du risque de thrombose veineuse et artérielle %443, Sachant que les

plaquettaire '
patients atteints de MRC subissent fréquemment des procédures endovasculaires ; le risque
de thrombose post-angioplastie ou de thrombose de I'acces vasculaire est significativement
élevé dans cette population a haut risque, plagant la MRC en tant que deuxieme facteur de

risque de complications post-opératoires 44,
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2.4.2 Toxines urémiques et risque de maladies cardiovasculaires

Certaines TUs sont associées a une majoration du risque de MCV chez les patients
atteints de MRC. Plusieurs études in vitro, in vivo et observationnelles ont évalué a I'impact
des TUs d'origine alimentaire et intestinale sur le risque cardiovasculaire. Nous allons
présenter dans cette partie les derniers résultats selon le type d'étude, et selon le type de
MCV : athéromateuses, non-athéromateuses, et autres types de relations qu‘avec les

maladies cardiovasculaires athéromateuses et non-athéromateuses.
2.4.2.1 Données expérimentales : études in vitro

Cette sous-partie résume les études in vitro qui évaluent I'impact des TUs sur les MCV
dans un contexte de MRC. Concernant les TUs liées aux protéines, la plupart des études
suivantes ont ajouté de I'albumine sérique humaine. Cette addition devrait étre prise en
compte dans un tel contexte, et surtout lors de I'interprétation des résultats afin de refléter

leurs effets cliniques réels ',

Des résultats récents ont démontré que les TUs contribuent aux MCV par divers
mécanismes, dont les plus importants sont le dysfonctionnement endothélial et la
calcification vasculaire causés principalement par le stress oxydatif et l'inflammation. Par
exemple, une étude récemment parue'®, sur les CE microvasculaires cutanées humaines
primaires, a montré que les indoles dérivés du tryptophane (IS, kynurénine et KA) étaient
associés a l'aggravation de la maladie artérielle périphérique. Ces TUs ont activé I'AhR, et
donc diminué l'activité de Wnt/B-caténine provoquant ainsi un dysfonctionnement de la CE

et une altération de I'angiogenese.

Des études sur différents modeles in vitro ont révélé que I'lS, I'IAA, le PCS, I'HA, le

phosphate et I'urée engendraient un stress oxydatif en augmentant la production d'espéces

146-153 154

réactives de I'oxygene ou en activant la production de radicaux libres "%, contribuant

ainsi au dysfonctionnement endothélial et a I'apoptose. Itoh et al. ™°

ont rapporté que I'lS
induisait une production d'espéces réactives de I'oxygéne nettement plus importante que

celle observée avec le CMPF.
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Shang et al. ™°®

ont conclu que I'lS, I'lAA et I'HA augmentaient les niveaux de miR-923,
un microARN induit par le stress oxydatif dans les CE et qui est impliqué dans
I'athérosclérose. De plus, I'lS était impliqué dans la physiopathologie de I'athérosclérose en
augmentant I'expression des molécules d'adhésion : molécule d'adhésion intercellulaire-1,
molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1, protéine chimiotactique monocytaire-1 et e-

157,158

sélectine , et en activant la voie de la protéine kinase activée par le mitogéne p42/44

favorisant ainsi la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires ™,

Des expériences sur les CE de la veine ombilicale humaine ont démontré que le PCS
avait un effet néfaste sur les CE en (i) stimulant directement la kinase associée a la protéine
Rho ' (ii) augmentant I'expression de la Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) oxydase et donc la production d'espéces réactives de I'oxygéne '8, (iii) induisant
la libération de microparticules endothéliales 7, et (iv) inhibant (avec I'lS) la prolifération et
la réparation des lésions endothéliales '®. Le phosphate (la TU la plus étudiée in vitro)
endommage également les CE. L'exces de phosphate a bloqué la progression de la phase
G1/S, réduisant ainsi la prolifération des CE '%, et a également réduit I'expression de
I'annexine Il rendant ainsi les CE plus rigides 4. Dans des expériences sur des anneaux
aortiques, un exces de phosphate a provoqué une vasoconstriction : il a augmenté la
contraction induite par la phényléphrine et a diminué la relaxation induite par I'acétylcholine
165 De plus, il a accéléré le dépdt de calcium sur les parois des artérioles et a diminué la
vasodilatation ainsi que la production d'oxyde nitrique dans les cellules musculaires lisses
vasculaires humaines '%. L'urée a également perturbé les CE, soit par un effet direct sur les
cellules, soit indirectement par la carbamylation des protéines. Elle a facilité |'activation des
voies pro-athérosclérotiques : Elle a provoqué la formation excessive de pieges
extracellulaires de neutrophiles dans les CE de la veine ombilicale humaine 7, a altéré les

168

jonctions cellule-cellule dans une lignée de CE humaines immortalisées '°, a induit

I'expression de la protéine BAD associée a la mort des cellules musculaires lisses aortiques

humaines '6?

, et a inhibé la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (enzyme clé
impliquée dans la glycolyse) et la prostacycline synthase (substance chimique produite

notamment dans les CE permettant la régulation de l'inflammation et de la coagulation
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52 En termes d'effet indirect, la

sanguine) au niveau des CE aortiques humaines
carbamylation des lipoprotéines de haute densité (HDL) a inhibé la migration, I'angiogenése
et la prolifération des CE, et donc les fonctions de réparation endothéliale '"°. TMAO a
contribué aux processus d'athérosclérose dans divers modéles. Il a favorisé I'adhésion des
leucocytes aux CE, le dysfonctionnement endothélial et la calcification vasculaire en activant

I'inflammasome nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing family, pyrin domain-

containing-3 connu sous NLRP3 et les signaux du facteur nucléaire kappa B 171174,

Plusieurs mécanismes menent a la calcification vasculaire. Des études sur les cellules
musculaires lisses aortiques humaines ont montré que I'lS induisait la calcification aortique
en activant la voie de signalisation du facteur nucléaire kappa B '°, en réduisant I'expression
de Klotho (récepteur du FGF-23) 76, et en induisant la génération d'espéces réactives de
I'oxygene et I'expression de NADPH oxydases, de la phosphatase alcaline et de
I'ostéopontine €. Dans I'étude de Bouabdallah et al. 77, I'lS et le phosphate ont induit la
sécrétion d'interleukine-8 par les CE, favorisant ainsi la calcification vasculaire. De plus, le
phosphate a favorisé la calcification de la matrice extracellulaire et a augmenté |'expression
des marqueurs d'ostéoblastes par les cellules musculaires lisses vasculaires 8. Un milieu
riche en phosphate a activé la signalisation du récepteur toll-like 4 et du facteur nucléaire

kappa B 17

et a augmenté l'expression de l'aldostérone-synthase, ce qui a induit la
transdifférenciation ostéogénique et la calcification des cellules musculaires lisses
vasculaires '8, Dans une étude portant sur les cellules mononucléaires du sang périphérique,
le phosphate a modulé I'expression de miR-223 et a réduit I'ostéoclastogenése '8, Il a induit
la différenciation ostéoblastique dans les cellules musculaires lisses vasculaires 82, a réduit
I'expression du perlécan et a induit I'expression de la protéine morphogénétique osseuse 2
(impliquée dans les voies de transdifférenciation ostéogénique) dans des anneaux aortiques
de rat (ex vivo) et des cellules musculaires lisses vasculaires humaines '8, Enfin, le phosphate

a médié la calcification vasculaire en augmentant |'activité de la phosphatase alcaline dans

les cellules musculaires lisses vasculaires 184,

Il a été montré que I'lS contribue aux MCV a travers les associations avec I'arythmie,

I'hypertrophie cardiaque et la fibrose. L'effet arythmogéene de cette TU a été évalué dans les
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cardiomyocytes embryonnaires de rat : I'lS a inhibé le canal ionique potassique, prolongeant

ainsi le potentiel d'action et l'intervalle QT, et induisant une dépolarisation précoce '8

| 186

Lekawanvijit et a étaient les premiers a démontrer I'effet fibrotique de I'lS; cela a été

confirmé plus tard par Liu et al. ¥,

L'[S a exercé des effets pro-fibrotiques, pro-
hypertrophiques et pro-inflammatoires en activant les voies de protéine kinase activée par
les mitogénes et du facteur nucléaire kappa B 88’ De plus, I'lS a augmenté la synthése de
collagene dans les fibroblastes cardiaques chez les rats, a favorisé I'hypertrophie des

myocytes, et a stimulé I'expression du facteur de nécrose tumorale-alpha et de l'interleukine-

6 186

Les indoles sont également connus pour avoir un effet prothrombotique. Nous avons
vu que I'lS et I'lAA activaient I’AhR: ceci conduit a une augmentation de I'expression du
facteur tissulaire 8% Gao et al. " ont démontré que I'lS et I'|AA endommageaient les

globules rouges, ce qui pourrait entrainer la formation de caillots sanguins.

Les TUs présentent également des effets indirects sur les MCV. En particulier, le CMPF
a inhibé la sécrétion d'insuline "%, et I'urée a augmenté I'expression des adipokines, a savoir

la retinol binding protein 4 et la résistine "%,
2.4.2.2 Données expérimentales: études in vivo

Nous allons présenter ci-apres les études animales qui évaluent I'impact des TUs sur

les MCV athéromateuses ou non.

Maladies cardiovasculaires athéromateuses

Arinze et al. 101102

ont étudié I'effet des indoles dérivés du tryptophane sur les
maladies artérielles périphériques en utilisant des modeles de souris avec MRC induite par
I'adénine et des modéles de souris auxquels de I'lS a été administré % Comme ils I'ont
montré dans les modeles in vitro (présenté dans la partie 2.3.2.1), I'lS, la kynurénine et la KA
ont également augmenté l'activité de I'AhR dans ces modeéles in vivo, entrainant donc la
suppression de la voie Wnt/B-caténine. Ce phénomene a conduit a une angiogenese altérée

et a provoqué une ischémie des membres inférieurs. Cette complication de maladies
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artérielles périphériques a également été observée par Hung et al. et Matsumoto et al. 419,

qui ont conclu que I'lS diminuait la mobilisation des cellules progénitrices endothéliales et
altérait la néovascularisation ', et que le TMAO a altéré les facteurs relaxants dérivés de
I'endothélium 9. Les résultats des études in vivo suggérent que le PCS, I'HA, I'urée et le
TMAO contribuent a I'accélération de I'athérosclérose. Dans une étude menée sur des souris
ApoE(-/-) ayant subi une néphrectomie de 5/6, Han et al. '°® ont montré que le PCS induisait
la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et perturbait

I'équilibre entre les métalloprotéinases matricielles et les inhibiteurs de métalloprotéinases.

| 153 | 156

Huang et a et Shang et a ont complété leurs résultats in vitro en étudiant le rOle de
I'HA dans l'induction de I'athérosclérose dans des modeles animaux. L'HA a provoqué un
stress oxydatif et une dysfonction endothéliale, a altéré la vasodilatation dépendante de

153 et a induit la miR-92a ™. Des études récentes ont révélé que le TMAO est

I'endothélium
également impliqué dans l'induction de ['athérosclérose. Il a activé I|'expression de
composants des voies de signalisation CD36/ protéines kinases activées par des agents
mitogénes et le facteur nucléaire kappa B 9%, favorisant ainsi la formation de cellules

197 et I'inflammation vasculaire 8. De plus, Koeth et al. ' ont montré que le

spumeuses
TMAO était lié a des évenements cardiaques majeurs, principalement des IDM et des AVC.
Massy et al. ont confirmé le réle de I'urée 2% et ont conclu que ce composé aggravait

I'athérosclérose en favorisant la calcification des artéeres.

Maladies cardiovasculaires non-athéromateuses

Il a été montré qu'en plus des MCV athéromateuses, I'lS, le PCS, le phosphate et I'urée
ont favorisé les MCV non-athéromateuses en général et la calcification vasculaire en
particulier. L'lS et le PCS ont induit une calcification sévere de l'aorte et des arteres
périphériques : I'lS a diminué la production d'oxyde nitrique et augmenté la phosphorylation

201

de l'oxyde nitrique synthase endothéliale <°', et I'lS et le PCS ont activé les voies

d'inflammation et de coagulation %2, Selon Chen et al. "5, I'lS a favorisé la calcification
aortique en réduisant I'expression de Klotho. De plus, Muteliefu et al. 2% et Adijiang et al.
204,205

ont montré que I'lS accélérait I'épaississement de la paroi aortique et la calcification

vasculaire suite a I'augmentation de I'expression de p16, p21, p53, pré-laminine A et de la
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protéine spécifique des ostéoblastes qui induit la sénescence des cellules musculaires lisses
vasculaires. Le phosphate a également induit la calcification des cellules musculaires lisses

206

vasculaires et a été associé a la calcification artérielle médiale 2°72%% Un excés de

phosphate a augmenté I'expression du facteur de nécrose tumorale alpha, des marqueurs

ostéochondrogéniques 2%, ainsi que du facteur de transcription runt-2 de I'aorte 2'°

, ce qui
a induit une inflammation systémique et la calcification des cellules musculaires lisses
vasculaires. Chez des rats males Sprague-Dawley ayant subi une néphrectomie de 5/6, des
concentrations élevées en phosphate ont provoqué une calcification médiale en augmentant

I'activité de la phosphatase alcaline non spécifique du tissu 2'.

Les TUs ont contribué a la fibrose cardiaque, a I'arythmie et a I'hypertrophie
cardiaque. L'exposition a I'IS a aggravé la fibrose cardiaque et I'hypertrophie des
cardiomyocytes en augmentant le stress oxydatif et en diminuant les défenses antioxydantes

214 ont augmenté I'arythmogenése

212213 Chen et al. ont montré que ces changements
atriale. Des concentrations élevées de phosphate ont également conduit a I'hypertrophie
cardiaque et a la fibrose 2" Il a été démontré que des concentrations élevées de phosphate
ont entrainé une réduction des niveaux de Klotho dans les modéles murins de MRC 2™, De
plus, des concentrations élevées d'urée ont conduit a une microangiopathie systémique, une
hypoxie tissulaire et une angiogenése dysfonctionnelle 2'®. Des concentrations élevés d'urée
ont également induit une inflammation systémique, responsable de I'épaississement de
I'artére sous-épicardique 2", La toxicité du PCS était liée a une augmentation de I'expression
de la NADPH oxydase et de la production d'especes réactives de I'oxygeéne chez des souris

néphrectomisées a 5/6; ces changements ont contribué a I'apoptose des cardiomyocytes,

qui a son tour a aggravé le dysfonctionnement diastolique 2'8,

Autres types de relations gu'avec les maladies cardiovasculaires athéromateuses et

non-athéromateuses

Il a été suggéré que I'lS, la kynurénine et le TMAO augmentent le risque de
thrombose. L'IS a augmenté |'expression et l'activation du facteur tissulaire de maniere

dépendante de I'AHR aprés injection d'IS chez la souris %4 De plus, I'lS a activé la
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signalisation des voies d'especes réactives de |'oxygene/protéines kinases activées par des
agents mitogenes p38 et réduit I'expression de Klotho, ce qui aggraverait I'effet sur

I'agrégation plaquettaire et la formation de thrombus 2'°.

La kynurénine a causé la
coagulation suite a une lésion vasculaire 22°. Zhu et al. 2" ont conclu que le TMAO a renforcé

I'hyperréactivité plaquettaire et a ainsi contribué au risque de thrombose.

Plusieurs mécanismes favorisent la dysfonction des CE. Chez les rats néphrectomisés
a 5/6, I'urée a augmenté la production d'especes réactives de I'oxygene, induisant ainsi un
stress oxydatif dans la circulation systémique 193222223 De plus, une augmentation du TMAO

circulant a été associée a une diminution de la production d'oxyde nitrique 224,

Le stress oxydatif induit par |'urée contribue également a la résistance a l'insuline.
L'urée a augmenté le stress oxydatif et la O-GIcNAcylation des protéines, perturbant ainsi la
sécrétion d'insuline et la glycolyse 22?2, D'Apolito et al. '3 ont montré que I'urée a augmenté
la production d'espéces réactives de I'oxygene et a favorisé la résistance a l'insuline et
I'intolérance au glucose. L'IS et le PCS engendrent aussi des effets indirects, étant donné
qu'ils étaient fortement associés a une altération de I'homéostasie du glucose, et donc a

I'nyperglycémie et a la résistance a I'insuline %%, Koppe et al. 2%°

ont conclu que le PCS
seulement (mais non pas le PCG) induisait une résistance a l'insuline en activant les kinases
régulées par des signaux extracellulaires, modifiant ainsi la signalisation de I'insuline dans le
muscle squelettique 22°. En outre, les résultats in vitro de Nagy et al. ' sur le réle du CMPF

dans la promotion de la résistance a l'insuline ont été confirmés in vivo 1%,

2.4.2.3 FEtudes observationnelles

Certaines études observationnelles visaient a élucider I'association entre les TUs et les

MCV athéromateuses et/ou non-athéromateuses chez les patients atteints de MRC.

Maladies cardiovasculaires athéromateuses et non-athéromateuses

Chez 147 patients atteints de MRC (stade 1 a 5), des concentrations plasmatiques
élevees d'IS étaient associées a des évenements cardiovasculaires majeurs indépendamment

du DFGe et de I'état nutritionnel 22”. De méme, Dou et al. ont montré une association
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significative entre les concentrations sériques d'IAA et la survenue des évenements
cardiovasculaires majeurs chez 120 patients atteints de MRC (stades 3 a 5), méme apres des

228 5 trouvé une

ajustements multiples . Une étude récente menée par Konje et al.
association positive entre la kynurénine et les MCV athéromateuses et non-athéromateuses
incidentes, y compris les IDM, I'angine de poitrine, la chirurgie de pontage coronarien,
I'angioplastie/stent d'une artére coronaire, les AVC, la maladie artérielle périphérique,
I'insuffisance cardiaque congestive et les arythmies chez des patients atteints de MRC
(stades 1 a 5). Wu et al. 222 ont montré que des concentrations sériques élevées de PCS libre
étaient associées a la mortalité cardiovasculaire chez les patients hémodialysés. Une étude

menée par Liabeuf et al. 23

a démontré que les concentrations sériques de PCG étaient
positivement corrélées a la mortalité cardiovasculaire, indépendamment des prédicteurs de
survie. Ces résultats montrent que méme si le PCG est le métabolite minoritaire du p-crésol,
il semble avoir une association avec la mortalité similaire a celle du PCS et de I'lS. Plusieurs
études ont confirmé le lien entre le phosphate et les MCV et la mortalité. Chez 13 292
patients atteints de MRC de stades 3 a 5, le phosphate sérique était positivement corrélé a
un risque accru d'AVC incident, d'attaque ischémique transitoire, d'IDM, de maladie

231 Une

coronarienne avancée, d'insuffisance cardiaque incidente et de mortalité
concentration sérique élevée de phosphate était significativement associée a la mortalité
cardiovasculaire dans de nombreuses études 23223>. De maniére similaire, des concentrations
sériques élevées de TMAOQO étaient associés a des évenements cardiovasculaires et a la
mortalité chez les patients hémodialysés, y compris des évenements coronariens, des

arythmies, une mort cardiaque subite et une insuffisance cardiaque congestive 23,

L'urée a des effets directs et indirects sur les événements cardiovasculaires chez les

%9 a3 montré une

patients atteints de MRC. Une étude récente menée par Laville et al.
association directe entre des concentrations sériques élevées d'urée et un risque accru de
MCV athéromateuses, non-athéromateuses, et de mortalité chez des patients pré-dialysés.
Il existe diverses hypothéses pouvant expliquer la toxicité des concentrations élevées d'urée,
notamment la carbamylation des protéines (une modification post-traductionnelle des

protéines avec diverses conséquences biologiques, principalement liées a I'athérogenese)
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237 Berg et al. 28 ont affirmé que des concentrations élevées d'urée étaient positivement
corrélées avec la carbamylation de l'albumine sérique et ont suggéré que cette

carbamylation avait un impact sur les MCV et la mortalité.

Toutes les études mentionnées ci-dessus ont conclu qu'il existait une association
significative et indépendante entre différentes TUs et le risque de complications
cardiovasculaires. Cependant, quelques études n'ont pas trouvé d'association apres
ajustement sur les facteurs de confusion, et d'autres n'‘ont trouvé aucune association entre
certaines TUs et la morbidité/mortalité cardiovasculaire. L'étude Chronic Renal Insufficiency
Cohort (CRIC) menée par Chen et al. 2 a inclus 3 407 patients atteints de MRC mais sans
défaillance rénale. Les résultats ont montré qu'une clairance rénale de 24h plus faibles des
solutés urémiques IS, KA et PCS étaient associées a l'incidence de l'insuffisance cardiaque et
de I'IDM. Cependant, cette association n'était pas statistiquement significative apres
ajustement sur le DFGe. Dans |'étude HEMO, Shafi et al. 24° ont conclu que I'lS, le PCS, la PAG
et 'HA n'étaient pas associés a des évenements cardiovasculaires (événements coronariens,
maladie vasculaire périphérique, maladie cardiaque ischémique, insuffisance cardiaque
congestive ou arythmies). Toutefois, des concentrations élevées d'IS étaient prédictives de
la mort cardiaque et de la mort subite chez les patients présentant un taux d'albumine plus
bas. Il a été démontré que des concentrations sériques élevées de CMPF n'étaient pas
associées a aucun type de MCV chez des patients hémodialysés 3, et que des concentrations
de phosphate plus élevées étaient associées a une augmentation de la mortalité
cardiovasculaire chez des patients atteints de MRC du stade 1 a 4, mais cette derniere
association n'était pas statistiquement significative aprés ajustement sur le DFGe 2!, Dans

une étude portant sur 235 patients sous hémodialyse, Kaysen et al. 4

n‘ont pas trouvé
d'association significative entre le TMAO et les hospitalisations cardiovasculaires ou la

mortalité.

Bien que certaines études aient examiné I'association des TUs a la fois avec les MCV
athéromateuses et non-athéromateuses, de nombreuses études se sont concentrées soit sur

['une soit sur 'autre.
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Maladies cardiovasculaires athéromateuses

Dans une étude portant sur 100 patients hémodialysés, des concentrations sériques
élevées d'IS et de PCS étaient associées a la maladie artérielle périphérique et a des
marqueurs d'artériosclérose 243, En plus, Arinze et al. 1% ont confirmé leurs résultats in vitro
et in vivo de |'effet des indoles dérivés du tryptophane sur la maladie artérielle périphérique
dans deux cohortes. La 1°® cohorte incluant 20 patients hémodialysés a conclu que des
concentrations plasmatiques élevées d'IS, de kynurénine et de KA étaient associées a une
diminution significative de la prolifération et de la migration des CE, par rapport a 15 témoins
102 | 3 2¢me est une étude cas-témoins emboitée issue d'une cohorte de patients atteints de
maladie artérielle périphérique des membres inférieurs qui ont été suivis pendant 2 ans pour
les évenements cliniques liés a la maladie artérielle périphérique. Des concentrations
plasmatiques élevées d'IS, de kynurénine et de KA étaient associées a un risque accru de
survenue ou d'aggravation de : claudication, ischémie critique chronique des membres,
thrombose de stent, toute amputation, sténose/resténose, et nouvelles procédures de

revascularisation '°2. Des concentrations plasmatiques élevées de kynurénine et de KA

étaient associées a I'épaisseur intima-média chez 106 patients atteints de MRC 244,

Shafi et al. % ont conclu que des concentrations sériques plus élevées d'IS, de PCS,
de PAG et d'HA étaient associées a un plus grand risque d'évenements cardiovasculaires
athérosclérotiques fatals ou non fatals chez des patients sous hémodialyse. Des études
antérieures avaient déja montré que des concentrations sériques élevées d'IS étaient
associées a des évenements cardiovasculaires athérosclérotiques chez des patients avec une
MRC 246247 ne étude sur 70 patients en pré-dialyse a conclu que I'lS était un marqueur de
prédiction des MCV 246, Dans une cohorte de 224 patients hémodialysés, les concentrations
plasmatiques d'IS ont montré une corrélation négative significative avec la HDL, et elles
étaient associées a des lésions athérosclérotiques %4’. Une étude plus ancienne menée par

Lin et al. *¥®

en 2010 a montré que des concentrations sériques élevées de PCS étaient
significativement associées a des évenements cardiovasculaires athérosclérotiques. En 2016,
Poesen et al. ont réalisé deux analyses complémentaires des données de I'étude Leuven Mild-

to-Moderate CKD. Une analyse complémentaire a montré qu'un rapport plus bas entre PCS
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et PCG sériques, ainsi que des concentrations élevées de PCS et PCG totals, étaient associés
a des événements cardiovasculaires athérosclérotiques fatals et non fatals 24°. L'autre analyse
a démontré que des concentrations sériques élevées de PAG étaient associées aux MCV
méme apres ajustement sur I'age, le sexe, la présence de diabéte, les antécédents de MCV
et le DFGe. Par conséquent, une augmentation des concentrations de PAG a été considérée
comme un facteur de risque indépendant pour les MCV majeures (notamment I'IDM et

I'AVC) 2°0,

L'étude de I'association entre le PCS et les MCV athéromateuses remonte a une étude
menée en 2010 sur 202 patients atteints d'angine de poitrine stable et en phase précoce de
MRC, montrant qu'une concentration plasmatique élevée de PCS était associée a la maladie
coronarienne et corrélée a la gravité de la maladie 2*'. L'association dans la MRC entre
I'hyperphosphatémie et les maladies athérosclérotiques a été signalée pour la premiere fois
a partir 2002 2 et puis de nouveau récemment >3, Chez 1203 patients atteints de MRC non
dialysés, des concentrations sériques élevées de phosphate étaient associées a une
augmentation du risque de MCV athéromateuses fatales >>4. L'hyperphosphatémie était
associée a I'IDM dans une étude représentative de 3490 patients atteints de MRC 2*°. Le
TMAO est la TU la plus fréquemment étudiée dans les modeles animaux en ce qui concerne
son lien avec les MCV athéromateuses. Depuis 2016, plusieurs cohortes ont confirmé ces
résultats. Des concentrations élevées de TMAO étaient positivement corrélées a
I'athérosclérose coronarienne dans une étude portant sur des patients avec MRC (stade 1 a
5) 256 et aux événements cardiovasculaires ischémiques dans une autre étude portant sur

2529 patients de stade 3b ou 4 de la MRC 7.

Une seule étude (menée par Melamed et al. ) chez des patients hémodialysés n'a

pas réussi a trouver une association entre IS ou PCS et les MCV athéromateuses fatales.

Maladies cardiovasculaires non-athéromateuses

Alors que le TMAO est le composé le plus étudié en ce qui concerne I'effet des TUs
sur les MCV athéromateuses in vivo, celui le plus étudié pour les MCV non-athéromateuses

est I'IS. La plupart des études cliniques observationnelles ont confirmé I'association entre I'lS
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et la calcification vasculaire. Une étude récente portant sur des hommes pré-dialysés aux
stades 2 a 5 de la MRC évaluant I'lS, I'lAA, le PCS, le PCG et I'HA a montré que chaque TU
était indépendamment et significativement associée avec la dysfonction cardiaque
subclinique 2*°. Cao et al. 2%° et Shimazu et al. 2" ont rapporté que des concentrations
plasmatiques élevées d'lS étaient associées a l'insuffisance cardiaque 2°%%%7 et au déces
cardiaque %" chez les patients avec MRC. Dans une étude sur 204 patients atteints de MRC
ayant une fonction ventriculaire gauche préservée, des concentrations plasmatiques plus
élevées d'IS étaient associées a un risque élevé de dysfonction diastolique du ventricule
gauche 22, Dans une cohorte menée par Barreto et al. sur des patients & différents stades
de la MRC %%, les concentrations sériques d'IS étaient indépendamment associées a la vitesse
de I'onde de pouls et a la calcification aortique, et le tertile d'IS le plus élevé était associé a
la mortalité cardiovasculaire. Une étude menée par Liabeuf et al. 2% en 2010 sur des patients
a différents stades de la MRC a démontré qu'une concentration sérique élevée de PCS total
et libre était significativement associée a la calcification vasculaire, et le PCS libre a été
identifié comme associé a la mortalité cardiovasculaire. L'HA a également été étudié en 2018;
des concentrations élevées d'HA étaient significativement associées a I'hypertrophie du
ventricule gauche chez les patients hémodialysés 2%°. Plusieurs études ont montré que
I'hyperphosphatémie était associée a la calcification vasculaire %7268, Petchey et al. 2% ont
en outre signalé que le phosphate sérique était positivement corrélé a la vitesse de I'onde
de pouls et donc a la rigidité artérielle chez des patients atteints de MRC avec un DFGe entre
25 et 60 mL/min/1,73m? Dans une cohorte de 6814 patients atteints de MRC, une
concentration sérique élevée de phosphate était associée a la calcification vasculaire et

valvulaire %%’. De plus, Ix et al. 2%

ont conclu que I'hyperphosphatémie était fortement
associée a la rigidité artérielle périphérique chez les patients avec MRC. Comme mentionné
précédemment, l'urée exerce sa toxicité de maniere indirecte via la carbamylation des
protéines. Chez 1255 patients avec une MRC traitée par hémodialyse, des concentrations
plus élevées d'urée étaient associées a des taux sériques élevés d'albumine carbamylée, et

le tertile supérieur de l'urée était positivement corrélé avec l'insuffisance cardiaque et

I'arythmie 27°,
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Autres types de relations gu'avec les maladies cardiovasculaires athéromateuses et

non-athéromateuses

De nombreuses études observationnelles ont mis en évidence |'effet nuisible des TUs
sur les CE. Une étude incluant des patients pré-dialysés aux stade 1 a 5 de la MRC menée

par Glorieux et al. 2’

en 2021 a démontré que des concentrations sériques élevées d'IS,
d'lAA, de PCS, de PCG et d'HA étaient corrélées a des marqueurs de dommages
endothéliaux, principalement I'angiopoiétine-2, qui est une protéine jouant un réle essentiel
dans I'angiogenese et qui est impliquée dans I'épaississement de I'intima-média de I'artere
carotide, la rigidité artérielle et I'nypertrophie du ventricule gauche 2’272 Dans une étude
menée par Wang et al. 2’3 en 2019 sur des patients pré-dialysés, des concentrations sériques
élevées d'IS étaient négativement corrélées avec les valeurs de l'indice de réactivité
vasculaire. Une étude menée par Jourde-Chiche et al. >’# chez des patients hémodialysés a
révélé que des concentrations sériques élevées d'IS, d'IAA et de PCS étaient associées a un
faible nombre de cellules progénitrices endothéliales. Meijers et al. '®' ont étudié le PCS in
vitro et dans une cohorte de patients hémodialysés ; des concentrations sériques élevées de
PCS étaient associées a la présence de microparticules endothéliales circulantes. En 2009 et
2010, Pawlak et al. ont étudié la toxicité de la kynurénine et de son métabolite le KA chez
des patients atteints de MRC ; les deux étaient associés a un stress oxydatif éleve, a
I'inflammation et a une dysfonction des CE 24275276 |es chercheurs ont trouvé que les
concentrations plasmatiques de KA étaient positivement associées a I'inhibiteur de la voie
du facteur tissulaire et négativement associées au fragment 1 + 2 de la prothrombine chez

des patients avec MRC sous traitement conservateur 27

et chez des patients sous dialyse
péritonéale 2’8, Pawlak et al. ont également conclu que les concentrations plasmatiques de
kynurénine étaient positivement associées a la thrombomoduline et au facteur de von
Willebrand (deux marqueurs de la dysfonction des CE) chez des patients au stade terminale

de la MRC 272,

De plus, des concentrations sériques élevées de kynurénine et de KA étaient
indépendamment et significativement associées a une hypercoagulabilité chez les dialysés

280 Des concentrations sériques élevées d'lS et de kynurénine pourraient contribuer aux
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S 220,281

complications post-angioplastie. Des concentrations élevées d'l et de kynurénine 2%

étaient associées a la thrombose post-angioplastie chez les dialysés.

Il est important de noter que des concentrations élevées de PCS libre et de PCG libre
avaient |'association la plus forte avec les MCV méme apres avoir ajusté pour le DFGe dans

une étude de patients pré-dialysés aux stade 1a 5 de la MRC 2",
2.5 CONCLUSION

Nous avons principalement passé en revue des TUs dérivées de l'intestin vu que la
plupart d'entre elles sont des solutés liés aux protéines qui sont difficiles a éliminer du
plasma par les méthodes classiques de dialyse, et leur accumulation dans la circulation est
associée a de nombreux effets néfastes notamment les complications cardiovasculaires.
Nous avons également passé en revue le phosphate et I'urée, dont la toxicité est connue
depuis longtemps mais qui est encore en cours d'exploration. Les MCV posent un probleme
majeur chez les patients atteints de MRC et constituent la principale cause de déces au sein
de cette population 82, Des stratégies visant a modifier les concentrations de TUs ont été
décrites dans des revues précédentes 8282 Une approche combinée, ciblant a la fois les TUs
et d'autres aspects de la MCV, pourrait étre nécessaire pour prévenir ces complications. |l
est a noter que la relation entre la MRC et les MCV est bidirectionnelle : les MCV peuvent
également avoir un impact sur la santé rénale, causant des lésions rénales et la progression

de la maladie, ce qui crée le syndrome cardio-rénal 2%,
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3 CHAPITRE 3: KYNURENINE ET RISQUE D'EVENEMENTS

CARDIOVASCULAIRES

3.1 RESUME

Contexte : La kynurénine est une TU liée aux protéines dont les concentrations sériques sont
augmentées en cas de MRC. Des études expérimentales ont montré que la kynurénine
exercait des effets cardiovasculaires déléteres. Nous avons cherché a évaluer une association
entre les concentrations sériques de kynurénine et les évenements cardiovasculaires fatals

ou non fatals et la mortalité toutes causes confondues chez les patients atteints de MRC.

Méthodes : L'étude CKD-REIN est une cohorte prospective de personnes atteintes de MRC
ayant un DFGe <60 ml/min/1,73 m? Des échantillons congelés des TUs a l'inclusion ont été
mesurés a l'aide d'une technique validée de chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem. Des modeles de Cox cause-spécifique ont été utilisés

pour estimer les rapports de risque instantané (HR) pour chaque évenement d'intérét.

Résultats : Parmi les 2406 patients inclus (age médian : 68 ans ; DFGe médian : 25
ml/min/1,73 m?), 52 % avaient des antécédents de MCV. Un doublement des concentrations
sériques de kynurénine libre était associée a une augmentation de 18 % du risque
d'évenements cardiovasculaires [466 événements, HR (IC 95 %) : 1,18 (1,02, 1,33)],
indépendamment du DFGe, des concentrations du tryptophane sérique libre ou d'autres
TUs, des médicaments cardioprotecteurs et des facteurs de risque cardiovasculaires
traditionnels. La kynurénine sérique libre était associée de maniere significative aux
évenements cardiovasculaires non-athéromateux [HR (IC a 95 %) : 1,26 (1,03, 1,50)], mais pas
aux évenements cardiovasculaires athéromateux [HR (IC a 95 %) : 1,15 (0,89, 1,50)].
L'association de la kynurénine sérique libre avec la mortalité cardiovasculaire était également
significative de maniere indépendante [87 événements ; HR ajusté (IC a 95 %) : 1,64 (1,10,
2,40)]. Cependant, I'association de la kynurénine sérique libre avec la mortalité toute cause

n'était plus significative apres ajustement sur le tryptophane sérique libre [311 événements,
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HR (IC 95 %) : 1,12 (0,90, 1,40)].

Conclusion : Nos résultats impliquent que la kynurénine sérique libre, indépendamment
d'autres facteurs de risque cardiovasculaire (y compris le DFGe), est associée aux événements
cardiovasculaires fatals ou non fatals, en particulier des évenements cardiovasculaires non-
athéromateux ; chez les patients atteints de MRC. Les stratégies visant a réduire les

concentrations sériques de kynurénine devraient étre évaluées dans des études ultérieures.
3.2 INTRODUCTION

La plupart des TUs les plus néfastes sont dérivées du métabolisme intestinal des acides
aminés 8. Le métabolisme du tryptophane est le plus étudié dans des travaux antérieurs
étant donné I'implication des TUs qui en dérive (les indoles et les toxines dérivées de la voie

kynurénique) (Figure 9) dans les atteintes vasculaires %1%,

Les résultats de la revue narrative présentés dans le chapitre 2 précédent ont montré
qu'il existe un manque dans la littérature sur |'évaluation de I'effet de la kynurénine, une des
TU dérivée du tryptophane, sur la morbi-mortalité cardiovasculaire chez les pré-dialysés. Par
conséquent, nous avons opté pour |'évaluation de cette toxine en tant que prochain objectif

de notre présente these.

La voie kynurénique est celle la plus fréquente issue du métabolisme du tryptophane,
et la kynurénine est le premier métabolite dérivé de cette voie '°. Comme déja expliqué, les
concentrations sériques de la kynurénine sont augmentées durant la MRC, non seulement
en raison de la diminution de la clairance rénale, mais aussi suite a des altérations du

métabolisme du tryptophane liées a I'état d'inflammation qui est la MRC ',

Les études expérimentales présentées dans la revue du chapitre 2 ont conclu sur |'effet
cardiotoxique de la kynurénine dans la MRC, y compris les maladies artérielles périphériques

et la thrombose 102220,

L'association entre les concentrations de kynurénine totale et les MCV incidentes/la

mortalité toute cause a été surtout rapportée dans la population générale notamment chez
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les personnes agées et chez les patients atteints d'angor stable. Ces études ont porté sur
des effectifs supérieurs a 1000 patients, par exemple 1574 participants dans une étude et

284-287 Cependant, trés peu d’études observationnelles

7010 participants dans une autre
ont montré l'association entre la kynurénine totale et les MCV chez les patients pré-
dialysés %2, aucune des études précédentes n’a étudié I'association avec la mortalité
toute cause chez les pré-dialysés 2%, et aucune n’a inclus dans I’évaluation la fraction
libre 2% de la kynurénine qui est la partie pathologique, dans un large échantillon
représentatif. Le dosage de la fraction libre des TUs liées aux protéines est généralement
complexe, ce qui explique la disponibilité limitée de données sur la kynurénine libre 2%. En
outre, les données sur la kynurénine portent surtout sur leur association avec les MCV du
type athéromateux. En revanche, compte tenu du poids de la MCV non-athéromateuse dans

la MRC, il est important d'évaluer séparément le lien entre la kynurénine et la MCV en

fonction du type athéromateux ou non.

L'objectif de la présente étude était d'évaluer I'association entre les concentrations
sériques de chacun des kynurénine totale et libre (en se concentrant surtout sur cette
derniere fraction qui n'a jamais été considérée dans des études précédentes) et la survenue
d’'un premier événement cardiovasculaire fatal ou non, globalement et par sous-types
des pathologies cardiovasculaires (athéromateux et non-athéromateux), dans un large
échantillon national francais de patients pré-dialysés. Nous avons aussi évalué |'association
indépendante avec la mortalité toute cause avant défaillance rénale, globalement et par

sous-types de mortalité cardiovasculaire ou non cardiovasculaire.
3.3 METHODES

3.3.1 Population

Cette étude a été réalisée a partir des données de la cohorte nationale francaise
« CKD-REIN » présenté dans le sous-chapitre de l'introduction 1.4. ci-dessus. Tous les
patients (3033 patients) ont signé un consentement éclairé avant leur inclusion pour un suivi

annuel de cing ans.
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Cette cohorte a recu les avis favorables du comité de protection des personnes de
Bicétre, de l'International review board (IRBO0003888) de I'Institut national de la santé et de
la recherche médicale (INSERM, Paris, France) et de la Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés. Les détails du protocole de I'étude ont été précédemment

publiés 132,

Afin de répondre aux objectifs de la présente étude, les patients devaient disposer
d'un échantillon biologique disponible pour les déterminations des TUs et du tryptophane
(prélevés dans un tube sec). Les patients n‘ont pas forcément été prélevés pour tous les
types de tubes (héparine, tubes sec, EDTA, ..). 2675 patients ont eu les premiers
prélevements avec un tube sec pour pouvoir doser les toxines. On note aussi qu'il peut
exister des dates de prélevements différentes des dates d'inclusion. La réalité CKD-REIN fait
que les dates de prélevements biobanque ne coincident pas forcément avec les dates de
suivi (inclusion, 2 ans ou 5 ans). L'explication est principalement logistique : un patient
n'ayant pas eu le temps de faire le prélevement biobanque le jour de son inclusion, doit
revenir plus tard pour réaliser ce prélevement. Dans le cadre de ce travail de thése, nous
avons choisi d'inclure les patients ayant la date de prélevement le méme jour que l'inclusion,
ou bien au maximum 3 mois au-dela de I'inclusion a condition que les évenements d'intéréts
(dans la présente étude mortalité toute cause, MCV et défaillance rénale) n'aient pas eu lieu
entre I'inclusion et les 3 mois aprés I'inclusion. Dans la présente étude, nous avons pu étudier
2406 patients avec la majorité prélevée le méme jour que l'inclusion et 99 ayant la date de
prélevement apres la date d'inclusion avec un délai maximal de 3 mois (annexe 5), et avec
1 patient exclu pour lequel son échantillon n'a pas été analysé car le tube était vide donc

pas de sérum a analyser.

La Figure 15 présente le diagramme de flux de la présente étude.

73



Nombre total de
participants de |'étude
CKD-REIN
(n=3033)

Patients ayant un 1° prélevement
biobanque pour doser les toxines
urémiques a l'inclusion
(n=2675)

Exclus :

- date de prélévement biobanque supérieure
a 3 mois de la date d'inclusion (n=268)

- tube biobanque vide (n=1)

Nombre total de patients
inclus
(n=2406)

Figure 15 : Diagramme de flux de I'étude
3.3.2 Collection des données

Les données de I'étude CKD-REIN sont recueillies par un systeme de collecte de
données en ligne via un cahier d'observation électronique. De nombreuses données sont
recueillies sur les facteurs sociodémographiques et le mode de vie. Les questionnaires
relatifs aux patients ont été complétés par des attachés de recherche clinique qualifiés a
partir des dossiers médicaux, des entretiens avec les patients et a partir d'un auto-

questionnaire rempli par le patient 2%

Ont été collecté les caractéristiques des patients (age, sexe et statut tabagique) ainsi

que leurs antécédents médicaux détaillés, y compris tout antécédent de diabéte, d'HTA, de
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dyslipidémie, de MCV et d'insuffisance rénale aigué. Les patients étaient considérés comme
ayant des antécédents de MCV s'ils avaient déja eu des évenements de maladie
coronarienne, d'AVC, de maladie vasculaire périphérique, d'insuffisance cardiaque,
d'arythmie ou de maladie valvulaire. lls étaient considérés comme diabétiques si la condition
était mentionnée dans leur dossier meédical, s'ils avaient des taux sériques d'HbA1c 27 %,
une glycémie a jeun > 7,0 mmol/L ou une glycémie aléatoire > 11,0 mmol/L, ou s'ils
utilisaient des médicaments antidiabétiques. De méme, les patients étaient considérés
comme hypertendu si cela était mentionné dans leur dossier médical, s'ils avaient une
pression artérielle systolique > 140 mm Hg ou une pression artérielle diastolique > 90 mm
Hg ou s'ils avaient une prescription de médicaments antihypertenseurs, et ils étaient
considérés comme souffrant de dyslipidémie si cela a été indiqué dans leur dossier médical
ou s'ils utilisaient des médicaments hypolipémiants. La pression artérielle, le poids et la taille
des patients étaient évalués lors de la visite chez le néphrologue. L'IMC a ensuite été calculé
par le rapport du poids sur la taille au carré. Tous les patients se sont vu prescrire des
analyses standard de sang et d'urine (telles que recommandées par les autorités sanitaires
francaises pour les soins de routine des MRC), qui ont été effectuées dans leur laboratoire
habituel au début de I'étude, ou dans un laboratoire centralisé pour la mesure de la
créatinine sérique, la CRP et la cystatine C. L'hémoglobine sanguine, le bicarbonate et
I'albumine sériques, ainsi que I'albumine urinaire ou I'’ACR ont également été enregistrés. Le
DFGe a été calculé a partir de la cystatine C a I'aide de I'équation CKD-EPI (2009) donnant le
DFGe le plus précis pour la prédiction du risque cardiovasculaire et de la mortalité '°, et 'ACR
(albuminurie (mg) / creatininurie (g)) était soit mesuré sur le spot urinaire de I'échantillon
prélevé a l'inclusion ou de I'urine de 24h, soit estimé par une équation basée sur des mesures

de protéinurie 2%,

Les informations sur I'utilisation des médicaments ont été obtenues a partir des
prescriptions de médicaments lors de I'entretien a I'inclusion. Il a été demandé aux patients
d'apporter toutes leurs ordonnances de médicaments des trois mois précédents la visite
d'inclusion dans I'étude. Les attachés de recherche clinique ont utilisé un formulaire

électronique (lié au international Anatomical Therapeutic and Chemical [ATC] thesaurus)
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pour saisir les codes standardisés. Les IPPs comprenaient I'oméprazole, I'ésoméprazole, le
pantoprazole, le lansoprazole ou le rabéprazole. Les diurétiques incluaient les diurétiques
thiazidiques, les diurétiques de l'anse ou les diurétiques distaux. Les médicaments
antidiabétiques incluaient les différents types d'insuline, les agents antidiabétiques oraux
(metformine, répaglinide, sulfonylurée, inhibiteurs de I'alpha-glucosidase, inhibiteurs de la
dipeptidyl peptidase-4) ou les agonistes des récepteurs du glucagon-like peptide-1. Les
médicaments antihypertenseurs comprenaient des bétabloquants, des inhibiteurs calciques,
des inhibiteurs du systéeme rénine-angiotensine, des inhibiteurs de I'aldostérone, des
diurétiques ou d'autres (tels que des agents a action centrale). Les médicaments
hypolipémiants comprenaient les statines, les fibrates, les chélateurs des acides biliaires,

I'ézétimibe ou les acides gras oméga-3.
3.3.3 Quantification des toxines urémiques et du tryptophane

Lors du recrutement des patients, des échantillons de sérum ont été prélevés,
immédiatement stockés a 4°C et aliquotés dans les 6 heures sans traitement supplémentaire.
Tous les échantillons CKD-REIN ont été conservés congelés (-80°C) a la Biobanque de
Picardie (numéro BRIF : BB-0033-00017) et expédiés congelés dans un laboratoire de
pharmacologie parisien pour analyse des TUs. Les deux équipes étaient aveugles des
résultats et des caractéristiques des patients. La kynurénine, I'lS, le PCS, I'lAA (qui sont les
TUs inclus dans la présente analyse) et le tryptophane ont été dosées dans le sérum a l'aide
d'une technique validée de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS/MS), comme décrit précédemment 2%°. Ces molécules sont liées aux
protéines, par conséquent, leurs concentrations sériques ont été présentées comme libre et

totale dans les résultats.

Pour déterminer les concentrations totales (correspondant aux fractions libres et liées aux
protéines), 50 uL d'échantillons de sérum ont d'abord été précipités avec 340 uL de méthanol
en présence de 25 plL d'étalons internes marqués aux isotopes. Apres centrifugation pendant
10 min a 9000 g, le surnageant a été évaporé sous courant d'azote puis reconstitué dans 80

uL d'eau.
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Les concentrations libres ont été déterminées par ultrafiltration ; 150 yL de sérum ont été
introduits dans un filtre pour centrifugation de porosité 30 kDa, puis centrifugés a 13 300 g
pendant 20 min. Etant donné que ces molécules sont majoritairement liées a I'albumine (65

kDa, qui ne passe pas a travers le filtre), le filtrat résiduel ne contenait que la fraction libre.

3.3.4 Evaluation des évenements d'intéréts
3.3.4.1 Evénements cardiovasculaires fatals ou non fatals

Les événements cardiovasculaires non fatals ont été saisis a partir des dossiers
médicaux, des comptes rendus d'hospitalisations et de déces, et/ou lors des entretiens
annuels avec les patients au cours des 5 ans de suivi actif. Ces évenements ont été évalués
par un médecin selon les critéres de Cardiovascular and Stroke Endpoint Definition for Clinical
Trials ®8. Tous les décés cardiovasculaires ont ensuite été évalués a l'aveugle par deux

cardiologues.

Les hospitalisations et déces cardiovasculaires ont été enregistrés dans la base de
données CKD-REIN grace aux codages de la Classification internationale des maladies
connue par CIM-10 (primocodage). Ensuite, chaque hospitalisation ou déces codés de cause
cardiovasculaire a été expertisé a partir d'une procédure définie et des fiches de codage afin

de valider ou non le primocodage.

Les évenements cardiovasculaires fatals ou non fatals ont été étudiés en tant

gu’'évenements composites de :

» Anévrysme de l'aorte

> Déces subit

» Ainsi qu'un composite des évenements cardiovasculaires athéromateux et non-
athéromateux pour lesquels la distinction entre eux a également été décidée par un

comité a I'aveugle.

En raison de l'incertitude quant aux mécanismes sous-jacents a certains évenements de mort

cardiaque subite et quant a la spécificité de la classification des anévrismes de I'aorte, ces
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évenements n'ont été classés dans aucune des deux catégories spécifiques de MCV

athéromateuses ou non-athéromateuses. lls ont donc été inclus dans I'analyse globale des

évenements cardiovasculaires, mais non inclus dans I'analyse par sous-groupe selon le type

athéromateux ou non.

Les MCV athéromateuses incluaient :

>

Maladies coronaires (incluant IDM, intervention coronarienne (angioplastie coronaire
ou intervention coronarienne percutanée, pontage coronarien, thrombolyse
coronaire), angine instable)

Maladie cérébrovasculaire ischémique (incluant AVC ischémique, accident
ischémique transitoire, et interventions carotidiennes : thrombolyse, thrombectomie,
endartériectomie, angioplastie avec pose de stent ou chirurgie de pontage
coronarien)

Maladies des arteres périphériques (incluant artérite des membres inférieurs
(claudication vasculaire et des interventions telles que |'angioplastie avec pose de
stent, I'endartériectomie, le pontage ou l'amputation pour lésions ischémiques

athéromateuses) et sténose des arteres rénales).

Les MCV non-athéromateuses incluaient :

A\

YV V V V

AVC hémorragique

Insuffisance cardiaque (définie par une nouvelle apparition ou une aggravation de
I'insuffisance cardiaque)

Fibrillation auriculaire

Flutter et autres tachycardies atriales

Trouble de la conduction

Trouble du rythme ventriculaire.

Les arythmies et les troubles de la conduction ont été documentés par électrocardiographie.

Tous les évenements considérés ont eu lieu avant défaillance rénale (telle

qu'identifiée a partir des dossiers médicaux ou par lien avec le registre REIN).
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Pour les analyses cardiovasculaires, une censure a été réalisée a la défaillance rénale,
au déces non cardiovasculaires avant défaillance rénale, et a la date de fin de suivi actif de 5

ans.
3.3.4.2 Données sur la mortalité

La mortalité toute cause comprenait tout déces enregistré, qu'il soit cardiovasculaire
ou non. Les déces ont été déclarés par des membres de la famille ou par des attachés de
recherche clinique durant le suivi actif annuel de I'étude, constatés a partir des certificats de

déces et des dossiers hospitaliers, ou grace a un lien avec le registre national des déces.

Comme mentionné précédemment, la mortalité cardiovasculaire était évaluée par des

cardiologues. Tous les autres déces ont été classés comme mortalité non cardiovasculaire.
3.3.5 Analyse statistique
3.3.5.1 Analyses statistiques descriptives

Les caractéristiques a l'inclusion sont décrites pour I'ensemble des patients inclus
dans notre étude (n = 2406) et en fonction des tertiles de la kynurénine libre. La description
en fonction des tertiles de la kynurénine totale est présentée dans I'annexe 6. Les variables
continues sont présentées sous forme de médiane [Q1-Q3] et ont été comparées entre trois
groupes par le test de Kruskal-Wallis. Les variables catégorielles sont présentées sous forme
de pourcentages et ont été comparées entre les groupes par le test de khi-deux. Nous avons
représenté la variation des concentrations sériques de chacune des kynurénine libre, totale
et libre/totale, et de chacun des tryptophane libre et total, et du ratio
kynurénine/tryptophane, respectivement en fonction des stades de la MRC. Le test Kruskal-
Wallis a été utilisé afin de comparer les concentrations entre les groupes, suivi d'une analyse

post-hoc effectuée par le test de Dunn.
3.3.5.2 Analyse de survie

Etant donné que la distribution des valeurs de la kynurénine libre et totale ne respecte

pas une distribution Gaussienne, et que I'étendue de leurs valeurs est tres large, les valeurs
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ont été log normalisées dans I'ensemble des analyses.

Pour chacun des six évenements d'intéréts de I'étude, nous avons utilisé des modeéles
de Cox cause-spécifique pour estimer les rapports de risque instantané (HR ; sigle anglais
de Hazard Ratio) bruts et ajustés [IC a 95 %] associés a chacun des concentrations sériques
de kynurénine libre et totale (les associations avec la kynurénine totale sont incluses dans

I'annexe 7-9,11,13 et 15). Les différents évenements évalués sont :

1) Survenue d'un premier évenement cardiovasculaire fatal ou non, 2) d'un
évenement cardiovasculaire athéromateux, 3) d'un évenement cardiovasculaire
non-athéromateux :

Risques compétitifs : défaillance rénale* et mortalité non cardiovasculaire.

Censures appliquées :

. Date de la transplantation préemptive ou du démarrage de la dialyse

. Date de déces de cause non cardiovasculaire

. Date de dernieres nouvelles (date de dernier suivi actif ou date de perte de
vue).

4) Mortalité toute cause avant défaillance rénale:
Risques compétitifs : défaillance rénale *.

Censures appliquées :

. Date de la transplantation préemptive ou du démarrage de la dialyse*
. Date de dernieres nouvelles (date de dernier suivi actif ou date de perte de
vue).

5) Mortalité de cause non cardiovasculaire :
Risques compétitifs : défaillance renale * et mortalité cardiovasculaire.

Censures appliquées :

. Date de la transplantation préemptive ou du démarrage de la dialyse*
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. Date de déces de cause cardiovasculaire

. Date de dernieres nouvelles (date de dernier suivi actif ou date de perte de

vue).

6) Mortalité de cause cardiovasculaire :
Risques compétitifs : défaillance rénale * et mortalité non CV.

Censures appliquées :

. Date de la transplantation préemptive ou du démarrage de la dialyse*

. Date de déces de cause non cardiovasculaire

. Date de dernieres nouvelles (date de dernier suivi actif ou date de perte de
vue).

*A noter que la défaillance rénale n'est un risque compétitif que par design de notre étude
qui requiert d'arréter de suivre les patients au démarrage d'un traitement de suppléance (si
dans le cadre de I'étude CKD-REIN, le suivi des patients n'avait pas été arrété au démarrage
d'un traitement de suppléance, nous aurions pu voir la survenue des événements

cardiovasculaires).

Les modeles de Cox ont été ajustés pour un ensemble de facteurs de confusion, qui
ont été sélectionnés a partir d'un graphe acyclique dirigé (DAG; sigle anglais de directed
acyclic graph), c'est-a-dire un diagramme des voies causales résumant les hypotheses a
priori des relations causales entre les variables (Figures 16 et 17). Cette approche permet
de sélectionner un ensemble optimal de facteurs d'ajustement (c'est-a-dire des facteurs
associés a la fois a I'exposition et a I'évenement d'intérét), évitant I'ajustement sur des
facteurs non nécessaires, des médiateurs, ou des facteurs de collision 2%, Les variables
sélectionnées a partir du DAG sont celles associées a la fois a I'exposition (kynurénine) et a
I'’évenement d'intérét, ou a I'évenement d'intérét seulement. Ainsi, les analyses sur les
associations entre la kynurénine sérique et les risques cardiovasculaires, les risques de

mortalité toute cause, de mortalité cardiovasculaire et de mortalité non cardiovasculaire ont
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été ajustées sur I'age a l'inclusion, le sexe, la CRP, I'urée, le diabete, la dyslipidémie, la
pression artérielle systolique, I'IMC, le statut tabagique, le DFGe a l'inclusion, I'ACR, le
tryptophane sérique libre, I'lS, I'lAA et le PCS sériques libres, ainsi que les prescriptions de
diurétiques, de médicaments antihypertenseurs, de médicaments hypolipémiants et de
médicaments antidiabétiques. Nous ne pouvons pas ajuster sur I'histoire de MCV ni de
I'insuffisance rénale aigué, car ils seront considérés comme des facteurs de collision et ne
peuvent donc pas étre inclus dans le modele afin d'éviter des résultats biaisés. Nous avons
exclu la prescription de diurétiques des modeéles d'ajustement évaluant I'association avec le
risque cardiovasculaire athéromateux, car aucune étude antérieure n'a trouvé une
association entre eux ; et nous avons exclu la dyslipidémie et les médicaments
hypolipémiants des modeles évaluant I'association avec le risque cardiovasculaire non-
athéromateux. Nous avons ajouté la concentration sérique d'albumine aux modéles lors de
I'évaluation de la kynurénine sérique libre, étant donné que la kynurénine est une molécule
liée aux protéines, et toute diminution de la concentration sérique d'albumine augmenterait
la fraction libre de la kynurénine. Les IPPs ont été dans certaines études associés au risque
de mortalité. Cependant, étant donné les sources limitées de littérature confirmant un lien
de causalité entre les IPPs et la kynurénine, ainsi que la direction de |'association entre eux,
une analyse de sensibilité a comparé les résultats entre un modele ajusté incluant les IPP et
un autre les excluant. Nous n'avons pas trouvé de différence de résultats entre ces deux
modeles, donc les IPPs n'ont pas été considérés comme facteurs de confusion et n‘ont pas
été inclus dans les modéles ajustés lors de I'évaluation du risque de mortalité (Annexes 10

a 15).
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DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé; ACR : ratio albuminurie/créatininurie ; CRP : protéine C-réactive.
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Il Facteur de risque lié a I'évenement d'intérét

D Variables non observée

Figure 16 : Graphe acyclique dirigé identifiant les facteurs d'ajustements minimaux
suffisants pour estimer I'effet de la kynurénine sur les évenements cardiovasculaires, qu'ils

soient athéromateux ou non, fatals ou non.
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Figure 17 : Graphe acyclique dirigé identifiant les facteurs d'ajustements minimaux
suffisants pour estimer [l'effet de la kynurénine sur la mortalité toute
cause/cardiovasculaire/non cardiovasculaire.
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Pour tous les modeles de Cox, I'hypothese des risques proportionnels a été évaluée

en testant les résidus de Schoenfeld en fonction du temps.

Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non
logarithmiques, afin d'obtenir des valeurs plus interprétables en terme clinique. Cette
transformation est effectuée en appliquant la formule suivante : exponentielle (béta du
modele de Cox * log(y)) (avec y=2 défini comme la valeur la plus plausible correspondant a
la distribution de la kynurénine et donnant des résultats interprétables “I'effet d'un
doublement de la kynurénine”). Cette transformation est effectuée pour rendre les résultats
plus compréhensibles en ramenant les HR a une échelle plus intuitive et facilitant leur

interprétation.

La structure des données manquantes était multivariée et arbitraire. Vu que les valeurs
manquantes dépendent des données observées, nous avons conservé I'hypothese d'un
mécanisme de valeurs manquantes au hasard connue par MAR. Pour traiter les valeurs
manquantes, une méthode d'imputation multiple avec des équations chainées (MICE;
Multivariate Imputation by Chained Equations) 2% a été réalisée (grace a l'algorithme Fully
Conditional Specification de Van Buuren) sous le logiciel R avec le package MICE 2%, Etant
donné le pourcentage de données manquantes, 20 bases de données ont été imputées.
Toutes les covariables présentes dans les modeles de Cox ont été incluses dans le modele
d'imputation (la variable d'intérét, les covariables du modele, et la variable dépendante). Le
temps de suivi de I'analyse de survie inclus dans le modeéle d’'imputation est le taux de risque
cumulé (the cumulative hazard rate) créé selon I'estimateur Nelson-Aalen du package MICE
sous R. Des modeles de Cox ajustés ont été générés pour chaque jeu de données imputé, et

les coefficients de régression ont été poolés selon les regles de Rubin.

Un p<0,05 était considérée comme statistiquement significative, présentée en gras
dans les tableaux. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R, version

4.1.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienne, Autriche) 2%°.
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3.4 RESULTATS

3.4.1 Caractéristiques des patients a l'inclusion

Les caractéristiques des 2406 patients inclus dans cette étude sont présentées dans
le tableau 5, comparées entre les tertiles des concentrations de kynurénine libre. L'age
médian [Q1-Q3] des participants était de 68 ans [60-76], 66% étaient des hommes et I'IMC
médian était de 27,9 [24,7-31,7] kg/m?. Presque tous les patients souffraient d’'HTA (96%),
une grande proportion souffrait de dyslipidémie (74%), environ la moitié d'entre eux
présentaient des antécédents de MCV (52%) et 41% de diabete. Le DFGe médian était de
24,7 [18,4-33,1] ml/min/1,73 m? et il était significativement plus bas chez les patients
présentant les tertiles de kynurénine libre les plus élevés. Par rapport aux patients
appartenant aux tertiles 1 et 2 de kynurénine libre, les patients du tertile 3 étaient plus agés,
présentaient plus de comorbidités, un IMC plus élevé et des concentrations sériques plus

élevées de CRP et de tryptophane libre.

Tableau 5: Caractéristiques de la population étudiée selon les tertiles de la kynurénine

sérique libre
Caractéristique Total Tertiles de kynurénine libre (mg/L) | P-valeur? Données
imputées
N =2406" | T1<0,11 T2 T3
(n=802)" [0,11-0,16) >=0,16
(n=801)" (n=803)’
Age a I'inclusion 68 67 69 69 <0,0001 0%
(années) [60-76] [58-74] [60-76] [62- 77]
Homme 66% 68% 67% 63% 0,07 0%
DFGe a l'inclusion 24,7 31 25 20 <0,0001 0%
(ml/min/1,73m?) [18,4-33,1] [24-40] [19-32] [15-26]
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Rapport albumine ou 104 57 104 198 <0,0001 11,5%
protéine/créatinine [21-491] [14-345] [23-440] [34-721]

(mg/g)
Antécédents 23% 20% 24% 27% 0,005 7.2%
d'insuffisance rénale
aigué

Statut de fumeur 0,3 0,6%
Jamais fumeur 40,5% 41% 40% 40%

Fumeur actuel 12,5% 13% 13% 10%

Ancien fumeur 47% 46% 46% 50%

Hypertension artérielle 96% 95% 97% 98% 0,01 0,2%
Pression artérielle 140 138 140 140 0,014 0,5%
systolique (mmHg) [128- 153] | [127-151] | [129- 152] | [130-155]

Diabete 41% 35% 41% 47% <0,0001 0,2%
Dyslipidémie 74% 70% 73% 77% 0,008 0,4%
Antécédents de 52% 46% 51% 60% <0,0001 0,5%
maladies

cardiovasculaires

Bicarbonate sérique 25 25,4 25 24,5 <0,0001 8,8%
(mmol/L) [23-27] [23-27,4] [22,4-27] [22-27]

Albuminémie (g/L) 404 41 41 40 <0,0001 14,5%
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[38-43] [38,4-43,2] [38-43] [37- 42]
Hémoglobine (g/dL) 13 13,4 13 12,6 <0,0001 0,9%
[11,8-14,2] | [12,3- 14,5] | [11,9- 14,2] | [11,5- 13,7]
CRP (mg/L) 2,4 2 2,3 29 <0,0001 5,4%
[1:1_511] [019_411] [111_418] [113_615]
Indice de masse 27,9 27,2 27,8 28,8 <0,0001 1,9%
corporelle (kg/m?) [24,7-31,7] | [24,3-30,8] | [24,5-31,6] | [25,4-32,8]
Prescription d'IPP a 32% 30% 31% 36% 0,01 0,2%
I'inclusion
Prescription de 52% 43% 51% 63% <0,0001 0,3%
diurétique a l'inclusion
Prescription de 94% 91% 94% 96% <0,0001 0,3%
médicaments
antihypertenseurs a
I'inclusion
Prescription de 63% 59% 64% 67% 0,005 0,3%
médicaments
hypolipémiants a
I'inclusion
Prescription de 34% 29% 34% 39% <0,001 0,3%
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médicaments

antidiabétiques a

I'inclusion

Tryptophane libre 09 0,7 09 1,2 <0,0001 0%

(mg/L) [0,7-1,2] [0,6-0,9] [0,8-1,1] [0,9-1,5]

Tryptophane total 12 12 12,6 12 0,1 0%

(mg/L) [10-15] [10-15] [10-15] [9,9-14,6]

Kynurénine libre (mg/L) 0,1 0,07 0,12 0,2 0%
[0,09-0,2] | [0,06-0,08] | [0,11-0,14] | [0,18-0,26]

Kynurénine totale 1,2 09 1,2 1,4 <0,0001 0%

(mg/L) [0,9-1,6] [0,7-1,2] [0,9-1,6] [1.2-1,8]

T Médiane [Q1-Q3]; %

2 Test de Kruskal-Wallis; test de khi-deux

DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé; CRP: protéine C-réactive; IPP: inhibiteurs de pompe a protons.

Les patients aux stades plus avancés de MRC présentaient des concentrations
significativement plus élevées de kynurénine libre et totale (Figure 18) ainsi que du rapport
kynurénine libre/totale (Figure 19). Les concentrations de tryptophane total étaient
significativement plus faibles dans les stades plus avancés de MRC, tandis que celles du
tryptophane libre étaient plus élevées (Figure 20). Le rapport kynurénine libre/tryptophane
libre était significativement plus élevé aux stades plus avancés de MRC qu’aux stades 2 et 3.

De méme, le rapport kynurénine totale/tryptophane libre était significativement plus élevé

au stade 4 par rapport aux stades 2 et 3 (Figure 21).
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Figure 18 : Distribution de la kynurénine selon les stades de la maladie rénale chronique.
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3.4.2 Evenements cardiovasculaires fatals ou non fatals

Durant une durée médiane de suivi [Q1-Q3] de 5 [4,6-5,2] ans, 466 des 2406 patients
ont connu un premier évenement cardiovasculaire (fatal ou non fatal). L'analyse univariable
a montré qu'un doublement des concentrations sériques de kynurénine libre était associé a
une augmentation de 70 % du rapport de risque instantané d'évenement cardiovasculaire
(HR[IC 95 %]: 1,7 [1,5-1,9], Figure 22). Cette association a été atténuée mais est restée
significative aprés plusieurs ajustements statistiques (Figure 22) : un doublement des
concentrations sériques de kynurénine libre était associé a une augmentation de 19 % du
rapport de risque instantané d'évenements cardiovasculaires (HR ajusté [IC 95 %]: 1,19 [1,03-
1,39]), indépendamment de la fonction rénale (DFGe), de la concentration sérique d'autres
TUs, des médicaments cardioprotecteurs et des facteurs de risque cardiovasculaires
traditionnels; et a une augmentation de 18% du rapport de risque instantané d'évenements
cardiovasculaires apres ajustement pour le tryptophane libre a la place des autres TUs (HR

ajusté [IC 95 %J: 1,18 [1,02-1,33]).
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Pas d'effet HR (Intervalle de confiance & 95%)

Modéle non ajuste ! 17(1.5,19)
i
1
i
:
Modéle 1 ajusté , - . 125 (1.09;1.4)
i
1
i
1
i
Modéle 2 ajusté : - 1.18 (1.02; 1.33)

Modéle 3 ajusté 1.10 (1.03; 1.39)

Modele 1 ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, I'urée, I'indice de masse corporelle,
le diabéte, la dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine
ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : de diurétique, d'antihypertenseurs,
d’'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

Modele 2 = modele 1 + tryptophane sérique libre.

Modele 3 = modele 1 + indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, et acide indole 3-acétique libres.

HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule

exponentielle (béta du modele de Cox * log(y)) (avec y=2).

Figure 22 : Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires associé a un doublement des
concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Les résultats étaient en ligne avec ceux de l'association avec les concentrations sériques de
kynurénine totale : un doublement de ces dernieres était associée a une augmentation de
20 % du rapport de risque instantané d'évenements cardiovasculaires, indépendamment du
DFGe et de la concentration sérique de tryptophane libre ou des TUs dérivées du

tryptophane (HR ajusté [IC 95 %]: 1,2 [1,05-1,4]) (Annexe 7).
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3.4.3 Analyse par sous-groupes des événements athéromateux et non-athéromateux
3.4.3.1 Evenements cardiovasculaires athéromateux

Au cours du suivi, 215 patients ont présenté des évenements cardiovasculaires
athéromateux fatals ou non fatals. Nous n'avons trouvé aucune association significative
entre les concentrations sériques de kynurénine libre et la survenue d'événements
cardiovasculaires athéromateux apres ajustement sur les différents facteurs de confusion

(Tableau 6). L'ajout de tryptophane libre au modeéle ajusté n'a pas affecté ces résultats.

Cependant, les concentrations sériques de kynurénine totale étaient significativement
associés aux évenements cardiovasculaires athéromateux méme apres les ajustements

statistiques (Annexe 8).

Tableau 6: Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires athéromateux associé a un

doublement des concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)
Evénements cardiovasculaires
athéromateux
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,4* [1,17-1,69] — 0,0002
HR ajusté’ [1C95%] - p-value 1,15% [0,9-1,4] - 0,2
HR ajusté? [1IC95%] - p-value 1,15* [0,89-1,5] - 0,2
HR ajusté® [1C95%] - p-value 1,08* [0,86-1,4] - 0,5

"Modele ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, l'urée, I'indice de masse corporelle, le
diabete, la dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, d’hypolipémiants et
d'antidiabétiques.

21 +tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, et acide indole 3-acétique libres.

IC : intervalle de confiance ; HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modéle de Cox * log(y)) (avec y=2).
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3.4.3.2 Evénements cardiovasculaires non-athéromateux

313 patients ont eu des évenements cardiovasculaires non-athéromateux fatals ou
non fatals au cours de la période de suivi. Un doublement des concentrations sériques de
kynurénine libre était significativement associée a une augmentation de 31 % du rapport de
risque instantané d'événements cardiovasculaires non-athéromateux apres les ajustements
multivariables, y compris les autres TUs (HR ajusté [IC 95 %]: 1,31 [1,09-1,6]); et de 26% en
ajustant sur le tryptophane libre a la place des autres TUs TUs (HR ajusté [IC 95 %]: 1,26
[1,03-1,5]) (Tableau 7).

Les résultats étaient similaires lors de I'évaluation de la kynurénine totale sérique,
présentant une association significative avec la survenue d'évenements cardiovasculaires

non-athéromateux (Annexe 9).

Tableau 7 : Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires non-athéromateux associé a un

doublement des concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)
Evénements  cardiovasculaires  non-
athéromateux
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,97* [1,7-2,27] -- <0,0001
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,36* [1,14-1,61] - 0,0007
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,26* [1,03-1,5] - 0,02
HR ajusté?® [1C95%] - p-value 1,31* [1,09-1,6] - 0,003

"Modele ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, 'urée, I'indice de masse corporelle, le
diabete, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques et
d'antidiabétiques.

21 +tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

IC : intervalle de confiance ; HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
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exponentielle (béta du modeéle de Cox * log(y)) (avec y=2).

3.4.4 Mortalité toute cause

311 patients sont décédés avant défaillance rénale au cours de la période de suivi de
5 ans. Un doublement des concentrations sériques de kynurénine libre était
significativement associée a une augmentation de 22 % du risque de mortalité toutes causes
confondues (HR ajusté [IC 95 %] : 1,22 [1,02-1,50] ; Tableau 8), indépendamment du DFGe.
Cependant, |'association des concentrations sériques de kynurénine libre avec la mortalité
toute cause s'est avérée dépendre du tryptophane libre ; nous n'avons pas pu trouvé
d'association significative apres avoir ajouté le tryptophane libre ou les TUs dérivées du

tryptophane au modele d'ajustement (Tableau 8).

Tableau 8 : Hazard Ratio de la mortalité toute cause associé a un doublement des

concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)

Mortalité toute cause

HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,7* [1,5-1,9] -- <0,0001
HR ajusté’ [1C95%] - p-value 1,22* [1,02-1,5] - 0,03
HR ajusté? [1IC95%] - p-value 1,12* [0,9-1,4] - 0,3

HR ajusté3 [1C95%] - p-value 1,18* [0,9-1,4] - 0,07

"Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le
diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

21 +tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

IC : intervalle de confiance ; HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.

*Les HR obtenus des modeéles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule

exponentielle (béta du modele de Cox * log(y)) (avec y=2).
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Dans les analyses multivariables, il n'y avait aucune association significative avec les
concentrations sériques de kynurénine totale dans le risque de mortalité toutes causes
confondues avant défaillance rénale. Le HR ajusté pour la mortalité toute cause était de 1,04

[0,90-1,30] (Annexe 11).

3.4.5 Analyse par sous-groupes de mortalité cardiovasculaire et non cardiovasculaire

Au cours du suivi de 5 ans, nous avons observé 215 déces non cardiovasculaires et 87

déces cardiovasculaires avant défaillance rénale.
3.4.5.1 Mortalité non cardiovasculaire

Aucune association significative n'a été montré entre la kynurénine sérique libre et le
risque de mortalité non cardiovasculaire avant défaillance rénale apres ajustement sur le

DFGe, le tryptophane sérique libre et d'autres facteurs de risque de mortalité (Tableau 9).

Les résultats étaient comparables lors de I'évaluation de l|'association avec les

concentrations sériques de kynurénine totale (Annexe 13).

Tableau 9 : Hazard Ratio de la mortalité non cardiovasculaire associé a un doublement des

concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)

Mortalité non cardiovasculaire

HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,5*[1,3-1,8] — <0,0001
HR ajusté’ [1C95%] - p-value 1,1*[0,9-1,4]1 - 0,3

HR ajusté? [1IC95%] - p-value 1,03* [0,8-1,32] - 0,8
HR ajusté® [1C95%] - p-value 1,1*[0,9-1,4] - 0,3

"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, 'albumine sérique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le
diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d’'hypolipémiants et d'antidiabétiques.
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21+tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

IC : intervalle de confiance ; HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.

*Les HR obtenus des modéles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modéle de Cox * log(y)) (avec y=2).

3.4.5.2 Mortalité cardiovasculaire

Les concentrations sériques de kynurénine libre étaient associés de maniere
significative a la survenue de mortalité cardiovasculaire, méme apres ajustement sur le DFGe,
le tryptophane libre sérique et d'autres facteurs de confusion. Un doublement des
concentrations sériques de kynurénine libre était associé a une augmentation de 64 % du
rapport de risque instantané de mortalité cardiovasculaire (HR ajusté [IC 95 %] : 1,64 [1,10-

2,40] , Tableau 10).

Il n‘existait pas d'association significative entre les concentrations sériques de
kynurénine totale et la mortalité cardiovasculaire dans les analyses multivariables (Annexe

15).

Tableau 10 : Hazard Ratio de la mortalité cardiovasculaire associé a un doublement des

concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)

Mortalité cardiovasculaire

HR non ajusté [IC95%] - p-value 2,3* [1,7-3,03] - <0,0001
HR ajusté’ [1C95%] - p-value 1,8* [1,3-2,5] - 0,0001
HR ajusté? [1IC95%] - p-value 1,66* [1,1-2,5] — 0,01

HR ajusté® [IC95%] - p-value 1,64* [1,1-2,4] - 0,007

"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, 'albumine sérique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le
diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d’'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

21+tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.
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IC : intervalle de confiance ; HR : Hazard ratio/ Rapport de risque.
*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modeéle de Cox * log(y)) (avec y=2).

3.5 DISCUSSION

Dans une large cohorte nationale de patients atteints de MRC avant défaillance rénale,
nous avons pu montrer pour la premiére fois que des concentrations sériques plus élevées
de la kynurénine libre étaient associées a une incidence plus élevée de MCV qu'elles soient
fatales ou non fatales; avec une association particulierement significative avec les MCV non-
athéromateuses, indépendamment de la fonction rénale, des concentrations sériques de
tryptophane libre et des facteurs de risque cardiovasculaires traditionnels. En ce qui
concerne la mortalité, nous avons observé que des concentrations sériques plus élevées de
la fraction libre de la kynurénine étaient significativement associées a un risque de mortalité
cardiovasculaire plus élevé, mais non pas a un risque de mortalité non cardiovasculaire ou

de mortalité toute cause.

Comme précédemment exposé dans l'introduction, la kynurénine sérique s'accumule
parallelement a la dégradation de la fonction rénale du fait de I'augmentation de la
production de cette molécule, et de la diminution de son élimination. Nous avons pu
observer ceci dans nos résultats, qui ont montré que le rapport kynurénine/tryptophane était
significativement plus élevé aux stades plus avancés de la MRC par rapport aux stades 2 et
3 (Figure 21) (donc nous pouvons supposer I'augmentation de la production de kynurénine
a partir du tryptophane). Nos résultats ont montré aussi que les patients aux stades plus
avancés de MRC présentaient des concentrations significativement plus élevées de
kynurénine libre et totale (Figure 18) (donc nous pouvons supposer la diminution de leur
élimination). Comme mentionné précédemment, la kynurénine est une molécule liée aux
protéines. Nous pouvons noter aussi a partir de nos résultats que le rapport kynurénine
libre/totale augmentait avec le stade avancé de la MRC (Figure 19). Etant donné que la
kynurénine est fortement liée a I'albumine, cette augmentation de la fraction libre pourrait
s'expliquer par la baisse des concentrations d'albumine sérique avec un stade de MRC plus

avancé %% et par la compétition de la kynurénine avec d'autres TUs liées aux protéines

101



(comme I'IS et I'lAA) dont les concentrations augmentent également avec le déclin de la

fonction rénale 2%/,

En ce qui concerne les mécanismes impliqués pouvant expliquer |'association entre
kynurénine et risque cardiovasculaire, des études expérimentales ont montré que les actions
de la kynurénine sont principalement médiées par l'activation directe de I'’AhR 97102103 Ce
récepteur interagit avec diverses protéines régulatrices et protéines de signalisation, telles
que le facteur nucléaire kappa B, impliquées dans la prolifération cellulaire et les réponses
immunitaires %7, L'activité de I'AhR peut étre modulée par divers agents, y compris des
ligands endogeénes tels que les métabolites du tryptophane : I'lS, I'l|AA, le KA et la kynurénine.
Ces molécules peuvent induire une inflammation vasculaire, une cardiotoxicité et un état
prothrombotique des cellules vasculaires, comme démontré a la fois chez les souris et chez

I'Homme °97:101.103298  Kplachalama et al. 220

ont montré que la kynurénine favorisait la
thrombose aprées une Iésion vasculaire chez la souris en augmentant I'expression du facteur
tissulaire dans la paroi vasculaire via l'activation de I'’AhR. Arinze et al. ont conclu pour une
association entre la kynurénine et la maladie artérielle périphérique. Ils ont rapporté que la
kynurénine renforcait I'activité de I’AhR dans les CE, conduisant a une angiogenese altérée
101102 Massy et al. ont suggéré que I'activation de I'’AhR par la kynurénine pourrait également

induire la thrombose et, par conséquent, participer a la genese de la maladie artérielle

périphérique 107,

Des études antérieures portant sur de petites cohortes ont examiné I'effet de la
kynurénine totale sur le risque cardiovasculaire, principalement chez des patients dialysés,
sans toutefois tenir compte de la fraction libre et active de la kynurénine 102228278 par
conséquent, elles ont probablement sous-estimé l'impact réel de la kynurénine. Les
concentrations de kynurénine totale ont également été associées a des marqueurs de
dysfonctionnement des CE, d'inflammation et de stress oxydatif. Le rapport
kynurénine/tryptophane était lié a des anomalies du facteur tissulaire, contribuant a un
risque élevé de complications thrombotiques et d'athérosclérose chez les patients atteints

de MRC sous traitement conservateur 244275280299 Toytes ces études ont bien été présentées

et expliquées dans la revue de littérature du chapitre précédent 2.3.2.3. Nos résultats ont
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confirmé ces observations précédentes avec la fraction totale et étendue l'analyse a la
fraction libre. De plus, nous avons inclus un échantillon important et représentatif de patients
atteints de MRC, mais avant défaillance rénale. Et nous avons ajusté les résultats en tenant
compte du DFGe (représentant la fonction rénale), des concentrations sériques de

tryptophane libre et d'autres TUs montrées comme étant associées avec les MCV.

Une cohorte récente de 184 patients atteints de MRC a démontré une association
significative entre les concentrations de tryptophane et les MCV incidentes 2%, Comme
expliqué précédemment (dans l'introduction partie 1.2.3.1), I'acide aminé tryptophane est
le précurseur de plusieurs métabolites et TUs, notamment la kynurénine, I'lS et I'lAA, dérivées
de différentes voies métaboliques. Nous pouvons observer ceci dans nos résultats (Figure
20), en montrant que les concentrations de tryptophane total étaient significativement plus
faibles dans les stades plus avancés de MRC. Nous pouvons supposer que le tryptophane
s'est métabolisé au niveau intestinal en d'autres métabolites avant d'étre absorbé et
continue méme a étre métabolisé en kynurénine apres absorption, et que cette
transformation augmente plus le DFG diminue potentiellement a cause de I'aggravation de
la dysbiose intestinale et I'augmentation de I'activation de I''DO /3%, Comme expliqué pour
la kynurénine libre au début de la partie Discussion, nous avons observé que les
concentrations du tryptophane libre étaient aussi plus élevées dans les stades plus avancés
de la MRC (Figure 20) pour les mémes raisons. Le tryptophane lié aux protéines diminue
nettement chez les patients hypoalbuminémiques ou chez ceux ayant des concentrations
élevées en TUs liées aux protéines (en entrant en compétition avec elles) 2%’. Ainsi, plus le
DFG diminue, plus la fraction libre du tryptophane augmentera 3%, Il est bien connu que les
métabolites du tryptophane jouent un réle clé dans les MCV, notamment [I'IM,
I'athérosclérose, les évenements coronariens majeurs et les AVC ischémiques, dans la
population générale et chez les patients présentant des anomalies cardiaques (angor stable,
suspicion de maladie coronarienne stable, insuffisance cardiaque, post-arrét cardiaque) 3.
Cela a également été démontré chez les patients atteints de MRC. D'ou la nécessité et
I'importance d'inclure pour la premiere fois le tryptophane sérique libre dans les modeles

d'ajustement de notre analyse afin d'isoler la véritable association de la kynurénine sérique
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libre sur les MCV chez les patients atteints de MRC en prédialyse, au-dela des effets du

tryptophane.

Comme présenté dans cette these, les MCV peuvent étre classées en MCV
athéromateuses ou non-athéromateuses, toutes les deux fréquemment observées chez les
patients atteints de MRC, avec une prévalence plus élevée d'évenements non-athéromateux
3659 Notre étude a montré une association significative entre la kynurénine et les MCV non-
athéromateuses. Cette association pourrait s'expliquer en partie par un effet inhibiteur de la

kynurénine sur l'activité des CE essentielle a l'angiogenése %1

. Les raisons expliquant
I'association indépendante de la kynurénine libre avec des évenements cardiovasculaires
non-athéromateux, mais pas avec ceux athéromateux, restent a explorer. Les explications
possibles sont un manque de puissance di a relativement peu d'évenements
cardiovasculaires athéromateux observés dans notre étude et/ou a des mécanismes d'action

spécifiques.

Etant donné que la kynurénine induit une inflammation et un stress oxydatif, nous
pourrions raisonnablement supposer qu’elle a possiblement un impact sur la mortalité toute
cause. Cependant, ce n’était pas le cas dans notre cohorte. Comparé a la littérature, une
seule étude observationnelle avait évalué cette interaction possible et aussi n'avait pas réussi
a trouver d'association significative entre la kynurénine et la mortalité chez des patients
ayant bénéficié d'une transplantation rénale 2%. Aucune étude n'a examiné une telle
association chez les patients non transplantés atteints de MRC. Toutefois, nos résultats ont
prouvé un effet isolé et significatif de la kynurénine libre sur la mortalité cardiovasculaire ;
sans prouver d'association significative avec la mortalité non cardiovasculaire qui constituait
la principale cause de déces dans notre étude (215 déces non cardiovasculaires contre 87
déces cardiovasculaires). L'absence d'association avec la mortalité toute cause pourrait donc
étre expliqué par un manque de puissance. En plus, les résultats de notre analyse ont montré
que les concentrations sériques de tryptophane libre semblaient expliquer I'association entre
les concentrations sériques de kynurénine libre et la mortalité toute cause (nous n'avons
plus observé d'association significative entre ces deux derniers apres ajout du tryptophane

libre au modeéle d'ajustement). Nous n’avons donc pas prouvé un effet propre de la
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kynurénine, mais une association qui semble étre dépendante du tryptophane et de ses
autres métabolites. La cohorte de Barreto et al. a montré que les concentrations sériques
plus élevées d'IS étaient associées a une mortalité plus élevée chez les patients atteints de

263 Indépendamment de I'dge, du sexe

MRC, méme apres plusieurs ajustements multiples
et de la fonction rénale, Post et al. ont conclu qu'une concentration plasmatique élevée de
tryptophane était significativement associée a un risque de mortalité plus faible chez les
i hémodialysés 392, En ré S asul Svid le role criti d
patients hemoadialyses “““. En resume, nos resultats mettent en evidence le role critique de
la toxicité urémique induite par la kynurénine dans la genese des complications

cardiovasculaires fatales ou non.

Notre étude a couvert des points forts importants. Premierement, et a nos
connaissances, la présente cohorte est la premiere a évaluer l'association entre les
concentrations sériques de la fraction libre de la kynurénine et : les MCV d'une part et la
mortalité toute cause d'autre part, chez les patients atteints de MRC avant défaillance rénale.
L'approche stratifiée des MCV (selon les mécanismes athéromateux et non-athéromateux)
et de la mortalité cardiovasculaire vs non cardiovasculaire constitue une premiere étape
importante pour la compréhension de l'effet de la kynurénine sérique libre sur les
complications cardiovasculaires liées a la MRC.

Deuxiemement, cette étude a inclus un large échantillon de personnes représentatives des
pratiques de néphrologie et de la population de patients atteints de MRC au niveau national
Francais. Cela a permis d'obtenir une puissance statistique suffisamment élevée et
d'effectuer des ajustements étendus pour les facteurs de confusion (y compris le DFGe) afin
d'isoler I'effet de la kynurénine. Il s'agit de la premiere étude a avoir inclus le tryptophane
sérique libre dans les modeles d'ajustement, qui a été montré a étre associé avec le risque
cardiovasculaire chez les patients atteints de MRC et qui est le précurseur de nombreuses
autres TUs dont leur effet cardiovasculaire a été également prouvé par plusieurs études
précédentes. En plus, nous avons ajusté sur les concentrations sériques libres de I'lS, et de
I'lAA qui sont aussi dérivées du tryptophane, ainsi que sur les concentrations sériques libres
du PCS dont son lien avec le risque cardiovasculaire a bien été mis en évidence chez les

patients atteints de MRC.
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Troisiemement, les quantifications des TUs ont été centralisées dans un méme laboratoire,
et ont été effectuées en utilisant la technique robuste et validée de chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse en tandem a ultra haute performance.
Quatriemement, une évaluation précise des évenements cardiovasculaires a été réalisée a

l'aide de définitions standardisées ©2

avec deux cardiologues évaluant les déces
cardiovasculaires.
Enfin, I'analyse statistique de nos données a pris en compte les évenements a risque

compétitif pour chaque événement d'intérét évalué.

Cependant, la présente étude présente également certaines limites a prendre en
compte. Tout d’abord, nous n'avons pas étudié I'effet temps-dépendant des concentrations
sériques de kynurénine libre sur chacun des évenements d'intéréts étudiés.
En plus, nous ne pouvons pas exclure la possibilité d'un biais de confusion résiduelle. Nous
n‘avons inclus les facteurs diététiques dans aucun modele d'ajustement : l'apport en
protéines, en fibres et en biotiques (pré-et probiotiques) n'était pas disponible dans les
données récoltées dans cette cohorte. Ces facteurs pourraient avoir une influence sur les
concentrations sériques de la kynurénine puisque cette TU est dérivée du métabolisme
intestinal d'un acide aminé. Cependant, limportance du régime alimentaire sur les
concentrations sériques de kynurénine n’est toujours pas déterminée et validée dans la
littérature et ses effets sont peut-étre limités.

Enfin, notre étude sert en tant qu'évaluation étiologique, visant principalement a améliorer
notre compréhension de I'association entre la kynurénine sérique libre et les MCV, plut6t
que de réaliser des analyses prédictives. Cependant, nous n‘avons ni exploré le potentiel de
la kynurénine en tant que biomarqueur prédictif du risque cardiovasculaire, ni comparé la
valeur prédictive des autres TUs connues pour étre associés aux MCV. Cela nécessiterait une
analyse distincte utilisant des méthodologies d'analyse prédictive et une validation externe.
Il est important de noter que la MRC est une condition complexe ayant divers facteurs

contribuant aux MCV. La kynurénine ne constitue qu'une piece du puzzle.

En conclusion, notre large étude prospective a montré que des concentrations sériques

élevées de kynurénine libre étaient associées a un risque accru de survenue d'évenements
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cardiovasculaires fatals ou non, en particulier les événements cardiovasculaires non-
athéromateux, chez les patients atteints de MRC avant défaillance rénale. Cette association
était indépendante de la fonction rénale, des concentrations sériques libres du tryptophane,
de I'lS, du PCS et de I'l|AA. En explorant cette association, nous avons cherché a contribuer
aux connaissances existantes et a mettre en évidence le role potentiel de la kynurénine dans
le développement et la progression des MCV. De futures recherches devraient considérer
des méthodologies d'analyse prédictive pour explorer davantage le potentiel des TUs, y
compris la kynurénine, en tant que biomarqueurs prédictifs du risque cardiovasculaire. De
telles analyses pourraient fournir des informations importantes sur les capacités prédictives
des TUs quant aux évenements cliniques observés durant la MRC. De plus, des études
expérimentales sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les
complications cardiovasculaires liées a la MRC et les interventions thérapeutiques

potentielles ciblant la kynurénine.
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4 CHAPITRE 4: INHIBITEURS DE POMPE A PROTONS ET TOXINES UREMIQUES

4.1 RESUME

Contexte : L'utilisation d'IPP est courante chez les patients atteints de MRC. Les IPP et de
nombreuses TUs sont éliminés par le systeme de transport d'anions organiques tubulaires
du rein. Dans une étude transversale, nous avons cherché a évaluer I'association entre la

prescription d'IPP et les concentrations sériques de diverses TUs.

Méthodes : Nous avons étudié des participants sélectionné au hasard de la cohorte CKD-
REIN, ayant des échantillons disponibles de TUs congelées collectés a l'inclusion. La
prescription d'IPP a été enregistrée a I'inclusion. Les concentrations sériques de 10 TUs ont
été mesurées a l'aide de la technique validée de chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem. Une régression linéaire multiple a été réalisée, avec les

concentrations de TUs log-normalisées comme variable dépendante.

Résultats : Parmi les 680 patients inclus (age médian : 68 ans ; DFGe médian : 32
mL/min/1,73 m?), 31 % avaient des prescriptions d'IPP a I'inclusion. Les patients utilisant des
IPP présentaient des concentrations plus élevées de certaines TUs par rapport aux autres
patients, notamment I'lS total et libre, le PCS total et libre, le PCG total et libre, la PAG, la
kynurénine libre, et I'HA libre. Apres ajustement pour des comorbidités a l'inclusion, du
nombre de médicaments co-prescrits et des données de laboratoire, y compris le DFGe, les
associations entre la prescription d'IPP et les concentrations sériques élevées d'IS libre et

total, de PCG libre et total et de PAG sont restées significatives.

Conclusion : Nos résultats indiquent que la prescription d'IPP est indépendamment associée
a la rétention sérique de certaines TUs. Ces résultats sont intéressants pour mieux
comprendre les facteurs susceptibles de moduler les concentrations sériques des TUs chez

les patients atteints de MRC, mais ils devront étre confirmés par des études longitudinales.
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4.2 INTRODUCTION

Les TUs constituent I'un des facteurs de risques non traditionnels associés a la
progression de la MRC, a une incidence élevée de MCV, de neurotoxicité et/ou de maladies
osseuses 9. D'ou la nécessité fondamentale d'identifier les facteurs pouvant impacter les
concentrations sériques des TUs. Certains médicaments pourraient moduler ces

concentrations (cf Chapitre 1.3).

Comme déja expliqué, de nombreux TUs et médicaments administrés aux patients
atteints de MRC sont des anions organiques, qui sont éliminés de maniere physiologique
par les OATs 121393304 par conséquent, une éventuelle compétition entre les TUs et les
médicaments pourrait expliquer les variations des concentrations de certaines TUs et
accentuer la cascade de leurs effets toxiques. Ceci a bien été démontré par quelques études

précédentes 13304 (cf Chapitre 1.3).

Les patients avec une MRC sont des patients qui présentent de nombreuses
comorbidités conduisant a une polypharmacie. Cette polypharmacie ainsi que le risque accru
d'hémorragie digestive observé chez ces patients sont tres souvent associés a une
prescription d'IPP. Les effets indésirables associés a I'utilisation des IPPs chez les patients
atteints de MRC ont été étudiés, avec des associations significatives trouvées entre la
prescription d'IPP et I'insuffisance rénale aigué, la progression vers la défaillance rénale et la
mortalité 30>3% Ces médicaments, trés fréquemment prescrits dans la MRC, sont connus
pour étre des inhibiteurs des OAT1/OAT3 "'33% (Tableau 11). De plus, ces IPP peuvent
également avoir une influence sur le microbiote intestinal a I'origine de la production d'un

certains nombres de TUs %5397 (

cf Chapitre 1). En outre, il a été montré que les IPPs peuvent
diminuer la capacité d'assimilation des protéines au niveau de l'intestin gréle qui vont donc
progresser vers le cOlon présentant la grande densité en microbiote altéré, et augmentant
donc la production des TUs a ce niveau 3%. Nous pouvons donc raisonnablement émettre

I'hnypothése que les IPPs pourraient moduler les concentrations sériques des TUs.
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Tableau 11 : Types des inhibiteurs de pompe a protons, affinité aux OAT1/OAT3, et liaison

aux protéines plasmatiques.

Types d’IPP 39~ OAT1 OAT3 Liaison
316 plasmatique
aux

protéines3'°

Oméprazole haute affinité haute affinité 95-96%
Esoméprazole données limitées haute affinité 97%
Pantoprazole affinité modérée haute affinité 92%
Lansoprazole haute affinite haute affinite 97%
Rabéprazole données limitées haute affinité 97%

IPP : inhibiteurs de pompe a protons : OAT : organic anion transporter.

Notre hypothése de recherche est que les patients traités par IPP pourraient avoir des
concentrations de TUs plus importantes que ceux non traités par IPP et que ce lien est
indépendant des autres facteurs de risque d'élévation des TUs, y compris le DFGe. A notre
connaissance, I'association entre la prescription d'IPP et les concentrations sériques de TUs
n'a pas été précédemment étudiée chez les patients atteints de MRC avant défaillance
rénale. L'objectif principal de la présente étude transversale était d'évaluer une éventuelle
association indépendante entre la prescription d'IPP et les concentrations sériques de divers
TUs a I'inclusion chez des patients atteints de MRC avant défaillance rénale, apres ajustement

sur le DFGe et d'autres facteurs de confusion.
4.3 METHODES

4.3.1 Population

Comme pour la premiere étude de ce travail de thése, cette étude transversale se

base sur les données de la cohorte CKD-REIN.

A noter que ce travail a été réalisé au début de la these. Du fait de la complexité, du

coUt, et du temps nécessaire aux dosages des TUs chez les 3033 patients de la cohorte CKD-
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REIN, nous n'avions pas encore les résultats du dosage de toutes les TUs pour I'ensemble
des patients au moment de I'analyse. Ainsi, et afin de profiter du temps jusqu’a I'obtention
de I'ensemble des dosages, la présente étude a été menée dans un échantillon représentatif
tiré au sort de la cohorte entiere CKD-REIN. Cet échantillon est constitué a partir des patients
ayant un échantillon biologique disponible a la biobanque, et représentait 680 patients dont
les caractéristiques a I'inclusion sont comparables a celles des patients de I'ensemble de la

cohorte (Annexe 16).

A noter que, comme pour le chapitre précédent, tous les patients inclus dans cet
échantillon avaient la date de prélevement des TUs le méme jour que I'inclusion, ou bien au
maximum 3 mois au-dela de l'inclusion (pour la minorité, que 5% des patients). Donc les TUs

sont comparables par rapport aux caractéristiques a I'inclusion dans notre analyse.
4.3.2 Collection des données

Nous avons recueilli les caractéristiques des patients (age, sexe, et statut tabagique),
les données cliniques (IMC, CRP, créatinine sérique, hémoglobine sérique, albumine sérique,
I'urée) ainsi que les antécédents médicaux détaillés, notamment les antécédents de diabete,
d'HTA, de dyslipidémie, de MCV et d'insuffisance rénale aigué. Les définitions de ces derniers
et des données cliniques sont identiques a celles utilisées dans notre objectif précédent (cf
Chapitre 3.2.2). Un dosage sanguin a l'inclusion a été réalisé afin de doser I'urée. Le rapport
ACR a été classé conformément aux directives du groupe KDIGO “. Le DFGe a été calculé a
partir de la créatinine sérique en utilisant I'équation CKD-EPI (2009) 7, I'équation qui est
montrée la plus précise pour estimer le DFG dans la population européenne 12 (cf Chapitre

1.1).
4.3.3 Prescription de médicaments

Les informations sur ['utilisation des médicaments (y compris les IPPs) ont été
obtenues a partir des ordonnances de médicaments lors de I'entretien avec les patients a
l'inclusion. Les IPPs inclus sont |'oméprazole, I|'ésoméprazole, le pantoprazole, le

lansoprazole et le rabéprazole. Les dates de prescription des IPPs coincident avec les dates
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de prélevement des échantillons de sérum pour les TUs; tous les patients considérés comme

utilisateurs d'IPP ont une ordonnance d'IPP a la date du prélevement de sérum.
4.3.4 Quantification des toxines urémiques

Les fractions de TUs ont été quantifiées a I'aide de la chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse en tandem comme expliqué dans le chapitre 3.2.3 de I'objectif

précédent.

Dans la cohorte CKD-REIN, les concentrations sériques des 10 TUs suivants ont été
évaluées : CMPF, IS, IAA, kynurénine, KA, PCS, PCG, PAG, HA, et TMAO, qui sont toutes
dérivées de l'intestin sauf pour le CMPF. Parmi ces TUs, le TMAO et la PAG sont de petites
molécules hydrosolubles, tandis que les autres sont des molécules liées aux protéines. Par
conséquent, les concentrations sériques sont rapportées dans ce chapitre comme libres et
totales uniquement pour les TUs liées aux protéines. Le KA libre n'est pas mesurable vu que
la plupart des valeurs sont non détectables (<0.01 mg/L), donc il n'a pas pu étre analysé

dans notre étude.
4.3.5 Analyse statistique

Les variables continues sont exprimées en médiane [Q1-Q3] ou en moyenne (écart-
type) si la distribution de la variable est normale, et les variables catégorielles sont exprimées
en pourcentage. Le test de rang de Wilcoxon ou le test t de Student a été utilisé (selon
I'adéquation) pour comparer les variables continues dans deux groupes, le test de khi-deux
a été utilisé pour comparer deux variables catégorielles. Le test de Kruskal-Wallis a été utilisé
pour comparer les concentrations de chaque TU entre les différents stades de la MRC, suivi

d'une analyse post-hoc effectuée par le test de Dunn (Annexe 17).

Etant donné que la distribution des valeurs des TUs ne respecte pas une distribution

Gaussienne, elles ont été log normalisées.

Pour chaque TU étudiée, une régression linéaire a été réalisée pour évaluer

I'association brute entre la prescription d'IPP et les concentrations de TU. Chaque association
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TU-IPP trouvée statistiquement significative en univariée a été ensuite évaluée par une
analyse multiple. Une régression linéaire multiple a été réalisée pour chaque TU avec la
concentration de TU log normalisée prise comme variable dépendante. Les variables
cliniguement pertinentes préalablement sélectionnées suite a une revue de la littérature et
celles avec une p < 0,2 dans I'analyse univariée ont été incluses dans le modéle d'analyse
multiple : I'age a l'inclusion, le sexe, la CRP, les antécédents d'insuffisance rénale aigué, le
statut tabagique, I'albuminémie, le diabete, I'MC, le nombre total de médicaments co-
prescrits, I'ACR et le DFGe a l'inclusion. Les hypothéses requises par I'analyse de régression

linéaire ont été vérifiées et satisfaites.

Les patients dont les valeurs de concentration d'urée étaient considérées comme des
valeurs aberrantes (urée sérique <2,5 mM ou >100 mM) ont été considérés comme des

données manquantes.

En supposant que les données manquantes étaient au hasard, nous avons effectué

) 2°* mise en ceuvre avec le

une imputation multiple avec des équations enchainées (MICE
package MICE dans le logiciel R 2®. Compte tenu du pourcentage de données manquantes,
32 jeux de données complets ont été créés et imputés. Le modele d'imputation comprenait
toutes les variables présentes dans les modeles (TU, IPP et les covariables de chaque
modele). Des modeles de régression linéaire ont été générés pour chaque jeu de données,
et les coefficients de régression combinés ont été obtenus selon les regles de Rubin. P<0,05
était considérée comme statistiquement significative, présentée en gras dans les tableaux.
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R, version 4.1.2 (R

Foundation for Statistical Computing, Vienne, Autriche) 2%°.

4.4 RESULTATS

4.4.1 Caractéristiques des patients a l'inclusion

Un total de 680 patients a été analysé dans cette étude, avec leurs caractéristiques
décrites dans le Tableau 12. L'age médian [Q1-Q3] des participants était de 68 [61-77] ans,

31 % étaient des femmes et I''MC médian était de 28 [25,2-31,4] kg/m?. Presque tous les
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participants souffraient d'HTA (96,6 %), et une grande proportion avait le diabete (40 %).
49 % étaient d'anciens fumeurs et 21 % présentaient des antécédents d'insuffisance rénale

aigué. Le DFGe médian était de 32 [23-41] ml/min/1,73 m?.

31 % des patients avaient une prescription d'IPP a l'inclusion. Les utilisateurs d'IPP
différaient de maniére significative des non-utilisateurs en ce qui concerne les
caractéristiques a l'inclusion (Tableau 12). Les patients avec une prescription d'IPP étaient
significativement plus agés, plus susceptibles d'étre des femmes, avaient des concentrations
de CRP plus élevées, une prévalence plus élevée de comorbidités, un nombre total médian
de médicaments plus élevé, un DFGe plus faible, et des concentrations sériques plus faibles

d'albumine et d'hémoglobine (P < 0,05).

La distribution des concentrations sériques des TUs en fonction du stade de la MRC
est présentée dans I’Annexe 17. Les patients atteints de MRC a un stade plus avancé
présentaient des concentrations de TUs significativement plus élevées, a I'exception de la

fraction libre du CMPF.

Tableau 12 : Caractéristiques a I'inclusion de la population étudiée selon I'utilisation ou pas

des inhibiteurs de pompe a protons.

Caractéristique Total Utilisation Pas P- Données
(N=680)" d’'IPP d’utilisation | valeur’ | imputées
(n=211)’ d’IPP
(n=469) '

Age a Vlinclusion | 68[61-77] 71 [65-78] 67 [59-75] <0,0001 0%
(années)
Femme 31% 37% 28% 0,02 0%
DFGe a [linclusion| 32[23-41] 30 [22-39] 32 [24-42] 0,02 0%
(ml/min/1,73 m?)
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Rapport albumine ou 0,38 8%
protéine/créatinine

Al (Normale a 30% 27% 31%

légerement augmentéee)

A2 (Modérément 30% 33,5% 28%
augmentée)

A3 (Séverement 40% 39,5% 41%
augmentée)
Antécédents 21% 28% 17,5% 0,002 7,5%
d'insuffisance rénale
aigué

Statut de fumeur

Jamais fumeur 38% 39,5% 37,5% 0,69 0,7%
Fumeur actuel 13% 13,5% 12%

Ancien fumeur 49% 47% 50,5%

Hypertension 96,6% 98% 96% 0,16 0,3%
artérielle

Diabéte 40% 44% 38,5% 0,16 0,3%
Dyslipidémie 73% 79,4% 69,6% 0,008 0,4%
Antécédents de 52% 63,5% 47,3% <0,0001 0,6%
maladies

cardiovasculaires
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Albuminémie (g/L) 40,5 40 41 0,03 14%
[37,8-43] [37,5-42] 38-43]

Hémoglobine (g/dL) 13,1 (1,64) 12,8 (1,7) 13,2 (1,5) 0,002 0,6%

CRP (mg/L) 2 [1-6] 4 [2-8] 2 [1-5] <0,0001 0%

Indice de masse 28 28,5 27,8 0,38 1,1%

corporelle (kg/m?) [25,2-31,4] [25,1-32,4] [25,2-31]

Nombre total de 8 [5-10] 10 [8-12] 7 [4-9] <0,0001 0,29%

médicaments

T Médiane [Q1-Q3] ou moyenne (écart type) ; %.
2 Test de somme de rangs de Wilcoxon ou test de Student ; test de khi-deux.
DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé; CRP: protéine C-réactive; IPP: inhibiteurs de pompe a protons.

Les IPPs les plus prescrits dans notre étude sont respectivement I'ésoméprazole, le

lansoprazole et 'oméprazole (Tableau 13).

Tableau 13 : Description des types de prescription des inhibiteurs de pompe a protons.

Types d’'IPP Prescription d’'IPP (N=211)'
Oméprazole 41 (19,5%)
Esoméprazole 100 (47,5%)
Pantoprazole 11 (5%)
Lansoprazole 48 (23%)
Rabéprazole 11 (5%)
'n (%)

IPP: inhibiteurs de pompe a protons.
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4.4.2 Analyses univariées

Associations entre les toxines urémiques et les inhibiteurs de pompe a protons.

Le Tableau 14 résume les concentrations sériques respectives de chaque TU dans la
population de I'étude et les compare en fonction de I'utilisation d'IPP. Les deux fractions
libres et totales des TUs sont présentées pour les TUs liées aux protéines. Les concentrations
sériques médianes de I'lS libre et total, de la kynurénine libre, du PCS libre et total, du PCG
libre et total, de la PAG et de I'HA libre étaient significativement plus élevées chez les patients
qui utilisent des IPPs que chez les autres. Nous n'avons pas observé de différences
significatives entre les groupes d'utilisation d'IPP pour I'IAA libre et total, la kynurénine
totale, le KA total, I'HA total, le CMPF libre et total, le TMAO ou I'urée. Par conséquent, les
éventuelles associations entre ces variables et l'utilisation d'IPP n'ont pas été évaluées

davantage dans I'analyse de régression multiple.

La distribution des toxines urémiques en fonction de |'utilisation des inhibiteurs de

pompe a protons est également présentée dans I’annexe 18.

Tableau 14 : Concentrations sériques médianes des toxines urémiques selon |'utilisation

d'inhibiteurs de pompe a protons a l'inclusion.

. N _ 1
Toxines urémiques | Total (N=680) Utilisation d'IPP | Pas d’utilisation | P-valeur’ | Données
(n=211)! d’IPP (n=469)’ imputées
Indoxyl sulfate
(mg/l)
0%
Libre 0,06 [0,03-0,1] 0,08 [0,04-0,14] 0,05 [0,03-0,1] <0,0001
Total 4,7 [2,7-8,0] 5,7 [3,3-10,60] 4,3 [2,4-7,20] <0,0001
Acide indole-3- 0,31 0%
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acétique (mg/l)

0,60

0,034 0,035 0,034
Libre
[0,023-0,053] [0,024-0,056] [0,023-0,05]
Total
0,59 [0,38-0,88] | 0,57 [0,37-0,80] 0,6 [0,4-0,90]
Kynurénine (mg/Il)
Libre 0,15 [0,10-0,20] 0,2 [0,1-0,22] 0,15[0,1-0,2] 0,04 0%
Totale 1,40 [1,07-1,86] | 1,44 [1,04-1,90] 1,38 [1,08-1,80] 0,97
Acide kynurénique
(mg/l)
Libre <LDD NA NA 0%
Total 0,03 [0,02-0,04] | 0,03 [0,02-0,04] 0,03 [0,02-0,04] 0,54
P-crésyl sulfate
(mg/l)
0%
Libre 0,22 [0,11-047] | 0,31[0,15-0,57] 0,20 [0,09-0,41] | <0,0001
Total 16 [8-27] 18 [11-30] 15 [8-25] 0,003
P-crésyl glucuronide
(mg/l)
0%
Libre 0,06 [0,02-0,13] | 0,09 [0,04-0,17] 0,05[0,02-0,11] | <0,0001
Total 0,08 [0,03-0,19] | 0,13 [0,05-0,24] 0,06 [0,03-0,16] | <0,0001
Acide hippurique
(mg/l) 0%
Libre
0,91[0,44-191] | 1,05[0,50-2,07] 0,86 [0,42-1,78] 0,025
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Total 3,7[1,9-7,8] 4,2 [2,1-8,2] 3,5[1,8-7,3] 0,17
Acide 3-carboxy-4-
éthyl-5-propyl-2-
furanpropanoique
(mg/l) 0%
0,011 0,010 0,011
Libre [0,006-0,017] [0,005-0,016] [0,006-0,017] 0,11
Total 2,9 [1,4-5,5] 2,6 [1,2-5,2] 3,0 [1,6-5,7] 0,06
Phénylacétylglutami
ne (mg/l) 2,55[1,31-4,25] | 3,21[1,87-5,44] 2,22 [1,17-3,74] | <0,0001 0%
Trimethylamine N-
oxide (mg/I) 1,48 [0,87-2,56] | 1,49 [0,86-2,54] 1,48 [0,87-2,56] 09 0%
Urée (mmol/l) 12,6 [9,5-17,5] 12,8 [9,8-17,3] 12,4 [9,5-17,5] 0,57 6,1%

"Médiane [Q1-Q3].
2Test de somme de rangs de Wilcoxon.
IPP: inhibiteurs de pompe a protons; LDD : limite de détection (0,01 mg/L). NA : non applicable.

4.4.3 Analyses multiples

Associations entre les toxines urémigques et les inhibiteurs de pompe a protons.

L'analyse de régression linéaire multiple (présentée dans le Tableau 15) a confirmé
I'association entre les IPPs et les concentrations sériques élevées d'IS libre et total, de PCG
libre et total, et de PAG, méme apres ajustement sur I'age, le sexe, le nombre total de
médicaments co-prescrits, des antécédents d'insuffisance rénale aigué, des concentrations

sériques de CRP et d'albumine, de diabéte, d'IMC, du statut tabagique, d'ACR et de DFGe.

Cependant, apres ajustement sur les mémes facteurs de confusion, la kynurénine
libre, le PCS libre et total, et I'HA libre n'étaient plus significativement associés a I'utilisation

d'IPP (Tableau 15).
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Tableau 15 : Coefficients bruts et ajustés des concentrations des toxines urémiques log-

normalisées associées aux inhibiteurs de la pompe a protons.

Toxines urémiques log- | Analyse univariée Analyse multivariée
normalisées

Beta brut [IC | P- Beta ajusté [IC | P-

95%] valeur | 95%] valeur’
Indoxyl sulfate libre 0,40 [0,24;0,57] | < 0,001 | 0,19 [0,02;0,35] 0,02
Indoxyl sulfate total 0,37 [0,22;0,51] | <0,001 | 0,24 [0,1;0,3] 0,001
Kynurénine libre 0,10 [0,02;0,18] | 0,02 0,01 [-0,1;0,07] 0,7
P-crésyl sulfate libre 0,38 0,19;0,58] | < 0,001 | 0,05 [-0,1;0,2] 0,6
P-crésyl sulfate total 0,23 [0,06;0,39] | 0,003 0,002[-0,17;0,17] | 0,9
P-crésyl glucuronide libre | 0,51 [0,33;0,70] | < 0,001 | 0,24 [0,05;0,4] 0,01
P-crésyl glucuronide | 0,52 [0,33;0,72] | < 0,001 | 0,23 [0,02;0,4] 0,02
total
Acide hippurique libre 0,20 [0,03;0,37] | 0,02 0,13 [-0,04;0,3] 0,1
Phénylacétylglutamine 0,36 [0,22;0,50] | < 0,001 | 0,14 [0,09;0,2] 0,03

'Chaque modéle a été ajusté en fonction de : I'4ge, le sexe, le nombre total de médicaments co-prescrits, les antécédents
d'insuffisance rénale aigué, la protéine C réactive a haute sensibilité, I'albumine sérique, le diabéte, I'indice de masse
corporelle, le statut tabagique, le rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé.
IC : intervalle de confiance.

4.5 DiscusSION

Dans cette étude transversale, nous avons cherché a évaluer l'association entre
I'utilisation d'IPP (bien connus pour étre des inhibiteurs d'OAT1/OAT3) et les concentrations

sériques de TUs a l'inclusion dans un sous-groupe de patients de la cohorte francaise
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nationale CKD-REIN constituée de patients atteints de MRC modérée a avancée. Notre étude
est la premiére a montrer que (i) les concentrations sériques de PAG, d'IS libre et total, et de
PCG libre et total étaient significativement plus élevées chez les patients prenant des IPPs
que chez ceux qui n'en prennent pas et (ii) cette association reste statistiquement
significative apres ajustement sur le DFGe, I'age, le sexe, les antécédents d'insuffisance rénale
aigué, les concentrations sériques de CRP et d'albumine, le diabete, I'IMC, le statut

tabagique, I'ACR et le nombre total de médicaments co-prescrits.

Plusieurs études ont montré que les TUs sont associées a la progression de la MRC et
a plusieurs autres complications comme celles cardiovasculaires, ainsi qu'a une
augmentation des taux de mortalité 8. En outre, un nombre croissant de preuves montre
que certaines TUs ont un role dans le développement des MCV athéromateuses et/ou non-

athéromateuses — la premiére cause de mortalité chez les patients atteints de MRC 7.

En conséquence, une meilleure compréhension des facteurs responsables de la
modulation des concentrations sériques des TUs (indépendamment de l'effet de la
dysfonction rénale) est indispensable pour limiter les effets nocifs de ces TUs, permettant

une meilleure prise en charge des patients dans le but d'améliorer leur morbi-mortalité.

Les IPPs comptent parmi les médicaments les plus fréquemment prescrits dans le
monde, en particulier chez les patients souffrant de MRC, avec une prévalence qui varie entre
30 % et 45 % 39317, 31 % des patients de CKD-REIN avaient une prescription d'IPP a
I'inclusion. L'utilisation des IPPs par les patients avec une MRC est généralement associée a
une polypharmacie et/ou a un traitement concomitant par des médicaments
antithrombotiques 3°°. Toutefois, les IPPs peuvent étre surprescrits et sont souvent utilisés
de maniére inappropriée 3'8. Bien que les IPPs soient considérés comme efficaces et
importants sur le plan médical pour de nombreux patients, la prescription a long terme de
ces médicaments doit étre réévaluée afin d'éviter ses effets indésirables 3'°. Diverses études
ont décrit de potentielles toxicités des IPPs. Leur utilisation a long terme est associée a
I'ostéoporose, I'hypomagnésémie, I'insuffisance rénale aigué, la progression de la MRC, les

306,320,321

interactions médicamenteuses, et la mortalité Notre groupe a récemment
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démontré qu’'une nouvelle prise de d'IPPs était associée a un risque accru d'insuffisance
rénale aigué et de progression vers la défaillance rénale 3%. Xie et al. ont également montré
que la prise d'IPP est significativement associée a une augmentation du risque de mortalité
322 Dans le présent article, nous nous sommes intéressé a un potentiel nouvel effet délétére

des IPPs a savoir l'interaction avec les TUs.

A noter que I'affinité pour les OAT varie entre les TUs 20

et selon le type et/ou la dose
de I'IPp 309311313315 (Tableaux 4 et 11). Les trois IPPs les plus prescrits dans notre étude
semblent avoir une affinité élevée pour I'OAT3 et deux d'entre eux ont une forte affinité pour
I'OAT1, d’ou leur potentiel effet dans la modulation des concentrations sériques des TUs qui
sont également éliminées par le systéme de transport OAT1/3. Dans notre présente analyse,
nous avons rapporté que les IPPs étaient associés aux concentrations sériques de certaines
TUs, mais l'interaction potentielle entre les IPPs et les TUs était treés peu étudiée dans la
littérature. Une étude récente menée chez des patients avec une MRC transplantés rénaux a
montré que l'utilisation d'au moins un inhibiteur OAT1/OAT3 était associée a I'accumulation
de certaines TUs, substrats de ces transporteurs '3, De méme, les résultats de quelques

études sur des animaux montrent que certains médicaments inhibiteurs de I'OAT1/OAT3

diminuent I'excrétion des TUs (hnotamment I'lS) 121127128,

Parmi les TUs connues pour étre transportées par les OAT1/OAT3 et qui sont évaluées
dans notre étude, nous avons montré que seules les concentrations sériques de I'lS ont été
significativement élevées chez les patients utilisant des IPPs, méme apres avoir considéré
des facteurs de confusion comme le DFGe. Aucune étude préclinique ou clinique antérieure
n'a encore démontré cette association spécifique. Toutefois, les rares études ayant évalué
I'interaction entre les médicaments et les TUs au niveau des OATs ont conclu que la clairance
rénale de I'lS est diminuée suite a I'administration de certains médicaments transportés par
I'OAT1 ou I'OAT3 '27712% | es médicaments qui interagissent avec les OAT1 et OAT3
comprennent les antibiotiques B- lactamines, les diurétiques, les agents uricosuriques et les
anti-inflammatoires non stéroidiens (par contre ces derniers sont tres rarement prescrits
dans la MRC) 323, Comme déja mentionné, les IPPs sont également considérés comme des

inhibiteurs de I'OAT; par conséquent, on peut raisonnablement émettre une hypothese que
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les IPPs et I'lS interagissent au niveau des OATs et donc que l'utilisation des IPPs augmente

les concentrations sériques de I'lS.

Cependant, nous n'avons trouvé aucune association indépendante significative avec
certaines autres TUs connues pour étre transportées par les OAT1/OAT3 inclus dans notre
étude (IAA, kynurénine, KA, PCS, HA et CMPF) et la prescription d'IPP. Ces résultats
pourraient étre influencés par la dose de chaque IPP, un facteur qui n'a pas été inclus dans
notre analyse et qui pourrait interagir différemment avec chaque concentration sérique de
TU. Les IPPs ont un effet dépendant de la dose et une maniere dépendante de la
concentration pour bloquer les OATs 3%°. Indépendamment, chaque IPP et TU a une affinité
différente pour les OATs et de différentes sites de liaison. L'affinité spécifique des TUs pour
les OATs pourrait également étre modulée par d'autres médicaments inhibiteurs d'OAT, tels

que les diurétiques qui peuvent avoir une capacité différente d'interaction avec les OATs 3,

Une étude a montré que le probénécide réduit significativement le transport du PCS
par les cellules rénales 324, L'accumulation de PCS a également été confirmée par une étude
clinique récente menée par André et al. '3, qui a conclu que la prescription d'au moins un
inhibiteur de I'OAT1/0OATS3 était indépendamment associée a I'accumulation sérique du PCS
aprées ajustement sur le DFGe, I'age, la concentration plasmatique d'albumine et le temps
depuis la transplantation. Notre étude a révélé une association brute significative entre la
prescription d'IPP et les concentrations sériques élevées de PCS, mais cette association
n'était plus significative apres les ajustements multiples. La rétention de PCS causée par des
médicaments excrétés par les OATs autres que les IPPs pourrait expliquer cette différence

entre les résultats d'’André et al. '3 et notre résultat.

En outre, nous avons montré que la prescription d'IPP était significativement associée
a des concentrations sériques élevées de PAG et de PCG libre et total, apres ajustement sur
les facteurs de confusion. A notre connaissance, il n'a pas été démontré jusqu’'a présent que
le PCG et la PAG sont transportés par les OATs. Néanmoins, plusieurs études ont démontré
| 109

que les IPPs peuvent moduler la composition et le métabolisme du microbiote intestina

Ces changements pourraient ainsi moduler les concentrations des TUs formées dans
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I'intestin, telles que le PCG, la PAG et I'IS %. Cependant, les enzymes impliquées dans le
métabolisme du microbiote intestinal altéré n'ont pas encore été étudiées, et des études
précliniques sont nécessaire afin d'expliquer et de valider ce mécanisme possible. En ce qui
concerne les autres TUs inclus dans notre analyse qui sont dérivées de l'intestin mais qui ne
sont pas des substrats d'OAT, aucune association n'a été trouvée avec I'IPP, en supposant
que d'autres facteurs pourraient influencer leurs concentrations sériques, tel que le régime
alimentaire. Les concentrations plasmatiques des TUs issues du microbiote intestinale
peuvent étre modulées par la quantité et la qualité de I'apport alimentaire (protéines et

fibres) 32°.

Notre étude actuelle présente des points forts. Bien que nous n‘avons pas évalué tous
les participants de la cohorte CKD-REIN (en raison du co(t et de la nature chronophage du
dosage des TUs), le nombre de patients analysés était encore suffisamment grand pour
permettre I'inclusion d'un nombre suffisant de facteurs de confusion dans I'analyse multiple
et de disposer d'une puissance statistique suffisante. En plus, toutes les TUs ont été
quantifiées dans le méme laboratoire par une méthode validée utilisant une technique

robuste de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem.

Lors de I'analyse de nos données, il est important de garder a I'esprit quelques limites.
Premiérement, compte tenu du type de notre étude transversale observationnel, nous ne
pouvons pas conclure pour aucune relation de causalité entre les associations observées. De
prochaines études longitudinales sont donc nécessaires pour confirmer nos résultats et des
études précliniques doivent étre menées pour expliquer les mécanismes pathogenes sous-
jacents. Deuxiemement, nos résultats pourraient étre influencés par un biais de confusion
résiduelle, si des facteurs de risque inconnus n'avaient peut-étre pas été inclus dans nos
analyses. Néanmoins, en évaluant |'association indépendante de I'lPP avec les concentrations
sériques de TUs, nous avons ajusté pour de nombreux parametres principaux, y compris la
fonction rénale, connus pour avoir une influence sur les TUs, la prescriptions d'IPPs et le
microbiote intestinale. Enfin, notre définition de I'exposition aux IPPs était basée sur des
prescriptions qui pourrait conduire a une sous-estimation des associations parce que les

IPPs sont parfois utilisés en automédication, et nous n'avons pas analysé un éventuel effet
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de la dose 3°? ou de la durée du traitement avant l'inclusion.

En conclusion, cette étude est la premiere a indiquer que les IPPs souvent prescrits aux
patients atteints de MRC sont liés a des concentrations sériques élevées de TUs (a savoir I'lS,
le PCG et la PAG, dans le travail actuel). Ces résultats sont préliminaires, et ce travail est
surtout générateur d’hypothese et ouvre la voie a de futurs travaux. Nos résultats sont
intéressants afin de mieux comprendre les facteurs potentiels qui peuvent moduler les
concentrations sériques des TUs dans la MRC, cependant, ils devront étre confirmés par des

études longitudinales.

125



5 DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

5.1 PRINCIPAUX RESULTATS

Le travail de cette these a comme objectif principal de mieux comprendre les facteurs
de risque cardiovasculaires spécifiques a la MRC. Ainsi, ce travail a permis de mettre en
lumiéere I'influence potentielle de certaines TUs, des molécules qui s'accumulent durant la
MRC, sur la morbi-mortalité cardiovasculaire chez les patients atteints de MRC. Les deux
derniers objectifs se basent sur les données issues de la cohorte nationale CKD-REIN,
incluant des patients avec une MRC modérée-a-avancée qui sont représentatifs des patients
suivis par un néphrologue en France. Le premier objectif de la these était de faire une revue
narrative exhaustive concernant les effets des TUs sur les évenements cardiovasculaires,
permettant d'identifier des facteurs de risque cardiovasculaires non traditionnels dans la
MRC. Suite aux résultats de cet objectif, nous avons pu élaborer le deuxieme objectif qui
était d'évaluer l'association entre la kynurénine et la survenue d'évenements
cardiovasculaires et de mortalité toute cause sur une durée médiane de suivi de 5 ans. Apres
avoir identifié des facteurs de risque cardiovasculaires non traditionnels dans la MRC, il
semble intéressant de déterminer les facteurs qui pourraient moduler les concentrations
sériques en TUs. Ainsi le troisieme objectif était d'évaluer |'association entre les IPPs et les
concentrations sériques en TUs. Une hypothese sous-jacente était une potentielle
compétition entre les IPPs (médicaments fréquemment prescrits aux patients atteints de
MRC) et les TUs au niveau des OATSs. De plus, I'influence des IPPs sur le microbiote intestinal,
a l'origine de la production de certaines TUs, pourrait conduire a une augmentation des

concentrations sériques en TUs chez les patients atteints de MRC utilisant I'IPP.

Le premier objectif de cette thése a permis de montrer que les TUs constituent des
facteurs de risque cardiovasculaires non traditionnels dans la MRC, tout en expliquant
différents mécanismes identifiés illustrant cet effet. Cet objectif a consisté en une revue
narrative regroupant 138 articles originaux regroupant toutes les études in vitro, in vivo, et

observationnelles publiées entre 2002 et 2022 sur le sujet. Les TUs en question étaient celles
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ayant démontré la plus grande toxicité aux niveaux expérimentaux 8, et attirant I'attention
et l'intérét des chercheurs actuellement vu que leur effet clinique est toujours en cours
d'exploration. Ceci comprend des TUs dérivées de I'alimentation et de l'intestin : le CMPF,
le phosphate, I'urée, I'lS, I'lAA, la kynurénine, le KA, le PCS, le PCG, la PAG, I'HA, et le
TMAO. L'accumulation de ces TUs a été impliquée directement ou indirectement (via
I'inflammation chronique et le stress oxydatif) dans les MCV athéromateuses et non-
athéromateuses. La plupart des TUs les plus néfastes sont dérivées du métabolisme intestinal
des acides aminés, comme le tryptophane qui est I'acide aminé le plus étudié dans des
travaux antérieurs. Cet objectif nous a permis de conclure que la kynurénine, une des TUs
dérivée du métabolisme du tryptophane, est celle la moins étudiée en clinique et surtout
chez les patients pré-dialysés. Une telle étude revét une importance particuliere, étant
donné que la toxicité cardiovasculaire de la kynurénine a été démontrée dans des études
expérimentales, et qu'une association entre concentration sérique de kynurénine et MCV a
été montrée dans la population générale. Par conséquent, nous avons opté pour I'évaluation
des effets de cette toxine sur la morbi-mortalité cardiovasculaire chez les pré-dialysés en

tant que prochain objectif.

La kynurénine est une molécule liée aux protéines, elle dispose donc de sa partie libre
et de celle liée aux protéines. Notre étude est la premiere a évaluer I'effet de la fraction libre
de la kynurénine, qui est celle active, sur les événements cardiovasculaires et la mortalité
chez les patients avec MRC avant défaillance rénale. Les résultats de notre deuxieme objectif
ont mis en évidence une association significative entre la kynurénine libre ou total et la
survenue des MCV chez les patients pré-dialysés. Nous avons montré pour la premiéere fois
gu'un doublement des concentrations sériques de kynurénine libre était indépendamment
associée a une augmentation de 18 % du rapport de risque instantané d'évenements
cardiovasculaires fatals ou non fatals ; avec une association particulierement significative
avec les MCV non-athéromateuses, indépendamment de la fonction rénale, des
concentrations sériques de tryptophane libre et des facteurs de risque cardiovasculaires
traditionnels. Cependant, nous n'avons pas pu mettre en évidence un lien significatif entre

la kynurénine libre et la mortalité non cardiovasculaire ou la mortalité toute cause. Ainsi, en
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ce qui concerne la mortalité, les concentrations sériques plus élevées de la kynurénine libre
étaient significativement associées uniquement a un risque de mortalité cardiovasculaire
plus élevé. Ce travail a montré I'importance d'évaluer la fraction libre des TUs étant donné
qu'il s'agit de la fraction active, et a notamment souligné I'association de la kynurénine avec
les évenements cardiovasculaires chez les pré-dialysés au-dela des facteurs de risque

traditionnels et de la fonction rénale.

Dans le dernier objectif de la thése, nous avons mis en évidence pour la premiere fois
que les concentrations sériques d'IS libre et total, de PAG, et de PCG libre et total étaient
significativement plus élevées chez les patients prenant des IPPs que chez ceux qui n'en
prennent pas méme apres ajustement pour de nombreux facteurs de confusion y compris le
DFGe, I'age, le sexe, les antécédents d'insuffisance rénale aigué, les concentrations sériques
de CRP et d'albumine, le diabéete, I'IMC, le statut tabagique, I'ACR et le nombre total de
médicaments co-prescrits. Ce travail est notamment générateur d'hypothese et a souligné
I'importance de mieux comprendre par de futurs travaux les facteurs qui pourront moduler

les concentrations sériques des TUs dans la MRC afin de limiter leurs effets déléteres.

5.2 FORCES ET LIMITES

La présente these se caractérise par plusieurs forces qui soulignent son importance et
sa place dans le monde de la néphrologie. Le fait que nos travaux sont basés sur la cohorte
Francaise nationale CKD-REIN engendre plusieurs forces. CKD-REIN est une cohorte
prospective qui inclut plus de 3000 patients atteints de MRC modérée a avancée avant
défaillance rénale, formant un large échantillon qui permet d'obtenir une puissance
statistique suffisamment élevée, permettant d'effectuer des analyses prenant en compte un
grand nombre de facteurs de confusion. Les patients de CKD-REIN ont été recrutés a partir
de 40 consultations de néphrologie réparties sur toute la France, ce qui fait qu'ils sont
représentatifs des pratiques néphrologiques et de la population de patients atteints de
MRC avec un suivi néphrologique au niveau national Francais. En plus, I'étude CKD-REIN
dispose de données exhaustives, y compris les caractéristiques sociodémographiques des

patients, les antécédents médicaux, la prise en charge pharmacologique, des résultats
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biologiques sanguins et urinaires en lien avec la MRC, et les dosages de TUs, permettant
d‘ajuster sur un grand nombre de facteurs de confusion ayant peu de données manquantes.
Le suivi actif sur 5 ans nous a permis d'observer la survenue de plusieurs évenements chez
ces patients, dont un grand nombre d'évenements cardiovasculaires. Le recueil de données
de différentes sources dans cette cohorte dont les dossiers médicaux, les interviews et les
questionnaires..., nous a permis d'avoir acces a une exhaustivité de données utiles a la
réalisation de nos travaux. L'évaluation précise et standardisée des évenements
cardiovasculaires par des spécialistes permette également I'utilisation de données de qualité
concernant le critere de jugement d'une de nos études. Le dosage centralisé des TUs dans
CKD-REIN en utilisant une technique robuste et validée est un point fort a ne pas négliger.
En outre, la fraction libre des TUs liées aux protéines est la partie active de la molécule et
porte donc un plus grand intérét clinique. En revanche, le dosage de cette fraction est
généralement la plus complexe a effectuer, ce qui fait que CKD-REIN se caractérise par la
disponibilité de données relatives au dosage de la fraction libre en plus des fractions liées,
sans aucune donnée manquante observée pour toutes les TUs incluses dans nos travaux.
Cela nous a permis d'étudier la fraction libre des TUs dans le dernier objectif, et d'évaluer
pour la premiere fois la place de la kynurénine libre dans les complications cardiovasculaires
dans la MRC dans le deuxieme objectif. En plus des multiples points forts liés a la cohorte
CKD-REIN, cette these présente une vue d’ensemble détaillée sur les derniéres mises a jour
concernant l'association entre TUs et MCV dans la MRC grace a la revue narrative présentée
dans le premier objectif. Enfin, I'évaluation de la prise d'IPPs en tant que facteur qui pourra
moduler les concentrations sériques en TUs dans la MRC ainsi que I'association entre les
concentrations sériques de la kynurénine libre et la survenue de MCV dans la MRC sont des
sujets qui sont abordés pour la premiere fois dans la littérature scientifique et ouvrent des

perspectives importantes pour le monde de la recherche sur les TUs.

Cependant, cette these présente quelques limites. En raison de la nature chronophage
et du coiit liés au dosage des TUs, nous n’avions pas la quantification des TUs pour la
majorité des participants de la cohorte CKD-REIN au début de la these. Nous avons donc

réalisé I'étude évaluant I'association entre la prescription d'IPP et les concentrations sériques
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de divers TUs dans un échantillon aléatoire de la cohorte CKD-REIN, sans donc considérer
tous les participants de la cohorte entiere. En revanche, cet échantillon était bien
représentatif de la cohorte entiére et incluait un nombre de participants suffisamment élevé
pour permettre l'inclusion d'un nombre suffisant de facteurs de confusion. Bien que nos
résultats sont trés intéressants, mais le type transversal de cette étude ne permet pas de
conclure pour aucun lien de causalité entre |'utilisation d'IPP et les concentrations sériques
élevées de TUs. Concernant notre 2¢ objectif que nous avons pu atteindre apres obtention
de la quantification des TUs pour I'ensemble des participants de CKD-REIN, |'évaluation de
I'effet des TUs est basée sur leurs concentrations sériques a l'inclusion de I'étude, sans
évaluer leur effet apres 2 et 5 ans. En plus, nous n'avons mis en lumiere que I'effet de la
kynurénine qui n'est qu'une partie de plusieurs autres TUs déléteres a la santé
cardiovasculaire, sans explorer son role en tant que biomarqueur prédictif du risque
cardiovasculaire ni trouver sa place par rapport aux autres TUs impliquées. Nous pouvons
noter aussi quelques biais, notamment le biais de sélection li¢ au design de I'étude CKD-
REIN qui pourra limiter la généralisabilité de nos résultats. Déja, les patients inclus dans
I'étude sont uniquement ceux qui ont été suivis par un néphrologue. Par conséquent, leurs
profils peuvent différer des patients non suivis pour leur maladie (a plusieurs niveaux, y
compris la gravité de la MRC, leurs caractéristiques cliniques, les atteintes
cardiovasculaires...). De méme, les patients inclus sont ceux qui ont pu fournir un
consentement libre et éclairé, ce qui implique I'exclusion des patients atteints de démence
avancée. Ces derniers présentent possiblement des problémes de compréhension et de suivi
des traitements, une mobilité réduite, et/ou une alimentation altérée et d'autres facteurs de
mode de vie ; des caractéristiques qui different par rapport aux patients non atteints de
démence et qui pourront affecter les MCV, la prescription et la prise de médicaments, ainsi
que les concentrations sanguines des TUs dérivées de I'alimentation et de l'intestin qui font
I'objet de la présente these. En outre, nos criteres d'éligibilité lors de l'inclusion étaient des
patients atteints de MRC avec un DFGe inférieur a 60 ml/min/1,73 m? excluant ainsi tous les
patients dont le DFGe dépassait ce seuil. Cependant, les patients avec un DFGe supérieur a
60 ml/min/1,73 m? peuvent toujours présenter une albuminurie élevée (>30 mg/g) ou

d'autres marqueurs de lésions rénales, qui correspondent également aux critéres de la MRC
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selon les directives KDIGO °. De plus, malgré la prise en compte de nombreux facteurs dans
les analyses réalisées, nous ne pouvons pas écarter la possibilité d'un biais de confusion
résiduelle vu que des facteurs de risque inconnus ou non mesurés n'étaient pas inclus dans

nos analyses.

5.3 IMPLICATION ET PERSPECTIVES

Ce travail a montré que mener de larges études de cohortes prospectives tels que CKD-
REIN est crucial pour mettre en évidence les déterminants et les facteurs de risque des
complications dans la MRC, tout en soulignant des questions pertinentes liées a la santé
publique ainsi qu'a la prise en charge des patients par les cliniciens. Durant cette thése, nous
avons cherché a identifier des facteurs de risques cardiovasculaires spécifiques a la MRC.
Une bonne exploration et validation des biomarqueurs (comme les TUs) pouvant prédire le
risque cardiovasculaire dans la MRC, et I'exploration des facteurs pouvant affecter ces
biomarqueurs, sont alors indispensables. En outre, il est important de continuer a mener des
recherches pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de ces effets toxiques et
pour développer de nouveaux traitements efficaces, surtout que ces TUs présentent de
nombreux effets négatifs au-dela des MCV tels que la neurotoxicité, la progression de la
MRC, les maladies osseuses, et les dysfonctionnements métaboliques. Enfin, viser les patients
atteints de MRC dans les essais cliniques est nécessaire afin de pouvoir mieux gérer ou

prévenir la progression et les complications de ce fardeau sanitaire et économique.

Les implications et perspectives de chacun de nos trois objectifs seront bien détaillées

dans les sous-parties ci-dessous.

Toxines urémiques et maladies cardiovasculaires dans la maladie rénale chronique

Nous avons élaboré tout au long de cette these que les TUs pourraient jouer un role
critigue dans l'augmentation de la prévalence et de lincidence des évenements
cardiovasculaires et de la mortalité chez les patients atteints de MRC. Des interventions

ciblant les TUs pourraient contribuer a prévenir ou réduire les complications
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cardiovasculaires dans cette population. Etant donné que les TUs incluses dans notre travail
sont dérivées de |'alimentation ou de I'intestin, nous nous concentrerons uniquement sur les
possibles interventions pouvant cibler spécifiquement ces types de TUs. Les diverses options
thérapeutiques actuelles reposent sur des études de faible niveau de preuve et ayant des

résultats discordants.

Modifier la composition du microbiote intestinal ou cibler les enzymes impliquées dans
les voies de génération des TUs d'origine intestinal semblent étre des solutions intéressantes
a explorer. La modification des habitudes alimentaires et I'utilisation de prébiotiques,
probiotiques et symbiotiques pourraient réduire la production de TUs dérivées du
microbiote intestinal 8289326 mais ceci doit encore étre confirmée par des essais contrdlés
randomisés avant de pouvoir les recommander dans la pratique clinique 3%’. Le réle de ces
biotiques dans la MRC et leur effet sur la progression de la maladie n'a encore été approuvé
par aucune agence pharmaceutique et les études ont rapporté de nombreux résultats
contradictoires 3?8, L'apport alimentaire influence la composition et I'activité des microbiotes
intestinales, et il a été montré que les régimes hypoprotéiques, végétariens et
méditerranéens réduisent les concentrations sériques des TUs d'origine alimentaire et
intestinale 89329339 |es polyphénols (a partir d'un régime a base de plantes) pourront
contrecarrer l'effet néfaste de I'IS par exemple en modulant l'activité de I'AhR 328,
Généralement, les néphrologues conseillent aux patients atteints de MRC avancée de limiter
leur apport en fruits et Iégumes afin de réduire le risque d'hyperkaliémie. Cependant, ce type
de régime pourrait potentiellement affecter négativement la dysbiose intestinale. De futurs
études évaluant les interactions entre alimentation et microbiote intestinal chez des

patients avec une MRC sont nécessaires.

Les chélateurs du phosphate sont largement utilisés pour réguler
I'hyperphosphatémie 89282 Les chélateurs du phosphate, du fait de leur mécanisme d'action,
pourraient également affecter la composition du microbiote intestinal et donc la production
de TUs dérivées de l'intestin. Cependant, les données de la littérature sur ce sujet font I'objet
de débats. Dans deux essais cliniques randomisés portant sur des patients atteints de MRC,

le sévélamer n'était pas associé a des changements significatifs dans les concentrations
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sériques de TUs dérivées de l'intestin 337332 Par conséquent, il n'a pas encore été démontré
que les chélateurs du phosphate peuvent réduire efficacement les concentrations de ces

composés 282,

Les résultats des études animales et des essais cliniques ont démontré que le recours
a des molécules absorbantes telles que I’AST-120 permettra une diminution, plus
efficacement que les interventions mentionnées ci-dessus, des concentrations de TUs
(principalement I'IS) 282, L'AST-120 diminue Il'absorption des TUs par le tractus gastro-
intestinal, prévenant ainsi leur accumulation dans le sérum 8326 Bien que I'AST-120 réduise
efficacement les concentrations sériques des TUs d'origine intestinale, il faut noter que cette
molécule est uniquement commercialisée en Asie et que de futurs essais cliniques
thérapeutiques sont nécessaires pour évaluer I'impact de cette molécule absorbante

orale sur la survenue de MCV et la mortalité 333,

Kynurénine dans la maladie rénale chronigue

Nous avons présenté ci-dessus les perspectives concernant la modulation des
concentrations sériques des TUs en général. Nous allons détailler ci-apres ceux relatives a la

kynurénine spécifiquement, une TU qui a fait I'objet de notre 2° objectif de these.

Bien que la voie métabolique kynurénique exerce des effets antioxydants, anti-
inflammatoires, et neuroprotecteurs dans des conditions physiologiques, elle a des effets
néfastes dans des conditions d'inflammation et de stress comme la MRC et ce d'autant plus

quand la concentration sérique de ses métabolites augmente %°.

Les études expérimentales ont montré que la kynurénine provoquait une dysfonction
des CE, une angiogenése anormale et une thrombose vasculaire. Cependant, tres peu
d'études cliniques ont démontré l'association entre les concentrations sériques de
kynurénine totale et les MCV chez les patients atteints de MRC en pré-dialyse. En plus,
aucune étude n'a évalué la fraction libre de la kynurénine étant donné que son dosage est
généralement tres complexe nécessitant des méthodes sophistiquées et une expertise

technique. Etant donné l'intérét d'évaluer cette fraction qui représente la forme active de la
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kynurénine et qui exerce spécifiquement les effets responsables des réponses cellulaires et
moléculaires, nous avons étudié pour la premiere fois I'association entre la kynurénine libre
et les MCV dans la MRC, montrant une association significative indépendante entre ces deux.
Par conséquent, la kynurénine est un candidat prometteur pour comprendre I'interaction

complexe entre la MRC et les MCV.

Nos résultats constituent une premiére étape afin de mettre en évidence la place de
la kynurénine libre dans la MCV chez les patients pré-dialysés. Des analyses longitudinales
seront nécessaires afin de confirmer nos résultats. Une fois le dosage des TUs a 2 ans et a 5
ans de l'inclusion seront bien achevés dans I'étude CKD-REIN, nous pourrions reprendre
notre analyse tout en prenant compte de ces mesures longitudinales et donc de I'effet
temps-dépendant de kynurénine en réalisant des modeéles joints. Ainsi, nous pourrions
confirmer nos résultats précédents sur I'association entre la kynurénine et la survenue de
MCV chez les patients pré-dialysés. Cette confirmation d'une association étiologique entre
la kynurénine et les MCV mérite d'étre exploré davantage dans de futurs travaux afin
d'explorer le role de la kynurénine en tant que biomarqueur prédictif du risque
cardiovasculaire dans la MRC. Une analyse distincte utilisant des méthodologies d'analyse
prédictive et une validation externe permettront de conclure pour le r6le de la kynurénine
en tant que biomarqueur de la MCV, et puis de comparer la valeur prédictive des autres
TUs connues pour étre associées aux MCV puisque la kynurénine ne constitue qu'un facteur
parmi plusieurs autres impliqués. L'intérét de ces travaux sera de permettre une
meilleure compréhension de la physiopathologie des MCV dans la MRC, et nécessitera
de futurs travaux expérimentaux et des essais controlés randomisés permettant de
mettre en place des solutions thérapeutiques correspondantes pour réduire les
concentrations sériques des TUs et donc mieux gérer le risque cardiovasculaire dans la

MRC.

Comme précédemment expliqué, dans un contexte de MRC, la kynurénine est dérivée
du métabolisme du tryptophane initialement dans l'intestin, puis dans différents autres
types de cellules en activant exceptionnellement I'enzyme IDO, entrainant des complications

cardiovasculaires en activant principalement la voie de I’AhR. Par conséquent, des stratégies
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ciblant chacune de ces étapes pourraient étre envisagées comme des pistes pour le
développement de nouvelles solutions plus efficaces, permettant ainsi de réguler les
concentrations sériques de la kynurénine et d’améliorer donc leurs effets déléteres dans la
MRC 101:108327,328334,335

Un régime pauvre en acides aminés aromatiques (tout en restant normoprotéique)
pourrait réduire la production des TUs dérivées du métabolisme des acides aminés
aromatiques, dont la kynurénine 334, Bien que le tryptophane soit aussi le précurseur du
neurotransmetteur souvent appelé « hormone du bonheur », la sérotonine, le régime pauvre
en acides aminés aromatiques n'était pas totalement dépourvu de tryptophane et les
niveaux d'apport étaient suffisants pour la  production de sérotonine.

Malgré le fait que la kynurénine ne soit pas dérivée directement du microbiote intestinal
comme préecédemment expliqué, il est important de noter que les interférons de type | (qui
affectent la voie métabolique kynurénique) sont eux-mémes régulés par le microbiote
107,108 = Ainsi, une autre cible intéressante pourrait étre la modulation du microbiote
intestinal, qui pourra aussi affecter I'ensemble des TUs dérivées du microbiote intestinal.

L'AhR pourrait étre une autre cible et qui permet également de cibler plusieurs toxines
surtout celles dérivées du métabolisme du tryptophane. Massy et Drueke ' ont suggéré
que les inhibiteurs de I'’AhR seraient probablement indiqués comme solution via le blocage
de plusieurs voies communes. L'inhibition de I’AhR par son inhibiteur spécifique CH223191
a inhibé I'expression du facteur tissulaire induit par la kynurénine dans les macrophages
activés 33°. Cependant, I'efficacité et la sécurité des inhibiteurs de I'AhR chez les patients
atteints de MRC doivent faire I'objet de futurs études, surtout que les AhR présentent divers
ligands avec des effets diversifiés. En d'autres termes, I'activation de I'AhR et les métabolites
dérivés du tryptophane peuvent avoir des effets a la fois bénéfiques et/ou délétéres 0.
Comme déja expliqué dans I'introduction, le tryptophane est métabolisé a travers plusieurs
voies et peut étre un précurseur des TUs et/ou de molécules non toxiques telles que la
mélatonine, prouvée pour avoir des effets immunorégulateurs et anti-inflammatoires chez
les patients hémodialysés 336, Ainsi, I'AhR est activée par plusieurs métabolites, entre autres
ceux bénéfiques qui sont essentiels a la détoxification et a la régulation immunitaire et

métabolique 9. Par conséquent, les futures interventions devraient spécifiquement bloquer
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les voies néfastes activées par I'AhR tout en préservant celles bénéfiques. Pour aller encore
plus loin dans ce sujet et discuter d'autres TUs que la kynurénine, des effets diversifiés des
métabolites dérivés d'autres acides aminés que le tryptophane, tels que la tyrosine et la
phénylalanine, devraient faire I'objet d'exploration par de futurs recherches plus poussées
étant donné que les solutés dérivés du méme précurseur que celui des TUs pourraient étre
bénéfiques, voire essentiels, pour le bon fonctionnement du corps. Les résultats pourraient
a leur tour aboutir a une réévaluation des options thérapeutiques, en stimulant par exemple
certaines voies métaboliques spécifiques et en inhibant d'autres, ou en essayant non
seulement d'influencer la génération intestinale des TUs mais aussi leur absorption.

Enfin, les inhibiteurs de I'IDO pourraient étre utilisés dans des essais cliniques
cardiovasculaires afin d'étre évalués comme stratégie thérapeutique potentielle 337, Ainsi, la
voie kynurénique sera controlée tout en préservant les autres voies bénéfiques du
tryptophane. Des études animales ont démontré que l'inhibition de I'lDO peut réduire les
MCV 338l a été démontré que l'inhibition de I''DO par I'epacadostat a significativement
réduit le rapport Kynurénine/Tryptophane 33°. Une autre étude préclinique récente avait
montré que le traitement par CER-001, un mimétique de la HDL, a atténué I'inflammation
systémique et régulé I''DO 339, partant d'une hypothése que la HDL exerce des effets anti-
inflammatoires et assure une protection endothéliale. Ces données pourraient suggérer que
l'usage de CER-001 peut avoir le potentiel d'améliorer les fonctions rénales et la santé
cardiovasculaire. Cependant cette étude a été menée dans les cas d'insuffisance rénale aigué
induite par le sepsis, et devra étre réévaluée dans la MRC. A noter que l'efficacité des
inhibiteurs de I'IDO reste discutable du fait d'une potentielle existence d’'une voie alternative

qui produit de la kynurénine.

Concernant nos résultats sur les sous-groupes de MCV, montrant une association
indépendante significative entre les concentrations sériques élevées de kynurénine libre et
la survenue d'évenements cardiovasculaires non-athéromateux dans la MRC sans pouvoir
mettre en évidence une association significative avec les MCV athéromateuses, ils devront
étre aussi confirmés par de prochaines études longitudinales qui prennent en compte les

différentes mesures de kynurénine. De méme, ces résultats soulignent l'importance de
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mettre en place des études précliniques qui pourront expliquer des mécanismes d'action
spécifiques, et explorer le réle de la kynurénine libre dans la calcification vasculaire en tant

que potentielle explication intéressante d'effet sur les MCV non-athéromateuses.

Inhibiteurs de pompe a protons et toxines urémigues dans la maladie rénale

chronique

En raison des impacts néfastes (cardiovasculaire, rénale, neurologique...) des
concentrations élevées de TUs dans la MRC, il semble essentiel et pertinent d'explorer les
facteurs susceptibles d'influencer les concentrations sériques de TUs (autres que le DFGe).
Ceci vise a limiter leurs concentrations sériques afin de réduire potentiellement leurs effets
déléteres sur la santé chez les patients avec MRC. Certaines études antérieures ont montré
une interaction entre les médicaments inhibiteurs des OAT1/3 (tels que la ciprofloxacine, le

furosémide...) et les TUs 113:127.130:304

, partant d’'une hypothese qu'une potentielle compétition
existe entre TU et médicament au niveau de ces transporteurs, entravant ainsi I'élimination
rénale des TUs et pouvant expliquer les variations de concentration de certaines TUs. Nous
avons évalué cette hypothese en ciblant spécifiquement les IPPs. Ces derniers sont tres
frequemment prescrits dans la MRC, et sont connus pour étre des inhibiteurs des
OAT1/0AT3 3305 Nos travaux ont montré pour la premiére fois que les IPPs étaient

significativement associés a des concentrations sériques élevées de quelques TUs (IS, le

PCG et la PAG).

Mais il faut noter que nous avons évaluer I'association transversale entre |'utilisation
d'IPP et les concentrations sériques de TUs a l'inclusion de I'étude chez des patients atteints
de MRC tiré au sort de la cohorte CKD-REIN. Nos résultats sont préliminaires, et ce travail
est surtout générateur d'hypothése. Nos résultats constituent une premiére étape
permettant d’'ouvrir la voie a de futurs travaux. Il sera intéressant que cette analyse soit
réévaluée sur I'ensemble des patients de la cohorte CKD-REIN en premier. Ensuite, une
analyse longitudinale permettra de confirmer nos résultats. Une fois le dosage des TUs a 2
ans et a 5 ans de l'inclusion seront bien achevés dans I'étude CKD-REIN, nous pourrions

comparer les concentrations sériques des TUs entre l'inclusion a I'étude, et puis a 2 et 5 ans
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apres, chez des patients utilisateurs incidents d'IPP. Comme évoqué dans la discussion du
chapitre 4, les IPPs peuvent étre surprescrits souvent sans indications et sont souvent utilisés
de maniere inappropriée. Leur utilisation a long terme est associée a différents effets
déléteres tels que I'ostéoporose, I'insuffisance rénale aigué, ou la progression de la MRC.
Notre présent travail rajoute un potentiel nouvel effet délétere des IPPs : l'interaction avec

les TUs.

5.4 CONCLUSION

Cette présente these a permis de mettre en lumiere I'impact significatif des TUs sur la
santé cardiovasculaire des patients atteints de MRC. La revue narrative nous a permis de
conclure que ces patients ont un risque plus élevé de subir des évenements cardiovasculaires
fatals ou non en raison direct ou indirect (par l'inflammation chronique et le stress oxydatif)
de I'accumulation des TUs. A partir des données de la cohorte CKD-REIN, nous avons montré
que les concentrations sériques élevées de kynurénine libre étaient indépendamment
associées a un risque accru de survenue d'évenements cardiovasculaires fatals ou non, en
particulier les évenements cardiovasculaires non-athéromateux. Nos travaux ont également
mis en évidence l'importance de considérer dans les futurs projets de recherche les facteurs
qui peuvent influencer les concentrations sériques des TUs dans cette population avec MRC
afin de pouvoir prévenir ou gérer les complications associées a cette maladie. Nos résultats
préliminaires ont montré que les concentrations sériques d'IS libre et total, de PAG, et de
PCG libre et total étaient significativement et indépendamment plus élevées chez les patients
prenant des IPPs que chez ceux qui n'en prennent pas. Les résultats de cette thése ont des
implications pertinentes pour la pratique clinique de néphrologie et la santé publique. Cette
these souligne la nécessité de mener davantage de recherches pour comprendre les
mécanismes sous-jacents de |'effet des TUs sur la santé cardiovasculaire et la mortalité chez
les patients atteints de MRC et développer de nouveaux traitements et approches pour
réduire leur impact sur la santé de ces patients. Les MCV peuvent a leur tour avoir un impact
sur la santeé rénale, causant des lésions rénales et la progression de la maladie. Etant donné
que de multiples facteurs complexes agissent ensemble pour causer la survenue de MCV,

une approche combinée, ciblant a la fois les TUs et d'autres aspects de la MCV, sera
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nécessaire pour prévenir ces complications.
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Abstract: Patients with chronic kidney disease (CKD) have an elevated prevalence of atheromatous
(ATH) and/or non-atheromatous (non-ATH) cardiovascular disease (CVD) due to an array of CKD-
related risk factors, such as uremic toxins (UTs). Indeed, UTs have a major role in the emergence of
a spectrum of CVDs, which constitute the leading cause of death in patients with end-stage renal
disease. The European Uremic Toxin Work Group has identified over 100 UTs, more than 25 of which
are dietary or gut-derived. Even though relationships between UTs and CVDs have been described
in the literature, there are few reviews on the involvement of the most toxic compounds and the
corresponding physiopathologic mechanisms. Here, we review the scientific literature on the dietary
and gut-derived UTs with the greatest toxicity in vitro and in vivo. A better understanding of these
toxins’ roles in the elevated prevalence of CVDs among CKD patients might facilitate the development
of targeted treatments. Hence, we review (i) ATH and non-ATH CVDs and the respective levels of risk
in patients with CKD and (ii) the mechanisms that underlie the influence of dietary and gut-derived
UTs on CVDs.

Keywords: uremic toxins; atheromatous cardiovascular diseases; non-atheromatous cardiovascular
diseases; chronic kidney disease

Key Contribution: This review provides an overview of the pathophysiological mechanisms of major
dietary and gut-derived uremic toxins in the emergence and progression of cardiovascular diseases
in a chronic kidney disease setting.

1. Introduction

With an estimated prevalence between 8% and 16%, chronic kidney disease (CKD) is
a growing worldwide public health problem [1]. The Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) initiative has defined CKD as a decrease in kidney function for at least
3 months, referring a glomerular filtration rate (GFR) below 60 mL/min or an albumin-to-
creatinine ratio above 30 mg/g (3.4 mg/mmol) [2]. Renal impairment has been directly
linked to high rates of morbidity and mortality in general [3] and cardiovascular morbidity
and mortality in particular [4,5]. In fact, CKD increases the risk of cardiovascular disease
(CVD) by a factor of two to four [6], making them the leading cause of death in long-
standing CKD patients [4]. In adults, CKD is associated with both atheromatous (ATH)
CVDs (such as myocardial infarction (MI) and stroke) and non-atheromatous (non-ATH)
CVDs (such as heart failure and atrial fibrillation) [7].

This increased risk of CVD is multifactorial given the combination of both, traditional
cardiovascular risk factors that are often found as comorbidities in patients with CKD (e.g.,
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hypertension, diabetes mellitus (DM), dyslipidemia, advanced age, male sex, smoking, high
body mass index) and non-traditional cardiovascular risk factors, known as CKD-related
risk factors (such as high albuminuria and uremic toxins’ (UTs) accumulation) [8,9].

UTs are defined by harmful solutes accumulated in the body when the kidneys’ filtra-
tion capabilities are gradually lost, whereas they normally should be excreted by healthy
kidneys [4,10,11]. They originate from endogenous metabolism, microbial metabolism, or
exogenous intake. In 2021, the European Uremic Toxin Work Group (EUTox) identified
over 100 UTs, including more than 25 dietary and gut-derived compounds [12,13]. Based
on their molecular weight and protein-binding ability, UTs are commonly classified into
three categories: free water-soluble, low-molecular-weight solutes (<500 Da), water-soluble
middle molecules (>500 Da), and protein-bound solutes [12,14]. In December 2021, Ros-
ner et al. suggested a novel six-category classification of UTs [11]: small protein-bound
molecules (<500 Da), small water-soluble molecules (<500 Da), small-middle molecules
(500-15,000 Da), medium-middle molecules (>15,000-25,000 Da), large-middle molecules
(>25,000-58,000 Da), and large molecules (>58,000 Da). This more holistic classification
included the UTs’ physicochemical characteristics and their correlations with clinical symp-
toms and outcomes; however, Rosner et al.’s classification has some limitations and has not
yet been validated [11].

Dietary metabolites (such as 3-carboxy-4-ethyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid (CMPF),
phosphate, and urea) are known to be strongly associated with cardiovascular events [15,16].
Phosphate’s impact on CVDs does not occur independently: Phosphate has a direct effect
on vascular smooth muscle cells (VSMCs) through the complex calcium/phosphate and
an indirect effect via the fibroblast growth factor 23 (FGF23)/Klotho and PTH axes [17].
The gut microbiota metabolizes many dietary compounds, although most of the resulting
metabolites are excreted by the kidneys in healthy individuals [18]. Subsequently, any
disruption of the intestinal microbial composition, as seen in patients with CKD, will
generate harmful metabolites [13]. Here, we only review data on the UTs with the greatest
toxicity in vitro and in vivo [16]: indoles (indoxyl sulfate (IS), indole-3-acetic acid (IAA),
kynurenine, and kynurenic acid (KA)), phenols (p-cresyl sulfate (PCS), p-cresyl glucuronide
(PCG), and phenylacetylglutamine (PAG)), hippurates (hippuric acid (HA)), and others
(CMPF, phosphate, urea, trimethylamine N-oxide (TMAO)). As ilustrated in Figure 1, the
accumulation of these UTs has been implicated directly or indirectly in a spectrum of ATH
and non-ATH CVDs [19].

Previous reviews described the endogenously generated UTs (such as -2 microglob-
ulin, interleukins, and other inflammatory markers), we aimed in the present narrative
review to focus on the most toxic dietary and gut-derived compounds. Here, we review
research published between 2002 and 2022 by (i) defining the various ATH and non-ATH
CVDs and the associated risks in patients with CKD (ii) and listing the various mechanisms
that underlie the influence of dietary and gut-derived UTs on the CVD risk.
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Figure 1. Schematic description of the effects of uremic toxins on cardiovascular diseases in a CKD
setting. ATH, atheromatous; CVDs, cardiovascular diseases.

2. Cardiovascular Diseases

The elevated incidence and prevalence of CVD is due to many conventional and
non-conventional risk factors, of which CKD is the major non-modifiable one [20]. The
prevalence of CVD is higher in patients with CKD than in healthy individuals, and the
cardiovascular mortality rate is 10 to 30 times higher in dialysis patients than in the general
population [21]. This elevated risk can be ascribed to the combination of conventional car-
diovascular risk factors with those related directly to CKD such as oxidative stress, chronic
inflammation, vascular calcification, and UTs [8,20,22]. According to Jankowski et al. [22],
“CKD mimics accelerated aging of the cardiovascular system”.

In physiopathologic terms, CVDs can be classified as ATH or non-ATH [6] that are
both highly prevalent in patients with CKD [8].

2.1. Atheromatous Cardiovascular Diseases

ATH CVD is characterized by the presence of occlusive lesions and plaques (called
atheromas) inside the arterial wall; the aorta and the coronary arteries are primarily af-
fected [23]. Atheromas in patients with CKD are mainly characterized by important
thickening of the intima media [20,24]. According to the KDIGO [25] and the Cardiovas-
cular Stroke Endpoint Definitions for Clinical Trials [26], ATH CVDs include stroke or MI
(whether fatal or not) and hospitalization for silent ischemia, unstable angina, transient
ischemic attacks, intrastent thrombosis, peripheral artery disease (PAD), percutaneous
coronary interventions or coronary artery bypass grafts, vascular surgery, amputation, and
revascularization for coronary artery disease (CAD) or PAD. Furthermore, PAD can be
defined as a history of amputation, angioplasty, or lower limb bypass prompted by ATH
distal ischemic lesions [8,27].

The prevalence of atherosclerotic CVD is higher in patients with moderate CKD than
in healthy individuals, and atherosclerosis progression is strongly linked to the worsening
of CKD [28]. The incidence of fatal MI was higher in dialysis patients than in the general
population [20]. The results of observational studies have shown that the stroke risk increases
with declining GFR [28,29], and that CKD is associated with a higher risk of PAD [30,31].

2.2. Non-Atheromatous Cardiovascular Diseases

Non-ATH CVD encompasses other types of CVD, including sudden cardiac death or
death from heart failure (without a history of CAD), hospitalization for heart failure (again
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with no history of CAD), cardiac fibrosis, atrial fibrillation or other arrhythmia disorders,
diastolic dysfunction, arterial stiffness, cardiomyocytes hypertrophy, vascular calcification, or
valvular heart disease [8,27,32]. Prior cohorts concluded that the prevalence of heart failure
increased markedly with CKD progression and affected 65 to 70% of patients with end-stage
renal disease (ESRD) [33]. Patients with CKD had a significantly higher aortic pulse wave
velocity [34]. The higher the CKD stage, the greater the risk of arterial stiffness [35]—the
most prevalent arterial modification being in patients with CKD [36]. Arterial stiffness reflects
vascular calcification [37], and both variables are independent predictors of CVD mortality [38].
Vascular calcification is mainly associated with low vessel elasticity [39], and medial artery
calcification is the most common vascular calcification in patients with CKD [38]. Various
studies have reported that CKD is a risk factor for cardiac arrhythmia [40,41]. Although atrial
fibrillation represents the most prevalent type of arrhythmia, ventricular disorders are the
most lethal [40,42]. For example, ventricular tachyarrhythmia accounted for 79% of cardiac
arrests recorded in a study of hemodialysis (HD) patients [42].
In summary, CKD contributes significantly to severe non-ATH CVDs [33].

2.3. Other than Atheromatous and Non Atheromatous Cardiovascular Diseases

We also included cardiovascular complications that are neither ATH CVDs nor non-
ATH CVDs (referred to hereafter as “other than ATH and non-ATH CVDs”). This group
includes platelet aggregation, thrombus formation, and endothelial cell (EC) dysfunction.
Many studies have characterized the vascular damage caused by CKD. It is well known
that CKD progression is closely associated with levels of oxidative stress and inflammation,
which enhance cardiovascular damage and mortality [43]. Numerous studies have also
demonstrated that CKD is associated with significantly increased platelet activation [44,45],
and with the risk of both venous and arterial thrombosis [46,47]. Patients with CKD
frequently undergo endovascular procedures; the risk of post-angioplasty thrombosis or
vascular access thrombosis is elevated in this high-risk population [48], and makes CKD
the second-ranked risk factor for post-procedural complications [48,49].

3. Uremic Toxins and Risk for Cardiovascular Diseases

Some UTs markedly increase the relative risk of CVD in the CKD population. Many
in vitro, in vivo, and observational studies have concluded for the impact of dietary and
gut-derived UTs on adverse cardiac risk. We systematically searched the literature (the
PubMed database, up until 28 February 2022) for publications on the relationship between
UTs and CVDs in patients with CKD, by combining the following keywords: (“Chronic
kidney disease” OR “renal impairment” OR “kidney disease” OR “chronic kidney failure”
OR “chronic renal failure”) AND (“Cardiovascular disease” OR “vascular calcification”
OR “oxidative stress” OR “coronary artery disease” OR “atherosclerosis” OR “peripheral
artery disease” OR “cardiovascular damage” OR “Cardiovascular Diseases” [Mesh] OR
“arrythmia” OR “stroke” OR “cardiovascular death” OR “myocardial infarction”) AND
(“uremic toxin*” OR “uremic retention solute*” OR “cardiovascular toxin*” OR “ indoxyl
sulfate” OR “p-Cresyl sulfate” OR “p-cresyl glucuronide ” OR “indole-3-acetic acid “OR”
hippuric acid” OR “kynurenic acid” OR “kynurenine” OR “3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-
furanpropanoic acid” OR “Phenylacetylglutamine” OR “trimethylamine N-oxide”) AND
(“in vivo” OR “in vitro” OR “animal*”) NOT “hemodialysis” NOT “peritoneal dialysis”
NOT “dialysis”). A total of 262 articles were analyzed. We excluded 9 studies on pediatric
patients, 25 reviews, and 15 studies investigating other UTs than the dietary and gut-
derived ones included in the present review. A total of 213 original articles were selected.

3.1. Experimental Data: In Vitro Studies

Table 1 summarizes the in vitro studies of the UTs” impact on CVDs in a CKD setting.
Recent results have demonstrated that UTs contribute to CVDs in CKD patients
through a variety of mechanisms, the most significant of which are endothelial dysfunc-
tion and vascular calcification caused mostly by oxidative stress and inflammation. For
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example, a recent study of primary human dermal microvascular ECs by Arinze et al. [50]
showed that tryptophan-derived indoles (IS, kynurenine, and KA) were associated with
the worsening of PAD. The UTs decreased Wnt/ S-catenin activity, causing EC dysfunction
and impaired angiogenesis.

Studies in different in vitro models found that IS, IAA, PCS, phosphate, and urea
induced oxidative stress by increasing reactive oxygen species (ROS) production [51-57]
or by activating leukocyte free radical production [58], thus contributing to endothelial
dysfunction and apoptosis. Itoh et al. [59] reported that IS induced ROS production in
human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) more intensely than CMPF did. HA
and phosphate caused EC apoptosis by disrupting the mitochondrial membrane through
increased production of ROS and Drp1 protein [54,60].

Shang et al. [61] concluded that IS, IAA, and HA increased levels of miR-92a, a
microRNA induced by oxidative stress in ECs and which is involved in atherosclerosis.
Furthermore, IS was involved in the pathophysiology of atherosclerosis by increasing
the expression of the adhesion molecules intercellular adhesion molecule-1, vascular cell
adhesion molecule-1, monocyte chemotactic protein-1, and e-selectin [62,63], and activating
the p42/44 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway and thus vascular smooth
muscle cell (VSMC) proliferation [64].

Experiments on HUVECs demonstrated that PCS had a damaging effect on ECs by
(i) directly stimulating the Rho-associated protein kinase [65], (ii) enhancing NADPH
oxidase expression and ROS production [53], (iii) inducing the shedding of endothelial
microparticles [66], and (iv) inhibiting (along with IS) endothelial proliferation and wound
repair [67]. Phosphate (the UT most intensively studied in vitro) also damages ECs. Phos-
phate overloads blocked G1/S progression, reducing EC proliferation [68]. Moreover,
phosphate overload decreased annexin II expression and stiffened ECs [69]. In experiments
on aortic rings, excess of phosphate caused vasoconstriction, increased phenylephrine-
induced contraction, and lowered acetylcholine-induced relaxation [70]. Furthermore,
high phosphate levels accelerated calcium deposition on arteriole walls and decreased
vasorelaxation and nitric oxide (NO) production in human vascular smooth muscle cells
(HVSMCs), leading to vasoconstriction [71]. Similarly, urea disrupted ECs either via a direct
effect on the cells or indirectly via protein carbamylation. Urea prompted the formation of
excessive neutrophil extracellular trap in HUVECs [72], altered cell-to-cell junctions in an
immortalized human EC line [73], induced Associated Agonist Of Cell Death (BAD) pro-
tein expression [74], and inhibited glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
and Prostacyclin (PGI2) synthase (thus facilitating the activation of pro-atherosclerotic
pathways) [57]. It is also noteworthy that high urea levels were associated with elevated
mitochondrial ROS production in arterial ECs even after dialysis—suggesting that there is a
“cellular memory” for urea-induced oxidative stress [55]. In terms of an indirect effect, urea
levels were positively correlated with high-density lipoprotein (HDL) carbamylation, which
then inhibited endothelial repair functions [75]. TMAO had the same endothelial effect in
various models. It activated the nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing family,
pyrin domain-containing-3 (NLRP3) inflammasome and nuclear factor-kappa B (NF-«xB)
signals, promoted leukocyte-EC adhesion, EC dysfunction, and vascular calcification and
thus helped to enhance atherosclerosis processes [76-79].

Vascular calcification happens in various ways. Studies of human aortic smooth mus-
cle cells (HASMCs) showed that IS induced aortic calcification by activating the NF-xB
signaling pathway [80], decreasing Klotho expression [81], and inducing ROS generation
and the expression of NADPH oxidases (Nox1, Nox2, and Nox4), core binding factor 1,
alkaline phosphatase, and osteopontin [51]. In Bouabdallah et al.’s study [82] of HUVECs
and HASMCs, IS and phosphate induced the secretion of interleukin-8 from ECs and thus
the promotion of vascular calcification. In addition, phosphate promoted extracellular
matrix calcification and upregulated osteoblast marker expression by VSMCs [83]. High
phosphate levels activated toll-like receptor 4 (TLR4)/NF-xB signaling [84] and upregulated
aldosterone synthase expression, which induced VSMCs osteogenic transdifferentiation
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and calcification [85]. In an in vitro study of peripheral blood mononuclear cells, phosphate
modulated miR-223 expression and decreased osteoclastogenesis [86]. Similarly, phosphate
caused osteoblastic differentiation in VSMCs [87], reduced perlecan expression in rat aortic
rings (ex vivo) and HVSMCs, and induced BMP-2 (involved in osteogenic transdifferen-
tiation pathways) [88]. Lastly, phosphate mediated vascular calcification by increasing
alkaline phosphatase activity in VSMCs [89].

It has been reported that IS contributes to CVD through associations with arrhythmia, car-
diac hypertrophy, and fibrosis. The toxin’s arrhythmogenic effect was evaluated in embryonic
rat cardiomyocytes: IS inhibited the inward rectifier potassium ion channel—prolonging the
action potential and the QT interval and inducing early after depolarization [90]. Lekawanvijit
et al. [91] demonstrated the fibrotic effect of IS for the first time; this was later confirmed
by Liu et al. [92]. IS exerted pro-fibrotic, pro-hypertrophic, and pro-inflammatory effects by
activating MAPK and NF-xB pathways [91]. Furthermore, IS increased collagen synthesis
in neonatal rat cardiac fibroblasts, promoted myocyte hypertrophy, and stimulated tumor
necrosis factor-alpha and interleukin-6 expression [91]. In rats, cardiomyocytes took up IS
the organic anion transporters (OATs) 1 and 3, which led to the activation of the NF-xB and
MAPK pathways and favored cardiac hypertrophy and fibrosis [92].

Indoles are also known to have a prothrombotic effect. IS and IAA activated the aryl
hydrocarbon receptor (AHR), which led to an increase in tissue factor (TF) expression [93-95].
Gao et al. [96] demonstrated that IS and IAA caused red blood cell damage, which might lead
to thrombus formation.

UTs also have indirect effects on CVD. In particular, CMPF inhibited insulin secre-
tion [97], and urea increased the expression of the adipokines retinol binding protein 4 and
resistin [98].

Most of the following in vitro studies added human serum albumin (HSA) to the
protein-bound UT to reflect their natural protein-bound state in uremia. This addition
should be considered in such a context and, most importantly, while interpreting the results
in order to reflect their actual clinical effects [99].

Table 1. In vitro studies of the effects of UTs on cardiovascular complications.

First Author, Year Models UT(s) Studied Main Findings

Arinze [50], 2022 Primary human dermal 1S IS, kynurenine, and KA decreased Wnt/B-catenin
microvascular ECs Kynurenine activity, which causes EC dysfunction and impairs

KA angiogenesis.

Lano [93], 2020 HUVECs IS IS had a prothrombotic effect by increasing TF expression in ECs and pe-

ripheral blood mononuclear cells via AHR activation.

He [80], 2019 HASMCs IS IS induced calcification of HASMCs via the NF-xB signaling pathway.

Chen [81], 2016 HASMCs IS IS decreased Klotho expression, promoting aortic calcification.

Tang [90], 2015 Embryonic rat heart-derived car- IS IS has a role in arrhythmogenesis: IS inhibited the inward rectifier potas-
diac H9c2 cells sium ion channels function, resulting in a prolonged QT interval.

Chitalia [94], 2013 HVSMCs IS IS increased TF expression and decreased TF ubiquitination, leading to a

thrombogenic milieu.

Liu [92], 2012 Neonatal cardiac myocytes and IS IS was taken up by cardiomyocytes through OAT-1 and -3, leading to ac-
fibroblasts from Sprague-Dawley tivation of the NF-xB and MAPK pathways that are involved in cardiac
rats hypertrophy and fibrosis.

Lekawanvijit [91], 2010 Isolated NCMs, NCFs and THP-1 IS IS has a role in harmful cardiac remodeling: it has pro-fibrotic, pro-

hypertrophic, and pro-inflammatory effects via the activation of MAPK
and NF-xB pathways.

Tumur [62], 2010 and Ito [63], HUVECs 1S IS increased the expression of the adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1,
2010 MCP-1, and e-selectin, all of which are involved in the pathophysiology of
atherosclerosis.
Muteliefu [51], 2009 HASMCs 1S IS induced ROS generation and the expression of Nox4, Cbfal, ALP, and
osteopontin in VSMCs.
Yamamoto [64], 2006 VSMCs were isolated from the aor- IS IS caused VSMC proliferation via activation of the p42/44 MAPK pathway,
tas of male Sprague-Dawley rats a mechanism involved in the progression of atherosclerotic lesions.
Dou [52], 2015 Cultured human endothelial cells TIAA IAA activated the inflammatory AHR/p38MAPK/NF-xB pathway and in-
creased the production of endothelial ROS.
Gao [96], 2015 RBC from peripheral vein TAA IS and IAA caused RBC damage, which is involved
blood of eight healthy volunteers Is in thrombus formation.
Gondouin [95], 2013 HUVECs TIAA TAA increased TF expression resulting in a prothrombotic effect.
Gross [65], 2015 HUVECs and HVSMCs PCS PCS directly stimulated the Rho-associated protein kinase, which is in-

volved in vascular dysfunction and vascular remodeling.
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Table 1. Cont.

First Author, Year Models UT(s) Studied Main Findings

Watanabe [53], 2015 HUVECs PCS PCS enhanced ROS production and NADPH oxidase expression.

Meijers [66], 2009 HUVECs PCS PCS induced shedding of endothelial microparticles, causing endothelial
dysfunction.

Schepers [58], 2007 Blood from healthy donors incu- PCS The presence of PCS activated pro-inflammatory leukocyte free radical pro-

bated in the presence of PCS duction.

Dou [67], 2004 HUVECs PCS Both PCS and IS inhibited endothelial proliferation

IS and wound repair.
Huang [60], 2018 Human aortic endothelial cells HA HA contributed to mitochondrial fission by activating mitochondrial ROS
production and Drp1 protein expression.
Shang [61], 2017 HUVECs HA HA, IS, and TAA increased miR-92a levels, which im-
IS pairs EC function.
IAA

Nagy [97],2017 Human islets of Langerhans from  CMPF CMPF inhibited insulin secretion.

healthy donors

Ttoh [59], 2012 HUVECs CMPF IS induced ROS production more intensely than
IS CMPF did.

Bouabdallah [82], 2019 HUVECs and HASMCs Phosphate Phosphate and IS induced the secretion of interleuk-
1S in-8 from ECs, which is involved in VSMC calcification.

Jover [83], 2018 VSMCs Phosphate High phosphate promoted extracellular matrix calcification and upregu-
lated osteoblast markers.

Zhang [84], 2017 HASMCs Phosphate High phosphate induced vascular calcification via the activation of
TLR4/NF-xB signaling.

Alesutan [85], 2017 HASMCs Phosphate Hyperphosphatemia upregulated aldosterone synthase expression, induc-
ing VSMCs osteogenic transdifferentiation and calcification.

Rahabi-Layachi [68], 2015 HASMCs Phosphate Phosphate induced apoptosis and cell cycle arrest by blocking G1/S pro-
gression, thus reducing HASMCs proliferation.

M’Baya-Moutoula [86], 2015 Peripheral blood mononuclear cells ~ Phosphate Phosphate caused vascular calcification by modulating miR-223 and de-
creasing osteoclastogenesis.

Ciceri [87], 2015 VSMCs Phosphate Phosphate caused VSMC osteoblastic differentiation and led to cell calcifi-
cation.

Di Marco [69], 2013 Human coronary artery ECs Phosphate Hyperphosphatemia decreased annexin II expression and stiffened ECs.

Six [70], 2012 HUVECs Phosphate Phosphate exhibited a direct vasoconstrictor effect on aortic rings, in-
creased phenylephrine-induced contraction, and lowered acetylcholine-
induced relaxation—leading to endothelial dysfunction.

Guerrero [88], 2012 Rat aortic rings and HVSMCs Phosphate Phosphate reduced expression of perlecan and induced BMP-2, which is
involved in the osteogenic transdifferentiation pathways and would pro-
mote cells calcification.

Shroff [89], 2010 VSMCs Phosphate Phosphate increased alkaline phosphatase activity and mediated calcifica-
tion.

Di Marco [54], 2008 HUVECs Phosphate Hyperphosphatemia caused EC apoptosis by increasing ROS generation
and disrupting the mitochondrial membrane potential.

Shigematsu [71], 2003 HVSMCs Phosphate Phosphate overload accelerated calcium deposition on arteriole walls.
Moreover, phosphate led to vasoconstriction, decreased vasorelaxation,
decreased NO production, stimulated ROS production, and induced ECs
apoptosis.

Lee [72], 2021 HUVECs Urea Urea led to excessive neutrophil extracellular trap formation and thus EC
dysfunction.

Maciel [73], 2018 An immortalized human EC line Urea Urea altered cell-to-cell junctions, leading to greater endothelial damage.

D’Apolito [55], 2018 Human arterial ECs Urea Abnormal high urea levels had long-lasting effects on arterial cells: urea
increased mitochondrial ROS production in arterial ECs even after dialysis,
which typically promotes endothelial dysfunction.

D’Apolito [56], 2017 Human endothelial progenitor cell Urea Urea caused ROS production and accelerated endothelial progenitor cell
senescence.

Sun [75], 2016 Human arterial EC Urea Urea levels were positively correlated with HDL carbamylation, which in-
hibited endothelial repair functions.

D’Apolito [57], 2015 Human aortic ECs Urea Urea increased mitochondrial ROS production and inhibited GAPDH,
which leads to the activation of the endothelial pro-inflammatory pathway.
Furthermore, urea inactivated the anti-atherosclerosis enzyme PGI2 syn-
thase.

Trécherel [74], 2012 HASMCs Urea Urea induced BAD protein expression, sensitizing the HASMCs to apopto-
sis.

D’ Apolito [98], 2010 3T3-L1 adipocytes treated withurea ~ Urea Urea increased ROS levels and expression of the adipokines retinol binding
protein 4 and resistin.

Zhang [76], 2020 Aortic VSMCs from male “Sprague ~ TMAO TMAO promoted vascular calcification through activation of the NLRP3

Dawley” rats and human VSMCs inflammasome and NF-xB signals.
Ma [77], 2017 HUVECs TMAO HUVECs showed impairment in cellular proliferation, and TMAO in-

duced NF-xB signaling pathway, increasing vascular inflammatory signals
and EC dysfunction.
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Table 1. Cont.

First Author, Year Models UT(s) Studied Main Findings

Boini [78], 2017 Mouse carotid artery ECs TMAO TMAO activated NLRP3 inflammasomes, causing endothelial dysfunc-
tion.

Sun [79], 2016 HUVECs TMAO TMAO activated NLRP3 inflammasomes, causing endothelial dysfunc-

tion.

Abbreviations: AHR: aryl hydrocarbon receptor; ALP: alkaline phosphatase; Cbfal: core binding factor 1;
CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid; CVD: cardiovascular disease; Drp: dynamin-related
protein; ECs: endothelial cells; eNOS: endothelial nitric oxide synthase; ENPP1: ectonucleotide pyrophos-
phate/phosphodiesterase 1, GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HA: hippuric acid; HASMC:
human aortic smooth muscle cell; HDL: high-density lipoprotein; HUVECs: human umbilical vein endothelial
cells; HVSMC: human vascular smooth muscle cell; TAA: indole-3-acetic acid; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule-1; IS:indoxyl sulfate; KA: kynurenic acid; MAPK: mitogen-activated protein kinase; MCP-1: monocyte
chemotactic protein-1; NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NCM: neonatal rat cardiac my-
ocyte; NCF: neonatal rat cardiac fibroblast; NF-xB: nuclear factor-kappa B; NLRP3: nucleotide-binding domain,
leucine-rich containing family, pyrin domain-containing-3; NO: nitric oxide; PCS: para-cresyl sulfate; RBC: red
blood cell; ROS: reactive oxygen species; TF: tissue factor; THP-1: human leukemia monocytic cell line; TLR4: toll-
like receptor 4; TMAO: trimethylamine-N-oxide; UT: uremic toxin; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1;
VSMC: vascular smooth muscle cells.

3.2. Experimental Data: Animal Studies

Animal studies investigating the UTs’ impact on ATH or non-ATH CVDs are summa-
rized in Table 2.

3.2.1. Atheromatous Cardiovascular Diseases

Arinze et al. [50,100] also recently studied the effect of tryptophan-derived indoles
on PAD in adenine-induced CKD and IS solute-specific C57BL/6 mouse models [50].
IS, kynurenine, and KA increased AHR activity, resulting in the suppression of Wnt/3-
catenin signaling. This phenomenon led to impaired angiogenesis and caused hindlimb
ischemia. This complication of PAD was also observed by Hung et al. [101], who concluded
that IS caused PAD by decreasing the mobilization of endothelial progenitor cell and
impairing neovascularization. TMAO was also found to engender PAD by impairing
endothelium- derived, hyperpolarizing factor-type relaxation [102]. The results of in
vivo studies suggest that PCS, HA, urea, and TMAO contribute to the acceleration of
atherosclerosis. In a study of five of six nephrectomized apoE —/- mice, Han et al. [103]
showed that PCS induced VSMC migration and proliferation and disturbed the balance
between matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases within
plaques. Huang et al. [60] and Shang et al. [61] added to their in vitro findings by studying
HA's role in atherosclerosis induction in animal models. HA induced oxidative stress, led to
endothelial dysfunction, impaired endothelium-dependent vasodilation [60], and induced
miR-92a (involved in the angiogenic process) [61]. Recent studies have found that TMAO
is also involved in atherosclerosis induction. The compound activated the expression of
components of the CD36/MAPK/JNK and NF-«B signaling pathways [104,105], which
promoted foam cell formation [104] and vascular inflammation [105]. Moreover, Koeth et
al. [106] showed that TMAQ was linked to major cardiac events—mainly MI and stroke.
Massy et al. confirmed the role of urea [107] and concluded that the compound aggravated
atherosclerosis by promoting arterial calcification.

3.2.2. Non-Atheromatous Cardiovascular Diseases

IS, PCS, phosphate, and urea also promote non-ATH CVDs in general and vascular
calcification in particular. IS and PCS induced severe calcification of the aorta and periph-
eral arteries: IS decreased NO production and increased endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) phosphorylation [108], and both IS and PCS activated the inflammation and coag-
ulation pathways [109]. According to Chen et al. [81], IS promoted aortic calcification by
decreasing Klotho expression. Moreover, Muteliefu et al. [110] and Adijiang et al. [111,112]
showed that IS accelerated wall thickening and vascular calcification through the upregula-
tion of p16, p21, p53, prelamin A, and osteoblast-specific protein, which induced VSMC
senescence. Phosphate also generated VSMCs calcification [113] and was associated with ar-
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terial medial calcification [114,115]. Phosphate overload increased the expression of Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF-«), osteochondrogenic markers [116], and aortic runt-related
transcription factor 2 [117], which induced systemic inflammation and VSMC calcification.
In 5/6 nephrectomized male Sprague-Dawley rats, high phosphate caused medial calcifi-
cation by increasing tissue-nonspecific alkaline phosphatase activity, which induced elastin
degradation and accelerated the transformation of VSMCs into osteoblast-like cells [118].

UTs contributed to cardiac fibrosis, arrhythmia, and myocardial hypertrophy. It has
been suggested that IS leads to atrial fibrillation. Exposure to IS accentuated cardiac
fibrosis and cardiomyocyte hypertrophy by increasing oxidative stress and decreasing
anti-oxidative defenses [119,120]. Chen et al. showed that these changes [121] led to greater
pulmonary vein and atrial arrhythmogenesis. High phosphate and urea levels also lead
to cardiac hypertrophy [122] and fibrosis [123]. For example, it was shown that high
phosphate levels result in lower Klotho levels in rodent models of CKD [123]. Moreover,
high urea levels led to systemic microvascular disease with microvascular rarefaction,
tissue hypoxia, and dysfunctional angiogenesis [124]. High urea also induced systemic
inflammation, which was responsible for subepicardiac artery thickening [125]. In 5/6
nephrectomized mice, PCS toxicity was linked to increases in NADPH oxidase expression
and ROS production; these changes contributed to cardiomyocyte apoptosis, which in turn
aggravated diastolic dysfunction (with a change in the ratio between early and late left
ventricular transmitral peak flow velocities) [126].

3.2.3. Other Than Atheromatous and Non-Atheromatous Cardiovascular Diseases

It has been suggested that IS, kynurenine, and TMAO increase the thrombosis risk.
IS activated ROS/p38 MAPK signaling and reduced Klotho expression, which would
aggravate the effect on platelet aggregation and thrombus formation [127]. Kynurenine
promoted clotting as a consequence of vascular injury [128]. Zhu et al. [129] concluded that
TMAOQO enhanced submaximal stimulus-dependent platelet activation and thus contributed
to the thrombosis risk.

A number of mechanisms favor EC dysfunction. In 5/6 nephrectomized rats, urea
increased ROS production and thus induced oxidative stress in the systemic circula-
tion [98,130,131]. Furthermore, high TMAO levels are associated with a decrease in NO
production [132].

The oxidative stress induced by urea contributed also to insulin resistance. Urea
increases oxidative stress and protein O-GlcNAcylation, thus impairing insulin secretion
and glycolysis [130]. D’Apolito et al. [98] showed that urea increased ROS production and
promoted insulin resistance and glucose intolerance. IS and PCS also exert indirect effects
given that they were strongly associated with impaired glucose homeostasis and thus
hyperglycemia and insulin resistance [109]. Koppe et al. [133] concluded that only PCS (but
not PCG) induced insulin resistance by activating extracellular signal-regulated kinases and
thus altering insulin signaling in skeletal muscle [134]. Furthermore, Nagy et al.’s in vitro
results [97] on CMPF’s role in promoting insulin resistance were confirmed in vivo [97].

Table 2. Animal studies of the effects of UTs on cardiovascular complications.

First Author, Year Models UT(s) Studied Main Findings
Atheromatous CVDs
Arinze [50], 2022 Adenine-induced IS IS, kynurenine, and KA suppressed Wnt/ -
CKD mice and IS so- Kynurenine catenin signaling through increased AHR activity,
lute-specific C57BL/6 KA leading to impaired angiogenesis and hindlimb
mice ischemia.
Hung [101], 2016 Mice with subtotal nephrectomy IS IS decreased endothelial progenitor cells mobilization and impaired neo-
vascularization, leading to PAD.
Han [103], 2016 5/6 nephrectomized ApoE -/- PCS PCS promoted the formation of atherosclerotic lesions, induced plaque in-
mice stability and the migration and proliferation of VSMCs, and disturbed the

balance between matrix metalloproteinases and tissue inhibitor of metallo-
proteinases within the plaques.

Huang [60], 2018 5/6 nephrectomized rat model HA HA caused pro-atherogenic effects by contributing to endothelial dysfunc-
tion via greater oxidative stress and impaired endothelium-dependent va-
sodilation.

180



Toxins 2022, 14, 280

10 of 24

Table 2. Cont.

First Author, Year

Models

UT(s) Studied

Main Findings

Shang [61], 2017
Massy [107], 2005
Matsumoto [102], 2020
Geng [104], 2018

Seldin [105], 2016

Koeth [106], 2013

Kuo [108], 2020

Opdebeeck [109], 2019

Chen [81], 2016

Chen [121], 2015

Yisireyili [119], 2013 and
Lekawanvijit [120], 2012
Muteliefu [110], 2012

Adijiang [111], 2010

Adjijiang [112], 2008
Han [126], 2015
Hu [123], 2015

Yamada [116], 2014

Lau [114], 2013
Crouthamel [113], 2013
El-Abbadi [115], 2009
Graciolli [117], 2009

Hosaka [118], 2009

Zhu [122], 2021
Prommer [124], 2018

Carmona [125], 2011

Yang [127], 2017

Kolachalama [128], 2018

Koppe [133], 2017
Koppe [134], 2013

Nagy [97], 2017
Koppe [130], 2016

Carracedo [131], 2013

Male Wistar rats

ApoE —/— mice with partial kid-
ney ablation

Superior mesenteric arteries and
femoral arteries of rat

Apoe —/— mice fed a high-fat diet
with or without TMAO

Female low-density lipoprotein re-
ceptor knockout mice injected with
vehicle or TMAO

Mice supplemented with dietary
TMAO, carnitine, or choline

Nephrectomized male C57BL/6
mice

42 male Wistar rats ex-

posed to adenine sulfate for 10 days
and then fed a phosphate-enriched
diet

5/6 nephrectomized Sprague Daw-
ley rats treated with IS

Isolated rabbit left atrium, right
atrium, pulmonary vein, and sinoa-
trial nodes before and after treat-
ment with IS

Dahl salt-sensitive hypertensive
rats

Aorta of subtotally nephrectomized

Dahl salt-sensitive hypertensive
rats
Dahl salt-sensitive hypertensive
rats
Dahl salt-sensitive hypertensive
rats

5/6 nephrectomized mice

Two CKD rodent models: UNX-
IRI26 and 5/6 nephrectomized
Adenine-induced ~ CKD
Sprague-Dawley rats

male

DBA /2 mice with partial renal abla-
tion

Mice with targeted deletion of PiT-1
in VSMCs

Female DBA/2 mice induced ure-
mia with left total nephrectomy

5/6 nephrectomized Wistar rats
with parathyroidectomy

5/6 nephrectomized male Sprague-
Dawley rats

25 nephrectomized SPF-grade male
Sprague-Dawley rats
11 uremic mice and 8 controls

2 groups of 30 Wistar male rats: 1
with renal ablation and the other
with kidney manipulation only

C57BL/6] mice with left total
nephrectomy

A group of C57BL/6 mice admin-
istered Kyn, the excretion of which
was inhibited by probenecid

5/6 nephrectomized

mice

CD1 Swiss and C57BL/ 6] mice with
5/6 nephrectomy

Male CD1 mice injected with CMPF
C57BL/6N male mice with 5/6
nephrectomy

5/6 nephrectomized 40 male Wistar
rats

HA
Urea
TMAO
TMAO

TMAO

TMAO

IS
IS
PCS
IS

Is

IS

IS

IS

IS
PCS
Phosphate

Phosphate

Phosphate
Phosphate
Phosphate
Phosphate

Phosphate

Urea
Urea

Urea

IS
Kynurenine
PCS

PCG

PCs

CMPF
Urea

Urea

HA induced miR-92a, which is involved in angiogenic and atherosclerotic
processes.
Urea contributed to arterial calcification and aggravated atherosclerosis.

TMAO impaired endothelium-derived hyperpolarizing factor-type relax-
ation, which led to PAD.

TMAO enhanced the expression of CD36/MAPK/JNK pathway, promot-
ing foam cells formation and, ultimately, atherosclerosis.

TMAO induced vascular inflammation by activating MAPK and NF-xB
signaling, thus enhancing atherosclerosis.

TMAO accelerated atherosclerosis and was linked to major cardiac events.

Non-atheromatous CVDs

IS promoted calcification in the aorta and peripheral arteries, with low NO
production and high eNOS phosphorylation.

Both IS and PCS directly promoted severe calcifica-

tion in the aorta and peripheral vessels via activation of inflammation and
coagulation pathways. These changes were strongly associated with im-
paired glucose homeostasis.

IS decreased Klotho expression and promoted aortic calcification.

IS may contribute to atrial fibrillation: It increased pulmonary vein and
atrial arrhythmogenesis through oxidative stress, inflammation, and fibro-
sis.

IS aggravated cardiac fibrosis and cardiomyocyte hypertrophy, with
greater levels of oxidative stress and lower anti-oxidative defenses.

IS accelerated VSMC senescence and vascular calcification, with upregula-
tion of p21, p53, and prelamin A through oxidative stress.

IS increased aortic calcification and wall thickness; induced expression of
p16, p21, p53 and Rb in the calcification area; and thus promoted cell senes-
cence.

IS induced aortic calcification (with expression of osteoblast-specific pro-
teins) and aortic wall thickening.

PCS promoted cardiac apoptosis and diastolic dysfunction by upregulat-
ing the expression of NADPH oxidase and the production of ROS.

High phosphate was associated with lower Klotho levels, leading to car-
diac hypertrophy and fibrosis.

High phosphate directly increased the expression of TNF-x and osteochon-
drogenic markers, inducing systemic inflammation and vascular calcifica-
tion.

High phosphate was associated with arterial medial calcification.

High phosphate induced calcification of VSMCs.
High phosphate was associated with extensive arterial medial calcification.

Phosphate upregulated aortic expression of Runx2 and led to calcified
VSMC.

High phosphate induced elastin degradation via the upregulation of
tissue-nonspecific alkaline phosphatase, accelerating the transformation of
VSMCs into osteoblast-like cells and leading to medial layer calcification.
Urea caused myocardial hypertrophy.

Urea led to systemic microvascular disease, with microvascular rarefaction,
tissue hypoxia, and dysfunctional angiogenesis.

Urea induced systemic inflammation and led to the thickening of subepi-
cardiac arteries.

Other than ATH and non ATH CVDs

IS activated ROS/p38 MAPK signaling and reduced Klotho expression,
which induced platelet aggregation and thrombus formation.

High kynurenine levels promoted clotting in response to vascular injury.

PCS (but not PCG) promoted insulin resistance.

PCS contributed to insulin resistance: It altered insulin signaling in skeletal
muscle through the activation of extracellular signal-regulated kinases.
CMPF inhibited insulin secretion.

Urea increased oxidative stress and protein O-GlcNAcylation, impairing
insulin secretion and glycolysis.

Urea induced oxidative stress, leading to EC damage.
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Table 2. Cont.

First Author, Year

Models

UT(s) Studied

Main Findings

D’Apolito [98], 2010
Li [132], 2018

Zhu [129], 2016

5/6 nephrectomized C57BL/6]
wild-type mice
5/6 nephrectomized rats

Carotid artery thrombosis models
of germ-free C57BL/6] female mice

Urea
TMAO

TMAO

Urea increased ROS production and induced insulin resistance and glu-
cose intolerance.

High TMAO levels decreased NO production, contributing to endothelial
dysfunction.

TMAO enhanced submaximal stimulus-dependent platelet activation, in-
creasing the thrombosis risk.

Abbreviations: CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid; CVD: cardiovascular disease;
eNOS:endothelial nitric oxide synthase; HA: hippuric acid; IS:indoxyl sulfate; KA: kynurenic acid; MAPK:
mitogen-activated protein kinase; MI: myocardial infarction; NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate; NO: nitric oxide; PAD: peripheral artery disease; PCS: para-cresyl sulfate; PCG: p-cresyl glucuronide; ROS:
reactive oxygen species; Runx2: runt-related transcription factor 2; TMAO: trimethylamine-N-oxide; UT: uremic
toxin; VSMC: vascular smooth muscle cell.

3.3. Observational Studies

Observational studies of the UTs” impact on ATH and/or non-ATH CVDs are summa-
rized in Table 3.

Some of the studies sought to elucidate the association between UTs with ATH and/or
non-ATH CVDs in patients with CKD.

In 147 patients with stage 1 to 5 CKD, high plasma IS levels were associated with
major adverse cardiovascular events independently of the GFR and nutritional status [135].
A recent study by Konje et al. [136] found a positive association between kynurenine and
incident ATH and non-ATH CVDs, including MI, angina, coronary artery bypass grafting,
angioplasty /stenting of a coronary artery, stroke, PAD, congestive heart failure, and ar-
rhythmia. Wu et al. [137] showed that elevated free PCS serum levels were associated with
cardiovascular mortality in HD patients. A study by Liabeuf et al. [138] demonstrated for
the first time that serum PCG levels were positively correlated with cardiovascular mortal-
ity, independently of survival predictors. These results showed that even though PCG is
the minor metabolite of p-cresol, it appears to have a substantial impact on mortality—as
much as PCS and IS do. Several studies confirmed the link between phosphate and CVDs
and mortality. In 13,292 stage 3 to 5 CKD patients, serum phosphate was positively cor-
related with increased risk of incident stroke, transient ischaemic attack, MI, advanced
coronary artery disease, new cardiac failure, and death [139]. An elevated serum phosphate
concentration was significantly associated with cardiovascular mortality in many study
settings [140-143]. Similarly, high serum TMAO levels were associated with cardiovascular
events and death in HD patients, including coronary events, arrhythmias, sudden cardiac
death, and congestive heart failure [144].

Urea has direct and indirect effects on adverse cardiovascular outcomes in patients
with CKD. A recent cohort conducted by Laville et al. in 2022 [27] was the first to show a
direct association between elevated serum urea concentrations and a greater risk of ATH
CVD, non-ATH CVD, and mortality in pre-ESRD patients; this was independent of other
conventional risk factors, including renal function. In addition, elevated urea levels were
positively correlated with CVD. Nevertheless, this correlation was indirect. There are
various hypotheses for the toxicity of high urea levels, including protein carbamylation (a
post-translational modification of proteins with various biological consequences—mainly
related to atherogenesis) [145]. Berg et al. [146] affirmed that high urea was positively
correlated with the carbamylation of serum albumin, and suggested that this carbamylation
had an impact on CVD and mortality.

All the above-mentioned previous studies concluded that there was a significant, inde-
pendent association between UTs and the risk of cardiovascular complications. However,
a few studies did not find an association after adjusting for confounders, and others did
not find any association between some UTs and cardiovascular morbidity /mortality. The
Chronic Renal Insufficiency Cohort (CRIC) study by Chen et al. [147] included 3407 patients
with CKD but not ESRD. The results showed that lower 24-h kidney clearance of IS, KA,
and PCS was associated with incident heart failure and MI; however, this association was
not statistically significant after adjustment for the GFR. In the HEMO study, Shafi et al.
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concluded [148] that IS, PCS, PAG, and HA were not associated with any cardiovascular
event (coronary events, peripheral vascular disease, ischemic heart disease, congestive
heart failure, or arrhythmias). However, high IS levels were predictive of cardiac and
sudden cardiac death in patients with lower albumin. It has been shown that high serum
CMPF levels were not associated with any type of CVD [149], and that higher phosphate
levels were associated with increased cardiovascular mortality; however, the latter associa-
tion was not statistically significant after adjustment for GFR [150]. In a study of 235 HD
patients, Kaysen et al. [151] found that there was no significant association between TMAO
and cardiovascular hospitalizations or death.

Even though some studies investigated the association of UTs with both ATH and
non-ATH CVDs, many focused on one or the other.

3.3.1. Atheromatous Cardiovascular Diseases

The in vitro and in vivo effect of tryptophan-derived indoles on PAD (observed by
Arinze et al. [50]) was confirmed in two cohorts. Firstly, a study of 20 HDs concluded that
elevated plasma levels of IS, kynurenine, and KA were associated with a significant decrease
in EC proliferation and migration, relative to 15 controls [50]. Secondly, 28 PAD patients
with adverse limb events and 35 PAD patients without adverse limb events were followed
up for 2 years. High plasma levels of IS, kynurenine, and KA, along with suppressed Wnt
activity in ECs, were associated with an elevated risk of future adverse limb events [50].
In another study of 100 HD patients, elevated serum levels of IS and PCS were associated
with PAD and arteriosclerosis markers [152].

Shafi et al. [153] concluded that higher serum levels of IS, PCS, PAG, and HA were
associated with a greater risk of fatal or nonfatal atherosclerotic cardiovascular events.
Previous studies had already shown that higher serum IS levels were associated with
atherosclerotic cardiovascular events [154-156]. Hsu et al. [154] showed that higher serum
IS levels were associated with coronary atherosclerosis and indicated that this elevation
was correlated with the severity of the disease. In a cohort of 224 HD patients, plasma
IS levels showed a significant negative correlation with HDL cholesterol, and they were
associated with atherosclerotic lesions [156]. An older study by Lin et al. [157] in 2010
showed that high serum levels of PCS were significantly associated with atherosclerotic
cardiovascular events. In 2016, Poesen et al. carried out two ancillary analyses of data
from the Leuven Mild-to-Moderate CKD Study. One ancillary analysis showed that a lower
serum PCS:PCG ratio and high total PCS and PCG levels were associated with fatal and
nonfatal atherosclerotic CVDs [158]. The other demonstrated that an elevated serum PAG
level was associated with CVD even after adjustment for age, sex, the presence of DM,
prior CVD, and GFR; hence, elevated PAG was considered to be a powerful, independent
risk factor for major CVDs (notably MI and stroke) [159].

The toxic effect of PCS on ATH CVDs dates back to a study conducted in 2010 on
202 stable angina patients with early stage of CKD, presenting that an elevated plasma level
of PCS was associated with CAD and it was correlated with the severity of the disease [160].
The association between hyperphosphatemia and atherosclerotic diseases was reported
from 2002 onwards [161] and again recently [162]. In 1203 non-dialyzed CKD patients, high
serum phosphate levels were associated with an increased risk of fatal ATH CVD [163].
Hyperphosphatemia was associated with MI in a representative study of 3490 patients
with CKD [164]. TMAOQ is the UT most frequently studied in animal models with regard to
its link to ATH CVDs. Many cohorts from 2016 onwards have confirmed these findings.
High TMAO concentrations were positively correlated with coronary atherosclerosis in
one study [165] and with ischemic cardiovascular events in a study of 2529 stage 3b or
4 patients with CKD [166].

Only one study (by Melamed et al. [167]) failed to find an association between IS or
PCS and fatal ATH CVD.
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3.3.2. Non-Atheromatous Cardiovascular Diseases

While TMAO is most studied compound with regard to the effect of UTs on ATH
CVDs in vivo, its counterpart for non-ATH CVDs is IS. Most observational clinical studies
have confirmed the association between IS and vascular calcification. A recent study of IS,
IAA, PCS, PCG, and HA showed that each UT was significantly and negatively correlated
with peak cardiac power and significantly and positively correlated with subclinical cardiac
dysfunction but not with the left ventricular mass index [168]. Cao et al. [169] and
Shimazu et al. [170] reported that high plasma IS was associated with heart failure [169,170]
and cardiac death [170]. In a study of 204 patients with CKD and preserved left ventricular
function, greater plasma IS levels were associated with an elevated risk of left ventricular
diastolic dysfunction [171]. In a cohort study by Barreto et al. [172], serum IS levels were
directly associated with pulse wave velocity and aortic calcification, and being in the highest
IS tertile was a strong predictor of cardiovascular mortality. In a study in 2020, KA also was
associated with diastolic dysfunction [173]. Serum KA levels were positively correlated with
aortic stiffness and with indices of left atrium and left ventricle diastolic dysfunction [173].
In addition, high plasma kynurenine and KA levels were associated with intima-media
thickness in 106 CKD patients [174]. A 2010 study by Liabeuf et al. [175] proved that
an elevated serum total and free PCS levels were significantly associated with vascular
calcification, and free PCS was shown to be a predictor of cardiovascular mortality. HA was
also investigated in 2018; high HA levels were significantly associated with left ventricular
hypertrophy in HD patients [176]. Several studies showed that hyperphosphatemia was
associated with vascular calcification [177-179]. Petchey et al. [177] further reported that
serum phosphate was positively correlated with the aortic pulse wave velocity and thus
with arterial stiffness. In a cohort of 6814 patients with CKD, high serum phosphate was
associated with vascular and valvular calcification [178]. Moreover, Ix et al. [180] concluded
that hyperphosphatemia was strongly associated with peripheral arterial stiffness. As
mentioned above, urea exerts its toxicity indirectly through protein carbamylation. In 1255
HD patients, greater blood urea levels were associated with serum carbamylated albumin
levels, and being in the upper urea tertile was positively correlated with heart failure and
arrhythmia [181].

3.3.3. Other Than Atheromatous and Non-Atheromatous Cardiovascular Diseases

Many observational studies have highlighted the detrimental effect of UTs on ECs.
A novel study by Glorieux et al. [182] in 2021 demonstrated that high serum levels of IS,
IAA, PCS, PCG, and HA were correlated with markers of endothelial damage—mainly
angiopoietin-2, a protein with an essential role in angiogenesis and that is involved in
carotid artery intima media thicknening, arterial stiffness, and left ventricular hypertro-
phy [182,183]. In a 2019 study by Wang et al. [184], elevated serum IS levels were negatively
correlated with vascular reactivity index values. A study by Jourde-Chiche et al. [185]
found that high serum levels of IS, IAA, and PCS were associated with low numbers of
endothelial progenitor cells. Meijers et al. [66] investigated PCS in vitro and in an obser-
vational study; high serum PCS levels were associated with the presence of circulating
endothelial microparticles. In 2009 and 2010, Pawlak et al. studied the toxicity of kynure-
nine and its metabolite KA; both were shown to be associated with elevated oxidative
stress, inflammation, and EC dysfunction [186]. The researchers found that plasma KA
levels were associated positively with TF inhibitor levels and negatively with prothrombin
fragment 1 + 2 levels [187]. Pawlak et al. also concluded that plasma kynurenine levels
were positively associated with thrombomodulin and von Willebrand factor (both markers
of EC dysfunction) [188].

In addition, high serum kynurenine and KA levels were independently and signifi-
cantly associated with hypercoagulability [189]. Elevated serum IS and kynurenine levels
contribute to postangioplasty complications. High serum levels of IS [128,190] and kynure-
nine [128] were associated with postangioplasty thrombosis of dialysis grafts.
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It is noteworthy that high levels of free PCS and free PCG had the strongest association
with CVDs even after adjustment for the GFR [182].

Table 3. Observational studies of the effects of UTs on cardiovascular complications.

First Author, Year

Models

UT(s) Studied

Main Findings

Arinze [50], 2022

Arinze [50], 2022

Shafi et al. [153], 2015

Hsu [154], 2013
Melamed [167], 2013
Lin [155], 2012

Lin [152], 2012

Lin [157], 2010

Taki [156], 2007

Poesen [158], 2016

Wang [160], 2010
Poesen [159], 2016

Merhi [162], 2017
Eddington [163], 2010

Kestenbaum [164], 2005
Nakamura [161], 2002
Stubbs [165], 2016

Kim [166], 2016

Chinnappa [168], 2018

Cao [169], 2015
Sato [171], 2013

Shimazu [170], 2013
Barreto [172], 2009
Zapolski [173], 2020
Pawlak [174], 2010

Liabeuf [175], 2010

Yu [176], 2018
Petchey [177], 2012
Adeney [178], 2009
Ix [180], 2009
Ketteler [179], 2003

Drechsler [181], 2015

20 HD patients and 15
controls

PAD patients: 35 without
adverse limb event and
28 with

394 incident HD patients

191 mild-to-moderate CKD patients
521 incident HD patients

70 pre-dialysis patients (CKD stage
3to5)
100 stable HD patients

100 HD patients
224 HD patients

488 patients (all CKD
stages)

202 patients with stable angina and
early-stage kidney failure
488 patients with CKD stages 1-5

3138 CKD patients
1203 nondialyzed CKD patients

3490 CKD patients
525 HD patients
104 CKD patients

2529 patients (stages 3b and 4 CKD)

56 male patients with
stage 2-5 CKD, nondia-
lyzed and free of heart
disease

258 HD patients

204 CKD patients with preserved
left ventricular function

76 patients with mild-to-moderate
CKD and dilated cardiomyopathy
139 patients with CKD from stage 2
to dialysis

100 CKD patients with persistent
atrial fibrillation

106 CKD patients

139 CKD patients

80 HD patients

120 CKD pre-dialysis patients

6814 patients with CKD aged 45-84
440 patients with moderate CKD
312 HD patients

1255 HD patients

IS
Kynurenine
KA

IS
Kynurenine
KA

IS

PCS

PAG

HA

IS

IS
PCS
IS
IS
PCS
IS
PCS
IS

PCS
PCG

PCS
PAG

Phosphate
Phosphate

Phosphate
Phosphate
TMAO
TMAO

IS

IAA

PCs

PCG

HA

IS

IS

IS

IS

KA

KA
Kynurenine
PCs

HA
Phosphate
Phosphate
Phosphate
Phosphate

Urea

Atheromatous CVDs

Elevated plasma levels of IS, kynurenine, and KA in

HD patients showed a significant decrease in ECs

proliferation and migration, compared with the control group.

Elevated plasma levels of IS, kynurenine, KA, with

suppressed Wnt activity in ECs were associated with

an increased risk of future adverse limb events.

Elevated serum levels of IS, PCS, PAG and HA were

associated with greater risk of fatal or nonfatal

atherosclerotic cardiovascular events in incident HD

patients.

Elevated serum IS levels were associated with coronary atherosclerosis and
correlated with the severity of the disease.

IS and PCS were not associated with atherosclerotic

cardiovascular death.

Serum IS levels were positively correlated with atherosclerotic cardiovas-
cular events.

Elevated serum levels of IS and PCS were associated

with PAD and arteriosclerosis markers.

Only elevated serum PCS levels were significantly

associated with fatal or nonfatal atherosclerotic cardiovascular events.
Plasma IS levels were significantly and negatively correlated with HDL
cholesterol and were positively associated with atherosclerotic lesions.

A lower serum PCS:PCG ratio and a higher

total PCS + PCG level were associated with fatal or nonfatal atherosclerotic
CVDs.

Elevated plasma PCS levels were associated with coronary artery disease
and correlated with the severity of the disease.

An elevated serum PAG level was a powerful, independent risk factor for
major CVD (such as MI and stroke).

Hyperphosphatemia was associated with atherosclerotic CVD.
Hyperphosphatemia increased the risk of cardiovascular death from
atheromatous CVD.

Hyperphosphatemia was associated with MI.

Hyperphosphatemia was associated with atherosclerotic diseases.
Elevated TMAOQO concentrations were correlated with coronary atheroscle-
rosis.

Elevated serum TMAO levels were associated with ischemic cardiovascu-
lar events.

Non-atheromatous CVDs

These serum UT levels showed significant negative

correlation with peak cardiac power and subclinical

cardiac dysfunction, but no correlation with left ven-

tricular mass index was found.

Elevated plasma IS was associated with heart failure.

Elevated plasma IS levels were associated with an increased risk of left
ventricular diastolic dysfunction.

Elevated serum IS levels were associated with hospitalization for heart fail-
ure and cardiac death.

Being in the highest serum IS tertile was directly associated with pulse
wave velocity, aortic calcification, and higher cardiovascular mortality.
Serum KA levels were positively correlated with aortic stiffness and in-
dices of diastolic dysfunction of left atrium and left ventricle.

Elevated plasma kynurenine and KA levels were as-

sociated with intima-media thickness.

Elevated total and free serum PCS levels were significantly associated with
vascular calcification, and free PCS was shown to be a predictor of cardio-
vascular death.

Elevated HA levels were significantly associated with left ventricular hy-
pertrophy.

Serum phosphate was positively correlated with aortic pulse wave velocity,
arterial stiffness, and the presence of vascular calcification.
Hyperphosphatemia was associated with vascular and valvular calcifica-
tion.

Hyperphosphatemia was strongly associated with peripheral arterial stiff-
ness.

Hyperphosphatemia was associated with vascular calcification and cardio-
vascular mortality.

Higher blood urea levels were associated with higher tertile serum car-
bamylated albumin levels, which in turn were positively correlated with
heart failure and arrhythmia.
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Table 3. Cont.

First Author, Year Models UT(s) Studied Main Findings
Atheromatous and non-atheromatous CVDs
Chen [147], 2021 3407 participants with 1S Lower 24-hour kidney clearance of IS, KA, and PCS
CKD, excluding those KA was not found to be associated with heart failure and
with a GFR <20 mL/min/1.73 m? PCS MI after adjustment for GFR.
Fan [135], 2019 147 patients with CKD stage 1-5 IS Elevated plasma IS levels were associated with major adverse cardiovascu-
lar events, independently of GFR and nutritional status.
Shafi [148], 2017 1273 HD patients 1S Overall, elevated serum IS, PCS, PAG and HA levels
PCS were not associated with any cardiovascular event.
PAG However, high IS levels were predictive of cardiac
HA and sudden cardiac death in patients with low albumin levels.
Konje [136], 2021 92 CKD patients with a history of = Kynurenine Elevated serum kynurenine levels were associated with incident atheroma-
CVD, 46 with no history of CVD, tous and non-atheromatous CVDs.
and 46 with incident CVD
Wu [137], 2012 112 HD patients aged from 65t0 90 ~ PCS Elevated free PCS serum levels were associated with cardiovascular mor-
tality.
Liabeuf [138], 2013 139 CKD patients PCG Elevated free and total serum PCG levels were correlated with cardiovas-
cular mortality independently of survival predictors.
Luce [149], 2018 270 HD patients CMPF Elevated serum CMPF was not associated with any CVD.
McGovern [139], 2013 13,292 CKD patients at stages 3-5 Phosphate Hyperphosphatemia was correlated with increased CVDs.
Kimata [140], 2007 3973 HD patients Phosphate Hyperphosphatemia was significantly associated with cardiovascular mor-
tality.
Menon [150], 2005 840 CKD patients Phosphate Hyperphosphatemia was significantly associated with increased cardio-
vascular mortality but only before adjustment for GFR.
Slinin [141], 2005 14829 HD patients Phosphate Hyperphosphatemia was associated with CVDs and mortality.
Young [142], 2005 17236 dialysis patients Phosphate Hyperphosphatemia was significantly associated with cardiovascular mor-
tality.
Block [143], 2004 40538 HD patients Phosphate Hyperphosphatemia was significantly associated with cardiovascular hos-
pitalization and mortality.
Laville [27], 2022 2507 CKD patients before RRT Urea Higher serum urea levels were associated with a greater risk of CVD.
Berg [146], 2013 187 HD patients Urea Urea was positively correlated with carbamylation of serum albumin,
which is associated with CVDs and mortality.
Shafi [144], 2017 1846 prevalent HD patients TMAO An elevated serum TMAO concentration was associated with cardiovascu-
lar events and death.
Kaysen [151], 2015 235 HD patients TMAO There was no significant association between TMAO and cardiovascular
hospitalizations or death.
Other than ATH and non ATH CVDs
Glorieux [182], 2021 523 nondialyzed patients IS Elevated serum levels of these UTs were correlated
(all stages of CKD) IAA with markers of endothelial damage (mainly angio-
PCS poietin-2). Elevated levels of free PCS and free PCG
PCG had the strongest association with CVD, indepen-
HA dently of the GFR.
Wang [184], 2019 110 patients with stage 3-5 CKD IS Elevated levels of serum IS were negatively correlated with vascular reac-
tivity index values, leading to endothelial dysfunction.
Kolachalama [128], 2018 473 participants under- IS Elevated serum levels of IS and kynurenine were
going angioplasty for dialysis ac- Kynurenine associated with postangioplasty thrombosis of dialysis grafts.
cess dysfunction
Wu [190], 2016 306 patients undergoing angio- IS Elevated serum levels of IS were associated with postangioplasty thrombo-
plasty for dialysis access dysfunc- sis of dialysis grafts.
tion
Jourde-Chiche [185], 2009 38 HD patients and 21 IS Elevated serum levels of IS, IAA, and PCS were asso-
healthy controls IAA ciated with low numbers of endothelial progenitor
PCS cells.
Pawlak [187], 2010 64 patients on peritoneal dialysis KA Plasma KA levels were positively associated with TF inhibitor and nega-
tively associated with prothrombin fragment 1 + 2 levels.
Pawlak [188], 2009 48 patients with ESRD Kynurenine Plasma kynurenine levels were positively associated with thrombomod-
ulin and von Willebrand factor (markers of endothelial dysfunction).
Pawlak [186], 2009 146 CKD patients with 91 Kynurenine Elevated serum levels of kynurenine and KA were
ones on dialysis KA associated with increased oxidative stress, inflammation, and endothelial
dysfunction.
Pawlak [189], 2009 92 patients on dialysis Kynurenine Elevated serum levels of kynurenine and KA were
KA independently and significantly associated with hypercoagulability.
Meijers [66], 2009 100 HD patients PCS Elevated serum PCS levels were associated with the levels of circulating

endothelial microparticles.

Abbreviations: CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid; CKD: chronic kidney disease; CVD:
cardiovascular disease; EC: endothelial cell; ESRD: end-stage renal disease; GFR: glomerular filtration rate; HA:
hippuric acid; HD: hemodialysis; HDL: high-density lipoprotein; IAA: indole-3-acetic acid; IS:indoxyl sulfate;
KA: kynurenic acid; MI: myocardial infarction; PAD: peripheral artery disease; PAG: phenylacetylglutamine;
PCS: para-cresyl sulfate; PCG: p-cresyl glucuronide; RRT: renal replacement therapy; TF: tissue factor; TMAO:
trimethylamine-N-oxide; UT: uremic toxin.

4. Conclusions

We primarily reviewed gut-derived UTs because most of the latter are protein-bound
solutes that are difficult to remove from the plasma; their accumulation in the circulation
is associated with many harmful effects (including cardiovascular complications). We
also reviewed phosphate and urea, whose toxicity has long been known but is still being
explored. CVD is a major problem in patients with CKD and constitutes the leading cause
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of death in this population [19]. Strategies implemented to modify UT levels have been
described in previous reviews [11,191]. A combined approach of targeting UTs with the
other aspects of CVD could be necessary for its prevention. Noteworthy, the relation
between CKD and CVDs is bidirectional: CVDs could also impact kidney’s health, causing
kidney damage and disease progression, creating the cardio-renal syndrome [192].
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Annexe 2

Study of the association between serum levels of kynurenine and cardiovascular
outcomes and overall mortality in chronic kidney disease
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ABSTRACT

Background. Kynurenine is a protein-bound uremic toxin. Its circulating levels are increased
in chronic kidney disease (CKD). Experimental studies showed that it exerted deleterious
cardiovascular effects. We sought to evaluate an association between serum kynurenine levels

and adverse fatal or nonfatal cardiovascular events and all-cause mortality in CKD patients.

Methods. The CKD-REIN study is a prospective cohort of people with CKD having an
estimated glomerular filtration rate (eGFR) <60 ml/min/1.73mz2. Baseline frozen samples of
total and free fractions of kynurenine and tryptophan were measured using a validated liquid
chromatography tandem mass spectrometry technique. Cause-specific Cox models were used

to estimate hazard ratios (HRs) for each outcome.

Results. Of the 2406 included patients (median age: 68 years; median eGFR: 25 ml/min/1.73
m?), 52% had a history of cardiovascular disease. A doubling of serum free kynurenine levels
was associated with an 18%-increased hazard of cardiovascular events (466 events,
HR[95%CI]:1.18[1.02,1.33]), independently of eGFR, serum free tryptophan level or other
uremic toxins, cardioprotective drugs and traditional cardiovascular risk factors. Serum free
kynurenine was significantly associated with non-atheromatous cardiovascular events
(HR[95%CI]:1.26[1.03,1.50]), but not with atheromatous cardiovascular events
(HR[95%CI1]:1.15[0.89,1.50]). The association of serum free kynurenine with cardiovascular
mortality was also independently significant (87 events; adjusted HR[95%CI]:1.64[1.10,2.40]).
However, the association of serum free kynurenine with all-cause mortality was no more
significant after adjustment on serum free tryptophan (311 events, HR[95%CI]:1.12[0.90,

1.40]).

Conclusions. Our findings imply that serum free kynurenine, independently of other

cardiovascular risk factors (including eGFR), is associated with fatal or nonfatal cardiovascular
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outcomes, particularly non-atheromatous cardiovascular events; in patients with CKD.

Strategies to reduce serum kynurenine levels should be evaluated in further studies.

Keywords: all-cause mortality, cardiovascular disease, chronic kidney disease, kynurenine

*What was known:

-Kynurenine is a protein-bound uremic toxin derived from tryptophan metabolism.
Experimental studies showed that kynurenine caused endothelial cell dysfunction, abnormal

angiogenesis and vascular thrombosis.

-Very few clinical studies have shown the association between total kynurenine levels and
cardiovascular disease in pre-dialysis CKD patients, none of them measured free kynurenine

levels.

*This study adds:

- Serum free kynurenine levels are associated with fatal or nonfatal cardiovascular events in
patients with CKD, independently of eGFR, serum free tryptophan level or other uremic toxins,

cardioprotective drugs and traditional cardiovascular risk factors.

-Kynurenine is a promising candidate for understanding the complex interplay between CKD

and cardiovascular disease.

*Potential impact:

-Kynurenine could be considered as a predictive biomarker for cardiovascular risk in CKD
patients after confirmation by predictive analysis methodologies. This could influence clinical

guidelines for managing CKD patients.
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-Therapeutic strategies to reduce serum kynurenine levels should be evaluated in further

studies, by inhibiting for example the IDO enzyme.

INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is common and emerges as one of the leading non-
communicable causes of death worldwide. 1 Patients with CKD are at high cardiovascular risk,
with cardiovascular death being the leading cause of death. ® Traditional cardiovascular risk
factors such as ageing, hypertension, and diabetes are highly prevalent in patients with CKD,
but fail to explain the increase in cardiovascular risk. Non-traditional cardiovascular risk factors
such as oxidative stress, and toxic compounds accumulation have been identified in patients
with CKD. *# Indeed, as kidney functions decline, an array of molecules called uremic toxins

(UTs) will pathologically accumulate in the organism. >/

The majority of UTs are derived from amino acid metabolism in the gut. & Previous
epidemiological studies have shown an association between many of them (such as para-cresyl
sulfate, p-cresyl glucuronide, indoxyl sulfate, and indole-3-acetic acid) and cardiovascular
outcomes. 3° For example, the UTs indoxyl sulfate and kynurenine are derived from tryptophan
metabolism. 1° Tryptophan is an essential aromatic amino acid, and the only protein-bound one
(around 85% bound to albumin). Initially, kynurenine is derived from tryptophan metabolism
in intestinal epithelial cells by the activation of the enzyme indolamine-2,3-dioxygenase-1.1!
After absorption, the free fraction of tryptophan (i.e. the active fraction), continues to be
metabolized to several bioactive compounds, particularly kynurenine, by different cell types
including endothelial cells.> The enzymatic conversion of tryptophan is enhanced in
inflammatory states, including CKD. # Serum kynurenine levels are increased in CKD, not only

as a consequence of decreased renal clearance but also of alterations in tryptophan metabolism.*
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Previous studies on the effects of UTs mainly focused on the toxicity of indoxyl sulfate.® Only
few examined the effects of kynurenine 2 despite being the first metabolite derived from the
kynurenine pathway, 4 which is the most occurring one from tryptophan extensive metabolism
(Figure S1).'® Kynurenine is a protein-bound molecule, whose free fraction is the toxic one. ’
In general, several analytical methods allow the quantification of both total and free fractions
of protein-bound uremic toxins.!* However, measuring the free fraction is generally complex,

explaining the availability of only limited data on free kynurenine.

Experimental studies showed that kynurenine caused endothelial cell dysfunction, abnormal

angiogenesis and vascular thrombosis.***1°

An association between total serum kynurenine concentrations and incident cardiovascular
disease and all-cause mortality has previously been reported in the elderly and in patients with
stable angina. 1"'® However, to our knowledge, very few clinical studies have shown the
association between total kynurenine levels and cardiovascular disease in pre-dialysis CKD
patients, %2 none of them measured free kynurenine levels and none examined an
association with all-cause mortality in patients with moderate or advanced stages of CKD, ? in
a large representative sample. Moreover, data on kynurenine mainly focused on their
association with atheromatous cardiovascular events. Given the burden of non-atheromatous
cardiovascular disease in CKD, it is important to separately assess the link between kynurenine

and these distinct pathologies.

The aim of the present study was to examine an association between both serum free and total
kynurenine levels with the occurrence of incident fatal or nonfatal cardiovascular events, both
globally and by subtypes of cardiovascular pathologies (atheromatous cardiovascular events
and non-atheromatous cardiovascular events), in a large French national sample of patients with
pre-dialysis CKD, independently of traditional cardiovascular risk factors, estimated

glomerular filtration rate (eGFR), and serum tryptophan levels. We further evaluated an
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independent association with all-cause mortality before kidney replacement therapy (KRT),

both globally and by subtypes of cardiovascular death.
MATERIALS AND METHODS

Study design and participants

The Chronic Kidney Disease-Renal Epidemiology and Information Network (CKD-REIN) is a
large prospective cohort enrolling 3033 adult patients between July 2013 and April 2016 from
40 representative nephrology outpatient clinics in France. The eligibility criteria were age 18
or over, a confirmed diagnosis of moderate or advanced CKD (eGFR <60 ml/min/1.73 m?), and
no prior maintenance dialysis or kidney transplantation. All patients provided written informed
consent before inclusion for five years of annual follow-up. Details of the study protocol have
been published elsewhere.®

Data were collected by trained clinical research associates from medical records or patient
interviews at baseline and then annually. Upon enrolment of the patients, urine and serum
samples were collected. More details concerning data collection are found in the Supplemental
Material. The CKD-REIN study was approved by the French National Institute of Health and
Medical Research (INSERM, Paris, France) institutional review board (IRB00003888) and the
Ethics Committee (CCTIRS12.360/CPP).

The present study included 2406 patients who provided available biosamples within a 3-month

window of inclusion (Figure 1).

Quantification of uremic toxins and tryptophan

All CKD-REIN samples were stored deep frozen (-80°C) at the Biobanque de Picardie (BRIF
number: BB-0033-00017) and shipped frozen to Paris for analysis. Kynurenine, indoxyl sulfate,
p-cresyl sulfate, indole-3-acetic acid and tryptophan fractions were assayed in serum using a
validated liquid chromatography tandem mass spectrometry technique, as described in the

Supplemental Material.*
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Evaluation of outcomes

Fatal or nonfatal cardiovascular events before kidney replacement therapy

The primary endpoint was the occurrence of a first fatal or nonfatal cardiovascular event
during the follow-up period. Nonfatal events were traced from hospital and medical records,
and/or annual patient interviews. They were assessed by a physician using criteria from the
Cardiovascular and Stroke Endpoint Definition for Clinical Trials.3! All cardiovascular deaths
were further adjudicated by two blinded cardiologists (MH,NM). Fatal or nonfatal
cardiovascular events were studied as composite outcomes of sudden cardiac deaths, aortic
aneurysm, atheromatous and non-atheromatous cardiovascular events for which distinction
between them was also adjudicated by a blinded committee. Atheromatous cardiovascular
events included coronary artery disease, ischemic cerebrovascular disease, and peripheral
artery disease (i.e. lower limb artery disease and renal artery stenosis), and non-atheromatous
cardiovascular events included heart failure, hemorrhagic stroke, atrial fibrillation and other
cardiac rythm/conduction disorders. Because of uncertainty about the underlying mechanisms
for some sudden cardiac death events and about the specificity of classifying aortic aneurysm,

these events were not classified in either category.

Coronary artery disease included myocardial infarction, unstable angina, and coronary
interventions: angioplasty-stenting or coronary artery bypass grafting or coronary thrombolysis.
Ischemic cerebrovascular disease included ischemic stroke, transient ischemic attack, and
carotid interventions: thrombolysis, thrombectomy, endarterectomy, angioplasty-stenting, or
bypass surgery. Lower limb artery disease included vascular claudication, and interventions
such as angioplasty-stenting, endarterectomy, bypass surgery or amputation for atheromatous
ischemic lesions. Heart failure was defined as new onset, or worsening heart failure.

Arrhythmias and conduction disorders were documented by electrocardiography.

202



188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

All the considered events occurred before any KRT. KRT was defined as kidney failure
requiring initiation of maintenance dialysis or preemptive kidney transplantation (as identified
from medical records or by linkage with the French National Renal Epidemiology Information

Network registry (REIN).

All-cause death events before kidney replacement therapy

All-cause mortality included any registered death, either cardiovascular or non-cardiovascular
mortality. Death events were declared by family members or by clinical research associates
during the 5-year follow-up, ascertained from death certificates and hospital records, or through

linkage with the national death registry.

As previously mentioned, cardiovascular mortality was adjudicated by cardiologists. Any other

deaths were categorized as non-cardiovascular mortality.

Statistical analysis

Participants’ baseline characteristics are described for the overall datasample (n = 2406) and by
tertiles of serum free kynurenine levels. Description by tertiles of serum total kynurenine are
depicted in the Supplemental Table S1. Continuous variables are presented as the median [Q1-
Q3] and compared between the three groups with the Kruskal-Wallis test. Categorical variables
are presented as percentages and compared between groups with the Chi-square test. The
variations according to CKD stages of serum free, total, and free/total kynurenine
concentrations, free and total tryptophan, kynurenine/tryptophan ratio, respectively, are
compared between groups with the Kruskal-Wallis test, and followed by a post-hoc analysis

using Dunn’s test (Supplemental Figures S2 - S5).

Given that the serum kynurenine values were not normally distributed they were log-

transformed. For each of the six study outcomes, we used cause-specific Cox models to estimate
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crude and adjusted hazard ratios (HRs) [95% CI] associated with each of the free and total
kynurenine levels (associations with the latter are included in the Supplemental Material (Table
S2-5, Table S7, and Table S9)): HRs of 1) fatal or nonfatal cardiovascular events, 2)
atheromatous cardiovascular events, 3) non-atheromatous cardiovascular events; 4) all-cause
mortality, 5) cardiovascular mortality, 6) and non-cardiovascular mortality. Fatal or nonfatal
cardiovascular events (including atheromatous or non-atheromatous cardiovascular events)
were censored on the date of last follow-up (fifth annual follow-up visit or study withdrawal),
the date of KRT, or the date of death from a non-cardiovascular cause. Each death occurring
during the 5-year follow-up period was used in the all-cause mortality model, and the data were
censored at the date of last follow-up or the date of KRT. Cardiovascular death and non-
cardiovascular death were censored on the date of non-cardiovascular death and the date of

cardiovascular death respectively, in addition to the date of KRT and the date of last follow-up.

The Cox models were adjusted for a set of confounders, which were selected from a directed
acyclic graph (DAG), avoiding adjustment for unnecessary factors, mediators, and colliders. 32
The approach has been further detailed in the Supplemental Material. Associations between
serum kynurenine and overall cardiovascular risks, all-cause mortality, cardiovascular and non-
cardiovascular mortality risks were adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive
protein (CRP), urea, diabetes, dyslipidemia, systolic blood pressure, body mass index (BMI),
smoking status, baseline eGFR, urine albumin or protein-to-creatinine ratio (ACR), serum free
tryptophan, serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-cresyl sulfate, prescriptions
of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and antidiabetic drugs. We excluded
the prescription of diuretics in the adjustment models evaluating the association with
atheromatous cardiovascular risk, as well as dyslipidemia and lipid-lowering drugs in the
models evaluating the association with non-atheromatous cardiovascular risk. We added serum

albumin to the models when evaluating serum free kynurenine.
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The HRs of Cox models were transformed back into the original unlogged scales, in order to

obtain better interpretable values.

Each model’s validity (according to the proportional hazard assumption) was checked by testing

the Schoenfeld residuals.
The method used to manage missing data is presented in the Supplemental Material.

The threshold for statistical significance was P < 0.05. All statistical analyses were performed

with R software.

RESULTS

Baseline patients’ characteristics

The characteristics of the 2406 patients included in this study are presented in Table 1,
compared between the tertiles of free kynurenine levels. The median [Q1-Q3] age of the
participants was 68 [60-76] years, 66% were men, and the median BMI was 27.9 [24.7-31.7]
kg/m?. Almost all the patients had hypertension (96%), a large proportion had dyslipidemia
(74%), about half of them presented a history of cardiovascular disease (52%), and 41% had
diabetes. The overall median eGFR was 24.7 [18.4-33.1] ml/min/1.73 m?, and was significantly
lower in patients with the highest free kynurenine tertiles. Compared with patients in tertile 1
and tertile 2, patients in tertile 3 were older, had more comorbidities, a higher BMI, and higher

serum concentrations of CRP and free tryptophan.

The distribution of serum free and total kynurenine levels, free/total kynurenine ratio, free and
total tryptophan levels, and kynurenine/tryptophan ratio by CKD stage (Figures S2-S5 in the
Supplemental Material). Patients with more advanced CKD had significantly higher free and
total kynurenine concentrations with a higher free/total kynurenine ratio. Total tryptophan
levels were significantly lower in more advanced CKD stages, while free levels were higher.

The free kynurenine/free tryptophan ratio was significantly higher in more advanced CKD
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stages compared to stages 2 and 3. Similarly, the total kynurenine/free tryptophan ratio was

significantly higher in stage 4 compared to stages 2 and 3.

Fatal or nonfatal cardiovascular events

Over a median [Q1-Q3] follow-up period of 5 [4.6-5.2] years, 466 out of the 2406 patients
experienced a first cardiovascular event (fatal or nonfatal). The crude analysis showed that a
doubling of serum free kynurenine levels was associated with a 70%-increase in the hazard of
a cardiovascular event (HR[95% CI]: 1.7 [1.5, 1.9] Table 2). This association was attenuated
but remained significant after multiple adjustments (Table 2): a double increase in serum free
kynurenine levels was associated with an 18%-increase in the hazard of a cardiovascular event
(adjusted HR[95% CIJ]: 1.18 [1.02, 1.33] ), independently of kidney function (eGFR), serum
free tryptophan level or other uremic toxins, cardioprotective drugs and traditional

cardiovascular risk factors.

The results were in agreement with those of the association with total kynurenine levels: a
double increase of the latter was associated with a 20%-increase in the hazard of cardiovascular
events, independently of eGFR and serum free tryptophan level or tryptophan-derived UTs

(adjusted HR: 1.2 [1.05, 1.4]) (Supplemental Table S2).

Analysis by subgroups of atheromatous vs non-atheromatous cardiovascular events

Atheromatous cardiovascular events

During follow-up, 215 patients had fatal or nonfatal atheromatous cardiovascular events. There
was no significant association between serum free kynurenine levels and the occurrence of
atheromatous cardiovascular events after multiple adjustments (Table 3). Adding free

tryptophan to the adjusted model did not affect these results.
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However, total kynurenine levels were significantly associated with atheromatous

cardiovascular events after multiple adjustments (Supplemental Table S3).

Non-atheromatous cardiovascular events

313 patients had fatal or nonfatal non-atheromatous cardiovascular events in the follow-up
period. A doubling of serum free kynurenine levels was significantly associated with a 26%-
increase in the hazard of non-atheromatous cardiovascular events after multiple adjustments

(adjusted HR [95% CI]: 1.26 [1.03, 1.50]) (Table 4).

The results were similar when evaluating serum total kynurenine, exhibiting a significant
association with the occurrence of non-atheromatous cardiovascular events (Supplemental

Table S4).

All-cause mortality before kidney replacement therapy

311 patients died before KRT over the 5-years follow-up period. A doubling of serum free
kynurenine levels was significantly associated with a 22%-increased hazard of all-cause
mortality (adjusted HR[95% CI]: 1.22[1.02,1.50]; Table 5), independently of eGFR. However,
the association of serum free kynurenine levels with all-cause mortality proved to depend on
the serum free tryptophan level; it was no longer significant after adding free tryptophan or

tryptophan-derived UTs to the adjustment model (Table 5).

In the multiple analyses, there was no significant association with serum total kynurenine levels
in the hazard of all-cause mortality before KRT. The adjusted HR for all-cause mortality was

1.04 [0.90, 1.30] (Supplemental Table S5).

Analysis by non-cardiovascular and cardiovascular mortality subgroups before kidney

replacement therapy
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Over the 5-years follow-up period, we observed 215 non- cardiovascular deaths and 87

cardiovascular deaths before KRT.

Non-cardiovascular mortality

There was no significant association with serum free kynurenine in the hazard of non-
cardiovascular mortality before KRT after adjustment for eGFR, serum free tryptophan, and

other mortality risk factors (Table 6).

The results were comparable when evaluating the association with total kynurenine levels

(Supplemental Table S6).

Cardiovascular mortality

Serum free kynurenine levels were significantly associated with the occurrence of
cardiovascular mortality, even after adjustment for eGFR, serum free tryptophan and other
confounding factors. A doubling of serum free kynurenine levels was associated with a 64%-
increase in the hazard of cardiovascular mortality (adjusted HR [95% CI]: 1.64 [1.10, 2.40]

Table 7).

There was no significant association between serum total kynurenine levels and cardiovascular

mortality in the multiple analyses (Supplemental Table S7).

DISCUSSION

This large national cohort study that included patients with CKD before any KRT showed that
higher serum levels of the free fraction of kynurenine were associated with a higher incidence
of adverse fatal or nonfatal cardiovascular events. There was a particularly strong association
with non-atheromatous cardiovascular events, independent of kidney function, serum free

tryptophan level and traditional cardiovascular risk factors. Higher serum free kynurenine levels
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were also significantly associated with a higher risk of cardiovascular mortality, but not non-

cardiovascular or all-cause mortality.

As to the mechanisms involved, previous experimental studies showed that the actions of
kynurenine are mainly mediated by direct activation of the aryl hydrocarbon receptor
(AHR).1%1%3 AHRs interact with diverse regulatory and signaling proteins such as Nuclear
Factor-kappa-B involved in cell proliferation, and immune responses. 1° AHR activity can be
stimulated by various agents, including endogenous ligands such as the tryptophan metabolites
indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid, kynurenic acid, and kynurenine, which can induce
vascular inflammation, cardiotoxicity, and a pro-coagulation status of vascular cells, as
demonstrated both in mice and in humans. 1%33-% Kolachalama et al. ® showed that kynurenine
promoted thrombosis after vascular injury in mice by increasing tissue factor expression in the
vessel wall through AHR signaling. Arinze et al. provided evidence for an association between
kynurenine and peripheral artery disease. They reported that kynurenine enhanced AHR activity
in endothelial cells, resulting in the suppression of Wnt activity via the B-catenin pathway. This

in turn led to impaired angiogenesis. >3

Previous small studies have investigated the effect of total kynurenine on cardiovascular risk,
mainly in patients receiving dialysis therapy, however without considering the free, active
kynurenine, and therefore probably underestimated kynurenine’s full impact.>1°2° Total
kynurenine concentrations have also been associated with markers of endothelial cell
dysfunction, inflammation and oxidative stress. Kynurenine/tryptophan ratio was linked to
abnormalities of tissue factor, contributing to high risk of thrombotic complications and
atherosclerosis, in CKD patients on conservative treatment. 2°2” Our results confirmed these
previous observations and extended them by including a very large representative sample of
patients with CKD , demonstrating the place of the free fraction of kynurenine, and adjusting

for eGFR and serum free tryptophan levels.

209



352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

A recent report in a CKD patient cohort demonstrated a significant association between
tryptophan levels and incident CVD. *° Tryptophan is the precursor of many metabolites and
UTs, including kynurenine, kynurenic acid, indoxyl sulfate, and indole-3-acetic acid.
Tryptophan metabolites play a key role in incident cardiovascular disease, including myocardial
infarction, atherosclerosis, major coronary events, and ischemic stroke, in the general
population and in patients with heart disease. *® This has also been shown for patients with
CKD. Hence the need and importance of including serum free tryptophan for the first time, in
the adjustment models of our analysis in order to isolate the true effect of serum free kynurenine

on cardiovascular diseases in predialysis CKD patients beyond the tryptophan effects.

Our study showed a significant association between kynurenine and non-atheromatous
cardiovascular events. This association could be partly explained by an inhibitory effect of
kynurenine on endothelial cell activity, which is critical for angiogenesis.3* Reasons for an
independent association of free kynurenine with non-atheromatous cardiovascular events, but
not with atheromatous disease remains to be explored. Possible explanations are lack of power
due to relatively few observed atheromatous cardiovascular events and/or specific mechanisms

of action.

Given that kynurenine induces inflammation and oxidative stress, one could have expected an
impact on all-cause mortality. However, this was not the case in our cohort. One previous
observational study also failed to find an association between kynurenine and mortality after
kidney transplantation. 2° None examined such an association in non-transplant patients with
CKD. We only found an isolated effect of free kynurenine on cardiovascular but not all-cause
mortality. In any case, these findings highlight the critical role of uremic toxicity induced by

kynurenine in the genesis of cardiovascular complications.

In the CKD setting, kynurenine is derived from tryptophan metabolism initially in the gut and

then in different other cell types by exceptionally activating the indolamine-2,3-dioxygenase
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enzyme, leading to cardiovascular complications by activating the AHR pathway. Therefore,
strategies targeting each of this pathway may give the grounds to the development of new, more
effective solutions to regulate serum levels of kynurenine and improving deleterious outcomes
in a CKD setting. 11343740 Gjven that several UTs act together in the generation of deleterious
effects, targeting only one UT is probably insufficient to reduce CKD-associated complications.
For example, Massy and Drueke ** suggested that AHR inhibitors are likely to be indicated as
a solution via the blockade of common pathways. However, the efficacy and safety of AHR
inhibitors in CKD patients need to be further investigated, especially that AHRs present diverse
ligands with diversified effects. In other terms, AHRs and tryptophan-derived metabolites are
dual in their activity since they can have both beneficial and/or deleterious effects.*!
Tryptophan is metabolized through several pathways, and can be a precursor of toxic
compounds (UTs) and/or non-toxic molecules such as melatonin, proved to have
immunoregulatory and an anti-inflammatory effects in hemodialysis patients.*> The AHR is
activated by several tryptophan metabolites, among other beneficial tryptophan metabolites,
which are essential for detoxification and immune and metabolic regulation.*! Thereby, future
interventions should specifically block the deleterious pathways while maintaining the

beneficial ones.

Our study has important strengths. First, the present cohort study emphasizes the place of the
free fraction of kynurenine in the association with cardiovascular diseases on the one hand and
all-cause mortality on the other, in patients with CKD before any KRT. The stratified approach
of cardiovascular diseases (according to atheromatous vs. non-atheromatous mechanisms) and
of cardiovascular vs non- cardiovascular mortality is a first significant step in the understanding
of serum free kynurenine’s effect on CKD-related cardiovascular complications. Second, this
study included a large sample size of people that are nationally representative of nephrology

practices and the CKD patient population in France. This allowed for a sufficiently high
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statistical power and permitted extensive adjustments for confounders (including eGFR and
serum free tryptophan). Third, UT assays were centralized using the validated, robust ultra-
high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry technique. Fourth, an
accurate assessment of cardiovascular events was conducted using standardized definitions 3
with two cardiologists adjudicating cardiovascular deaths. Last, the statistical analysis of the

data considered competitive risk events for each outcome.

Some limitations also need to be considered. First, we did not investigate the time-varying effect
of serum free kynurenine levels on each of the studied outcomes. Second, our eligibility criteria
was CKD patients with eGFR<60 ml/min/1.73 m?, excluding all patients with eGFR above that
threshold. However, patients with eGFR >60 ml/min/1.73 m? may still have elevated
albuminuria (>30 mg/g) or other markers of kidney damage, which also align with the CKD
criteria according to KDIGO guidelines.*® Third, the possibility of residual confounding cannot
be excluded. The potential influence of dietary factors could not be included in the adjustment
models since they were not available in our exhaustive database. They may have contributed to
baseline serum kynurenine levels since this UT is a gut-derived one from an amino acid
metabolism. However, the importance of diet on serum kynurenine concentrations is not
determined and possibly has limited effects. Fourth, we did not find an independent association
between free kynurenine and atheromatous CVD, despite the knowledge that kynurenine
activates AHR and can contribute to thrombosis and PAD. Lastly, our study serves as an
etiological evaluation, primarily aiming to enhance our understanding of the association
between serum free kynurenine and cardiovascular outcomes, rather than making predictive
analyses. However, we neither explored the potential of kynurenine as a predictive biomarker
for cardiovascular risk, nor compared the predictive value of other UTs known to be associated

with CVD. This would require a separate investigation employing predictive analysis
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methodologies and external validation. It is important to note that CKD is a complex condition

with various contributing factors to CVD. Kynurenine is just one piece of the puzzle.

In conclusion, our present large prospective study showed that higher serum free kynurenine
levels were associated with an elevated risk of incident fatal or nonfatal cardiovascular events
in patients with CKD before any KRT particularly non-atheromatous cardiovascular events.
This association was independent of kidney function and serum free tryptophan levels. By
investigating this association, we aimed to contribute to existing knowledge and shed light on
the potential role of kynurenine in CVD development and progression. Future research should
consider incorporating predictive analysis methodologies to further explore the potential of
UTs, including kynurenine, as predictive biomarkers for cardiovascular risk. Such analyses
might provide valuable insights into the predictive capabilities of UTs in relation to clinical
outcomes. Moreover, experimental studies are necessary to provide a better insight into the
mechanisms involved and potential therapeutic interventions targeting kynurenine in CKD-

related cardiovascular complications.
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Table 1. Characteristics of the study population according to the tertiles of serum free

kynurenine
Characteristics Total Tertiles of serum free kynurenine P-value? Missing
(mg/L) data
N =2406' |T1<0.11 T2[0.11- | T3
(n=802)! 0.16] >=(0.16
(n=801)! | (n=803)!
Age at baseline 68 [60-76] | 67 [58-74] 69 [60-76] | 69 [62- | <0.0001 0%
(years) 77]
Men 66% 68% 67% 63% 0.07 0%
eGFR at baseline 25[18-33] | 31 [24-40] 25[19-32] | 20 [15- | <0.0001 0%
(ml/min/1.73m?) 26]
Albumin- or protein- | 104 [21- 57 [14-345] 104 [23- 198 [34- | <0.0001
to-creatinine ratio 491] 440] 721] 11.5%
(mg/g)
History of acute 23% 20% 24% 27% 0.005 7.2%
kidney injury
Smoking status 0.3
Never-smoker 40% 41% 40% 40%
Current smoker 13% 13% 13% 10% 0.6%
Former smoker 47% 46% 46% 50%
Systolic blood 140 [128- 138 [127- 140 [129- | 140 0.014 0.5%
pressure (mmHQ) 153] 151] 152] [130-
155]
Diabetes 41% 35% 41% 47% <0.0001 0.2%
Dyslipidemia 74% 70% 73% 7% 0.008 0.4%
History of 52% 46% 51% 60% <0.0001 0.5%
cardiovascular
disease
Serum bicarbonate 25 [23-27] | 25.4[23- 25 [22.4- | 24.5[22- | <0.0001 8.8%
(mmol/L) 27.4] 27] 27]
Serum albumin (g/L) | 40.4 [38-43] | 41 [38.4- 41 [38-43] | 40 [37- | <0.0001 14.5%
43.2] 42]
Hemoglobin (g/dL) 13[11.8- 13.4[12.3- 13[11.9- | 126 <0.0001 0.9%
14.2] 14.5] 14.2] [11.5-
13.7]
High-sensitivity C- 2.4[1.1-5.1] | 2[0.9-4.1] 2.3[1.1- 2.9[1.3- | <0.0001 5.4%
reactive protein 4.8] 6.5]
(mg/L)
Body mass index 27.9 [24.7- | 27.2 [24.3- 27.8 [24.5- | 28.8 <0.0001 1.9%
(kg/m?) 31.7] 30.8] 31.6] [25.4-
32.8]
PPI prescription at 32% 30% 31% 36% 0.01 0.2%

baseline
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Diuretics 52% 43% 51% 63% <0.0001 0.3%
prescription at
baseline
Antihypertensive 2243 (94%) | 722 (91%) 753 (94%) | 768 <0.0001 0.3%
drugs prescription at (96%)
baseline
Lipid-lowering drugs | 1520 (63%) | 472 (59%) 510 (64%) | 538 0.005 0.3%
prescription at (67%)
baseline
Antidiabetic drugs 820 (34%) | 231 (29%) 275 (34%) | 314 <0.001 0.3%
prescription at (39%)
baseline
Free tryptophan 0.9[0.7-1.2] | 0.7 [0.6-0.9] | 0.9 [0.8- 1.2 [0.9- | <0.0001 0%
(mg/L) 1.1] 1.5]
Total tryptophan 12 [10-15] | 12 [10-15] 12.6 [10- |12[9.9- |0.1 0%
(mg/L) 15] 14.6]
Free kynurenine 0.1[0.09- 0.07 [0.06- 0.12]0.11- | 0.2 - 0%
(mg/L) 0.2] 0.08] 0.14] [0.18-

0.26]
Total kynurenine 1.2[0.9-1.6] | 0.9[0.7-1.2] |1.2[0.9- 1.4[1.2- | <0.0001 0%
(mg/L) 1.6] 1.8]

I Median [Q1-Q3]; %

2 Kruskal-Wallis rank sum test; Pearson's Chi-squared test
eGFR: estimated glomerular filtration rate; PPI: proton pump inhibitor.

Table 2. Hazard ratio of cardiovascular events associated with a double increase in baseline

serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)

Cardiovascular events

Unadjusted HR [95% CI] — p-value

1.7 [1.5, 1.9] — <0.0001

Adjusted HR! [95% CI] — p-value

1.25 [1.09, 1.4] — 0.002

Adjusted HR? [95% CI] — p-value

1.18 [1.02, 1.33] — 0.04

Adjusted HR® [95% CI] — p-value

1.19[1.03, 1.39] — 0.01

'Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes,
dyslipidemia, body mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or
protein-to-creatinine ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-

lowering drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table 3. Hazard ratio of atheromatous cardiovascular events associated with a double increase

in baseline serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)

Atheromatous cardiovascular events

Unadjusted HR [95% CI] — p-value

1.4[1.17, 1.69] — 0.0002
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676
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Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.15[0.9,1.4]-0.2
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.15[0.89, 1.5] - 0.2
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.08 [0.86, 1.4] - 0.5

Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes,
dyslipidemia, body mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine aloumin- or
protein-to-creatinine ratio, systolic blood pressure, prescriptions of antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs,
and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxy! sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table 4. Hazard ratio of non-atheromatous cardiovascular events associated with a double
increase in baseline serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)
Non-atheromatous cardiovascular events
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.97[1.7,2.27] -- <0.001
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.36 [1.14, 1.61] — 0.0007
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.26 [1.03, 1.5] — 0.02
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.31[1.09, 1.6] -- 0.003

'Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine aloumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table 5. Hazard ratio of all-cause mortality associated with a double increase in baseline
serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.7 [1.5, 1.9] -- <0.001
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.221.02,1.5] - 0.03
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.12]0.9,1.4]-0.3
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.18 0.9, 1.4] — 0.07

Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes,
dyslipidemia, body mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or
protein-to-creatinine ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-
lowering drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table 6. Hazard ratio of non-cardiovascular mortality associated with a double increase in
baseline serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.5[1.3, 1.8] — <0.001
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Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.1[0.9,14]-0.3
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.03[0.8,1.32] - 0.8
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.1[0.9,14]-0.3

Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes,
dyslipidemia, body mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or
protein-to-creatinine ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-
lowering drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxy! sulfate indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table 7. Hazard ratio of cardiovascular mortality associated with a double increase in baseline
serum free kynurenine level (mg/L).

Free kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 2.3[1.7,3.03] — <0.001
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.8 [1.3, 2.5] - 0.001
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.66[1.1,2.5] - 0.01
Adjusted HR?® [95% CI] — p-value 1.64 1.1, 2.4] — 0.007

'Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, serum albumin, urea, diabetes,
dyslipidemia, body mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or
protein-to-creatinine ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-
lowering drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.
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Total participants
in the CKD-REIN
study, n=3033

Patients with available
samples to measure
uremic toxins at baseline,
n=2675

Excluded:

- date of sampling greater
than 3 months from the date
of inclusion, n=268

- empty biobank tube, n=1

Total included
patients, n= 2406

Figure 1. Flowchart of the study
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Supplemental Material

Quantification of serum kynurenine and tryptophan
Collected uremic toxins serum samples were immediately stored at 4°C and aliquoted within 6

hours without additional processing. All CKD-REIN samples were stored deep frozen (-80°C)
at the Biobanque de Picardie (BRIF number: BB-0033-00017) and shipped frozen to Paris for
analysis. Both teams were blinded for outcome and patients’ characteristics. Kynurenine,
indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, indole-3-acetic acid and tryptophan fractions were assayed in
serum using a validated liquid chromatography tandem mass spectrometry technique, as

described previously.!

To determine total kynurenine and tryptophan concentrations, 50 puL of serum samples were
first precipitated with 340 pL of methanol in the presence of 25 L of isotope labelled internal
standards. After centrifugation for 10 min at 9000 g, the supernatant was evaporated under

nitrogen stream and then reconstituted in 80 pL of water.

Free concentrations were determined by ultrafiltration; 150 pL of serum were introduced into
an ultra-centrifugal filter of 30 kDa porosity, and then centrifuged at 13300 g for 20 min. Given
that kynurenine and tryptophan are mainly bound to albumin (65 kDa, unable to pass through

the filter), the residual filtrate contained only the free fraction.

Data collection
Trained clinical research associates collected data from medical records and patient interviews

at baseline and then annually for 5 years. We collected patients’ characteristics (age, sex, and
smoking status) and detailed medical history, including any history of diabetes, hypertension,
dyslipidemia, cardiovascular disease, and acute kidney injury. Patients were considered as
having a history of cardiovascular disease if they had previous events of coronary heart disease,
stroke, peripheral vascular disease, heart failure, dysrhythmia or valvular disease. They were
considered as having diabetes if the condition was mentioned in their medical records, if they
had serum levels of HbAlc >7%, fasting glucose > 7.0 mmol/L, or random glucose > 11.0
mmol/L, or if they used glucose-lowering medications. Likewise, patients were considered as
having hypertension if mentioned in their medical records, if they had systolic blood pressure
>140 mm Hg or diastolic blood pressure >90 mm Hg or if they were prescribed antihypertensive
medications, and they were considered as having dyslipidemia if it was stated in their medical
records or if they used lipid-lowering medications. Nephrologists or outpatient nurses measured

patients’ blood pressure, body weight, and height. Body mass index was then calculated as the

223



ratio of weight to height square. All patients were prescribed standard blood and urine tests (as
recommended by the French health authorities for routine chronic kidney disease care), which
were performed at their usual laboratory at study entry, or at a centralized laboratory for the
measurement of serum creatinine, high-sensitivity C-reactive protein, and cystatin C. Blood
hemoglobin, serum bicarbonate and albumin, and urine albumin or protein-to-creatinine ratio
(ACR) were recorded as well. Estimated glomerular filtration rate was calculated from cystatin
C using the Chronic Kidney Disease - Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) equation (2009)
giving the most accurate and precise estimated glomerular filtration rate for the prediction of
cardiovascular risk and mortality,> and the ACR was either measured or estimated by an

equation based on proteinuria measurements.®

Information on medication use was obtained from drug prescriptions during the baseline
interview. Patients were asked to bring all their drug prescriptions from the preceding three
months to the enrolment visit. The clinical research associates used an electronic case report
form (linked to the international Anatomical Therapeutic and Chemical [ATC] thesaurus) to
enter standardized ATC codes. Proton pump inhibitors use included omeprazole, esomeprazole,
pantoprazole, lansoprazole, or rabeprazole, and diuretic use thiazides, loop diuretics, or distal
diuretics. Antidiabetic drugs included the different types of insulin, oral antidiabetic agents
(metformin, repaglinide, sulfonylurea, alpha-glucosidase inhibitors, dipeptidyl peptidase-4
inhibitors) or Glucagon-like peptide-1 receptor agonists. Antihypertensive drugs included beta-
blockers, calcium channel blockers, renin-angiotensin system inhibitors, aldosterone inhibitors,
diuretics, or others (such as centrally acting agents). Lipid-lowering drugs included statins,
fibrates, bile acid sequestrants, ezetimibe, or omega-3 fatty acids.

Statistical analysis

The Cox models were adjusted for a set of confounders, which were selected from a directed
acyclic graph (DAG), i.e. a diagram of causal pathways summarizing a priori hypothetical
causal relationship between variables (Supplemental Figures 3 and 4). This approach allows the
selection of optimal set of adjustment factors (i.e. factors associated both with the exposure and
the outcome), avoiding adjustment for unnecessary factors, mediators, and colliders.*
Associations between serum kynurenine and overall cardiovascular risks, all-cause mortality,

cardiovascular and non-cardiovascular mortality risks were adjusted for age at baseline, sex,
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high-sensitivity C-reactive protein (CRP), urea, diabetes, dyslipidemia, systolic blood pressure,
body mass index (BMI), smoking status, baseline eGFR, urine albumin or protein-to-creatinine
ratio (ACR), serum free tryptophan, serum free indoxyl sulfate, indol acetic acid and p-Cresyl
Sulfate, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and
antidiabetic drugs. We excluded the prescription of diuretics in the adjustment models
evaluating the association with atheromatous cardiovascular risk since no previous study found
an association between them; and we excluded dyslipidemia and lipid-lowering drugs in the
models evaluating the association with non-atheromatous cardiovascular risk. We added serum
albumin to the models when evaluating serum free kynurenine given that kynurenine is a
protein-bound molecule and any decrease in serum albumin would increase the free fraction of
kynurenine. Proton pump inhibitors (PPIs) are known to increase mortality risk, however, given
the limited sources of literature confirming a causal link between PPIs and kynurenine and the
direction of association between them, a sensitivity analysis compared the results between an
adjusted model including PPIs and another one excluding it. We did not find any difference in
the results between these two models, therefore PPIs were not considered as a confounding
factor and not included in the adjusted models when evaluating mortality outcomes.

Assuming that data were missing at random, we performed multiple imputation with chained
equations (MICE),®> implemented in the MICE package in R software (version 4.1.2, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).® Given the proportion of missing data,
20 complete datasets were imputed. All covariates present in the Cox models were included in
the imputation model. The follow-up time included in the imputation model is the cumulative
hazard rate created according to the Nelson-Aalen estimator of the MICE package in R. Fitted
Cox models were generated for each dataset, and pooled regression coefficients were obtained

using Rubin's rules.
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Figure S1. Tryptophan metabolism pathways.
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aminotransferase; KMO: kynurenine monooxygenase; 3-HAA Dioxygenase: 3-hydroxyanthranilic acid

dioxygenase.
Adapted from Figure 1 in Sallée et al.’
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Figure S2. Distribution of kynurenine according to the stages of
chronic kidney disease.
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Freeftotal kynurenine

The dotted line indicates the reference value for healthy subjects.

P-values : ™" : <0.001.

Figure S3. Distribution of free/total kynurenine according to the stages

of chronic kidney disease.
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Figure S4. Distribution of tryptophan according to the stages of
chronic kidney disease
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P-values: ™: <0.01 ; *™*: <0.001.

Figure S5. Distribution of the ratio kynurenine/tryptophan according
to the stages of chronic kidney disease

Kruskal-Wallis, p < 2.2e-16
151 -
|
= [
g Ezz 2
c [
m -
r=
[= %
<]
a
£10-
o
> .
‘L: -
2
c
]
5
=
=z
@
I
= . .
% 054 . : :
14 ' i
| |
r [ |
[ | [ 1
[ ] L ]
I |
001 -
2 and 3 (n=795) 4 (n=1332) 5 (n=279)

Chronic kidney disease stages

20 1 Kruskal-Wallis, p = 1.2e-07

ns

E

-
[=]

Ratio of total kynurenine/free tryptophan

(4]
e
LU )

N | | |

2 and 3 (n=7935) 4(n=1332) S (n=279)
Chronic kidney disease stages

231



P-values : ns : non significant ; ™ : <0.001.

Figure S6. Directed acyclic graph identifying the minimal sufficient
adjustment set for estimating the kynurenine effect on cardiovascular
events, atheromatous or not, fatal or not.
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ACR : urine albumin-to-creatinine ratio; BMI : body mass index; CRP : C-Reactive Protein ; GFR :
glomerular filtration rate.
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The variables selected from the DAG (Figure S6) are those associated with both exposure (kynurenine)
and the endpoint (cardiovascular outcomes, fatal or not), or with the outcome only: age, sex, smoking,
albuminuria ratio /creatinuria, glomerular filtration rate, CRP, body mass index, dyslipidemia, diabetes,
urea, systolic blood pressure, free tryptophan, free indoxyl sulfate, indol acetic acid and p-Cresyl Sulfate,
diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and antidiabetic drugs. We cannot adjust on the
history of cardiovascular disease nor the history of acute kidney injury that will be considered as
colliders and therefore cannot be included in the model in order to avoid biased results. The prescription
of diuretics are not selected in the adjustment models evaluating the association with atheromatous
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cardiovascular risk; and dyslipidemia and lipid-lowering drugs in the models evaluating the association
with non-atheromatous cardiovascular risk. Serum albumin is selected for the models evaluating serum
free kynurenine.

Figure S7. Directed acyclic graph identifying the minimal sufficient
adjustment set for estimating the kynurenine effect on all cause/
cardiovascular /non cardiovascular mortality.
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ACR : urine albumin-to-creatinine ratio; BMI : body mass index; CRP : C-Reactive Protein ; CV :
cardiovascula; GFR : glomerular filtration rate; PPI: proton pump inhibitors.

Legend :
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Risk factor linked to the exposure and outcome
- Risk factor linked to the outcome
O Unobserved variable

The variables retained from the DAG (Figure S7) are those associated with both exposure (kynurenine)
and the endpoint (all-cause/CV/non CV mortality), or with the outcome only: age, sex, smoking,
albuminuria ratio /creatinuria, glomerular filtration rate, CRP, body mass index, dyslipidemia, diabetes,
urea, systolic blood pressure, free tryptophan, free indoxyl sulfate, indol acetic acid and p-Cresyl Sulfate,
diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and antidiabetic drugs. Concerning PPIs, and
given that we have no sources of literature confirming the causal link with kynurenine and in which
direction the association exists, a sensitivity analysis will be necessary to compare the results of a model
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excluding this factor and another one including it. We cannot adjust on the history of cardiovascular
disease nor the history of acute kidney injury that will be considered as colliders and therefore cannot
be included in the model in order to avoid biased results. Serum albumin is selected for the models
evaluating serum free kynurenine.

Table S1. Characteristics of the study population according to the

tertiles of serum total kynurenine

Characteristics Total Tertiles of serum total kynurenine | P- Imputed data
(mg/L) ;/alue
N =2406' |<0.99 [0.99-1.4) | >=1.4
(n=799)! (n=804)* | (n=803)
1
Age at baseline 68 [60-76] 68 [60-75] | 68 [59-76] | 69 [62- | 0.09 | 0%
(years) 76]
Men 66% 65% 66% 66% 0.9 0%
eGFR at baseline 24.7 [18.4- 29 [22-38] | 24[17-32] | 22 [17- | <0.00 | 0%
(ml/min/1.73m?) 33.1] 28] 01
Albumin- or protein- | 104 [21-491] | 77 [18- 113 [22- 135 <0.00
to-creatinine ratio 382] 546] [28- 01 11.5%
(mg/g) 566]
History of acute 23% 22% 23% 25% 0.6 7.2%
kidney injury
Smoking status 0.01
Never-smoker 40.5% 41% 38% 42%
Current smoker 12.5% 15% 12% 9.9% 0.6%
Former smoker 47% 44% 50% 48%
Systolic blood 140 [128- 139 [129- | 139[127- | 140 0.1 0.5%
pressure (mmHQ) 153] 154] 151] [130-
154]
Diabetes 41% 39% 43% 42% 0.2 0.2%
Dyslipidemia 74% 73% 73% 74% 0.8 0.4%
History of 52% 49% 53% 55% 0.06 | 0.5%
cardiovascular disease
Serum bicarbonate 25 [23-27] 25 [23-27] | 25[23-27] | 25 0.1 8.8%
(mmol/L) [22.6-
27]
Serum albumin (g/L) | 40.4[38-43] |40.3[37.9- | 40.6[38- |40.4 0.6 14.5%
43] 43] (37.7-
43]
Hemoglobin (g/dL) 13[11.8- 13.1[11.95 | 13[11.8- | 12.9 0.1 0.9%
14.2] -14.3] 14.1] [11.8-
14.1]
High-sensitivity C- 24[11-51] |21]0.9- 2.2[1.1- 2.7 <0.00 | 5.4%
reactive protein 4.5] 4.9] [1.2- 01
(mg/L) 5.8]
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Body mass index 27.9 [24.7- 27.1[24.2- | 28.1[24.7- | 28.4 <0.00 | 1.9%
(kg/m?) 31.7] 30.9] 32] [25.3- |01

32.3]
PPI prescription at 32% 32% 32% 34% 0.6 0.2%
baseline
Diuretics prescription | 52% 48% 53% 56% 0.004 | 0.3%
at baseline
Antihypertensive 2243 (94%) | 729 (92%) | 748 (94%) | 766 0.006 | 0.3%
drugs prescription at (96%)
baseline
Lipid-lowering drugs | 1520 (63%) | 489 (61%) | 502 (63%) | 529 0.2 0.3%
prescription at (66%)
baseline
Antidiabetic drugs 820 (34%) 255 (32%) | 296 (37%) | 269 0.1 0.3%
prescription at (34%)
baseline
Free tryptophan 0.91[0.7- 0.85[0.66- | 0.94 [0.72- | 0.96 <0.00 | 0%
(mg/L) 1.17] 1.08] 1.23] [0.76- |01

1.25]
Total tryptophan 12.3[10- 10.7[8.8- | 12[10.1- |144 <0.00 | 0%
(mg/L) 14.8] 12.9] 14.1] [11.9- |01

17.6]
Total kynurenine 1.19 [0.91- 0.8 [0.7- 1.18[1.08- | 1.8[1.6- 0%

1.6] 0.9] 1.3] 2.2]
Free kynurenine 0.13[0.09- 0.09 [0.07- | 0.13[0.1- | 0.16[0. | <0.00 | 0%
0.18] 0.12] 0.19] 1-0.2] |01

! Median [Q1-Q3]; %

2 Kruskal-Wallis rank sum test; Pearson's Chi-squared test
eGFR: estimated glomerular filtration rate; PPI: proton pump inhibitor.

Table S2. Hazard ratio for fatal and nonfatal cardiovascular events,

according to the baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)

Unadjusted HR [95% CI] — p-value

15[L.3, 1.7] -- <0.001

Adjusted HR! [95% CI] — p-value

1.2 [1.05, 1.4] — 0.01

Adjusted HR? [95% CI] — p-value

1.2[1.05, 1.4] - 0.01

Adjusted HR® [95% CI] — p-value

1.2 [1.05, 1.4] - 0.01

'Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, dyslipidemia, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and

antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.
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Table S3. Hazard ratio for atheromatous cardiovascular events,
according to the baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)

Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.5[1.2,1.8] —0.0003

Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.3[1.04,1.64]-0.02 1.15[1.01, 1.3] -
0.03

Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.3[1.04, 1.6] —0.02

Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.29[1.03, 1.6] — 0.02

!Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, dyslipidemia, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indole-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table S4. Hazard ratio for non-atheromatous cardiovascular events,
according to the baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.7 [1.4, 1.9] -- <0.001
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.21[1.006, 1.46] — 0.04
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.21[1.009, 1.46] —0.04
Adjusted HR?® [95% CI] — p-value 1.2[1.01, 1.46] — 0.03

'Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, body mass index,
smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine ratio, systolic
blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, and antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indol-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table S5. Hazard ratio for all-cause mortality, according to the
baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.4[1.1, 1.6] -- 0.0009
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.04]0.9,1.3]-0.7
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.040.9,1.3] - 0.7
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.04[0.9,1.3]-0.6

!Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, dyslipidemia, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and
antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indol-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.
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Table S6. Hazard ratio for non-cardiovascular mortality, according to
the baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.3[1.07, 1.7] — 0.008
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.01[0.8,1.3]-0.9
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.01]0.8,1.3]-0.9
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.009 [0.8, 1.3] - 0.9

Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, dyslipidemia, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and
antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indol-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.

Table S7. Hazard ratio for cardiovascular mortality, according to the
baseline serum total kynurenine level (mg/L).

Total kynurenine (mg/L)
Unadjusted HR [95% CI] — p-value 1.5[1.05, 2.04] - 0.02
Adjusted HR! [95% CI] — p-value 1.16[0.8,1.7]-0.4
Adjusted HR? [95% CI] — p-value 1.16[0.8,1.7]-0.4
Adjusted HR® [95% CI] — p-value 1.17]0.8,1.7]1-0.4

!Model adjusted for age at baseline, sex, high-sensitivity C-reactive protein, urea, diabetes, dyslipidemia, body
mass index, smoking status, baseline estimated glomerular filtration rate, urine albumin- or protein-to-creatinine
ratio, systolic blood pressure, prescriptions of diuretics, antihypertensive drugs, lipid-lowering drugs, and
antidiabetic drugs.

2 1+serum free tryptophan.

31+ serum free indoxyl sulfate, indol-3-acetic acid and p-Cresyl Sulfate.
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Abstract: Use of proton-pump inhibitors (PPIs) is common in patients with chronic kidney disease
(CKD). PPIs and many uremic toxins (UTs) are eliminated by a kidney tubular organic anion trans-
porter system. In a cross-sectional study, we sought to evaluate the association between PPI pre-
scription and serum concentrations of various UTs. We studied a randomly selected subgroup of
participants in the CKD-REIN cohort (adult patients with a confirmed diagnosis of CKD and esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR) <60ml/min/1.73m?) with available frozen samples collected
at baseline. PPI prescription was recorded at baseline. Serum concentrations of 10 UTs were meas-
ured using a validated liquid chromatography tandem mass spectrometry technique. Multiple lin-
ear regression was performed, with the log UT concentration as the dependent variable. Of the 680
included patients [median age: 68 years; median eGFR: 32 ml/min/1.73 m2], 31% had PPI prescrip-
tions at baseline. Patients using PPIs had higher levels of certain UTs in comparison to other pa-
tients, including total and free indoxyl sulfate (IS), total and free p-cresylsulfate, total and free p-
cresylglucuronide (PCG), phenylacetylglutamine (PAG), free kynurenine, and free hippuric acid.
After adjustment for baseline comorbidities, number of co-prescribed drugs and laboratory data
including eGFR, associations between PPI prescription and elevated serum concentrations of free
and total IS, free and total PCG, and PAG remained significant. Our results indicate that PPI pre-
scription is independently associated with serum UT retention. These findings are interesting to
better understand the factors that may modulate serum UT concentration in CKD patients, however,
they will need to be confirmed by longitudinal studies.

Keywords: uremic toxins; indoxyl sulfate; proton-pump inhibitor; chronic kidney disease

Key Contribution: By finding an association between proton-pump inhibitor use and elevated se-
rum concentrations of uremic toxins, this article highlights an important area of investigation to
identify factors that may modulate serum uremic toxins concentrations and their deleterious effect
in a chronic kidney disease setting.

1. Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is a global health burden affecting between 8 and 16%
of the adult population worldwide [1-4]. It is a progressive, irreversible condition that is
responsible for a non-negligible rate of complications, affecting the quality of life and in-
creasing hospitalization rates. Cardiovascular and overall mortality risks are increased
with the progression of CKD [3].

This public health issue is characterized by the accumulation of uremic toxins (UTs)
as the level of kidney function decreases. In fact, UTs constitute one of the non-traditional
risk factors associated with the progression of CKD and an elevated incidence of cardio-
vascular (CV) morbidity and mortality, neurotoxicity, and/or bone disease [2, 5]. Hence,
there is a fundamental need to identify factors that can impact UT concentrations.

Many UTs and drugs administered to CKD patients are organic anions, which are
physiologically eliminated by the organic anion transporter (OAT) system [6, 7]. OATs
(mainly expressed in the kidney, liver, and brain) are known to be involved in the trans-
portation of a number of commonly prescribed drugs, such as proton-pump inhibitors
(PPIs), diuretics and antibiotics [8,9]. Moreover, the results of recent in vitro and in vivo
studies have demonstrated that over 35 UTs (especially the protein-bound toxins, like in-
doxyl sulfate (IS) and p-cresyl sulfate (PCS)) are substrates for the main renal toxin and
drug transporters OAT1 (also known as SLC22A6) and OAT3 (also known as SLC22A8)
expressed in the proximal tubule in the kidney [10, 11]. Therefore, potential UT-drug com-
petition might explain changes in the concentrations of certain UTs and might accentuate
toxic cascade effects.

A few studies have shown that the inhibition of OAT1/OAT3 transporters (whether
renal or neuronal) induces the accumulation of UTs [7, 8, 12]. For example, an in vivo
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study in rats demonstrated that the administration of ciprofloxacin decreased the renal
clearance of IS [13].

Patients with CKD usually suffer from multiple comorbidities. Thus, polypharmacy
is highly prevalent in this population and frequently involves PPIs [14]. The latter drugs
are well known to be OAT1/OATS3 inhibitors; one can therefore reasonably hypothesize
that PPIs and UTs interact. The adverse outcomes associated with PPI use in CKD patients
have been investigated, with associations between PPI prescription and acute kidney in-
jury (AKI), progression to end-stage kidney disease, and mortality [14].

To the best of our knowledge, the association between PPI prescription and serum
UT concentrations has not previously been investigated in patients with non-dialysis-de-
pendent (NDD) CKD. Our starting hypothesis was that serum UT concentrations are
higher in patients using PPIs than in those who do not, and that this association is inde-
pendent of other determinants of UT level including estimated glomerular filtration rate
(eGFR). The main objective of the present cross-sectional study was to evaluate a putative,
independent association between PPI prescription and baseline serum concentrations of
various UTs in a sub-cohort of patients with NDD CKD, after adjustment for the eGFR
and other confounding factors.

2. Results
2.1. Baseline patients’ characteristics

A total of 680 patients were analyzed in this study, with overall patients’ character-
istics described in Table 1. The median [interquartile range (IQR)] age of the participants
was 68 [61-77] years, 31% were women, and the median body mass index (BMI) was 28
[25.2-31.4] kg/m2. A large proportion of the participants had diabetes (40%). Almost all
the participants had hypertension (96.6%). 49% of the participants were former smokers,
and 21% presented a history of AKI. 31% of patients had a PPI prescription at inclusion.
The median eGFR was 32 [23-41] ml/min/1.73 m2. PPI users differed significantly from
non-users with regard to baseline characteristics. Patients with a PPI prescription were
significantly older, more likely to be female, had higher serum high-sensitivity C-reactive
protein (CRP) levels, a greater prevalence of comorbidities, a greater median total number
of medications, and lower serum levels of eGFR, albumin, and hemoglobin (P < 0.05).

The distribution of log normalized UT serum levels by CKD stage is shown in Figure
S1 in the supplementary material. Patients with more advanced CKD had significantly
higher UT concentrations, except for the free 3-carboxy-4-ethyl-5-propyl-2-furanpropa-
noic acid (CMPF) fraction.

Table 1. Baseline characteristics of the study population.

Characteristics Total (N=680)2 PPI use (n=211)2 No PPI use P-value® Imputed
(n=469) 2 data

Age at baseline (years) 68 [61-77] 71 [65-78] 67 [59-75] <0.001 0%
Women 31% 37% 28% 0.02 0%
eGFR at baseline (ml/min/1.73 32 [23-41] 30 [22-39] 32 [24-42] 0.02 0%
m?)
Albuminuria categories 0.38 8%

Al  (Normal to mildly 30% 27% 31%
increased)

A2 (Moderately increased) 30% 33.5% 28%

A3 (Severely increased) 40% 39.5% 41%
History of acute kidney injury 21% 28% 17.5% 0.002 7.5%
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Smoking status

Never-smoker 38% 39.5% 37.5% 0.69 0.7%

Current smoker 13% 13.5% 12%

Former smoker 49% 47% 50.5%
Hypertension 96.6% 98% 96% 0.16 0.3%
Diabetes 40% 44% 38.5% 0.16 0.3%
Dyslipidemia 73% 79.4% 69.6% 0.008 0.4%
History of cardiovascular 52% 63.5% 47.3% <0.001 0.6%
disease
Serum albumin (g/1) 40.5[37.8-43] 40 [37.5-42] 41 [38-43] 0.03 14%
Hemoglobin (g/dl) 13.1(1.64) 12.8 (1.7) 13.2 (1.5) 0.002 0.6%
High-sensitivity C-reactive 2 [1-6] 4 [2-8] 2 [1-5] <0.001 0%
protein (mg/l)
Body mass index (kg/m?) 28 [25.2-31.4] 28.5[25.1-32.4] 27.8 [25.2-31] 0.38 1.1%
Total number of medications 8 [5-10] 10 [8-12] 7 [4-9] <0.001 0.29%

2 Median [interquartile range] or mean (standard deviation); %
> Wilcoxon rank sum test or t test ; Pearson's Chi-squared test.

omeprazole respectively (Table 2).

Table 2. Description of types of PPI prescription.

The most three prescribed PPIs in our study are esomeprazole, lansoprazole, and

Types of PPI PPI prescription (N=211)2
Omeprazole 41 (19.5%)
Esomeprazole 100 (47.5%)
Pantoprazole 11 (5%)
Lansoprazole 48 (23%)
Rabeprazole 11 (5%)
an (%)

2.2. Crude analysis: associations between uremic toxins and proton-pump inhibitors

Table 3 summarizes the distribution of each UT concentration in the study popula-

tion and the comparisons of their respective levels according to PPI prescription. Both free
and total fractions of UTs are given for protein-bound UTs.

The median serum levels of free and total IS, free kynurenine, free and total PCS, free

and total p-cresyl glucuronide (PCG), phenylacetylglutamine (PAG), and free hippuric

acid (HA) were significantly higher for PPI users than for the other patients.
We did not observe significant intergroup differences for free and total indole-3-ace-

tic acid (IAA), total kynurenine, total kynurenic acid (KA), total HA, free and total CMPF,
trimethylamine N-oxide (TMAOQO), or urea. Hence, possible associations between these
variables and PPIs were not assessed further by adjustment for confounding factors in
multiple regression analysis.
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Table 3.Median serum uremic toxin concentrations according to PPI use at baseline.

Uremic toxin Total (N=680)2 PPI use (n=211)> No PPI use(n=469)> P- Impute
value* d data

Indoxyl sulfate (mg/1) 0%
Free 0.06 [0.03-0.1] 0.08 [0.04-0.14] 0.05[0.03-0.1] <0.001
Total 4.7 [2.7-8.0] 5.7 [3.3-10.60] 4.3 [2.4-7.20] <0.001
Indole-3-acetic acid (mg/1) 0%
Free 0.034[0.023-0.053]  0.035[0.024-0.056]  0.034 [0.023-0.05] 0.31
Total 0.59 [0.38-0.88] 0.57 [0.37-0.80] 0.6 [0.4-0.90] 0.60
Kynurenine (mg/1) 0%
Free 0.15[0.10-0.20] 0.2 [0.1-0.22] 0.15[0.1-0.2] 0.04
Total 1.40[1.07-1.86] 1.44 [1.04-1.90] 1.38 [1.08-1.80] 0.97
Kynurenic acid (mg/1) 0%
Free <LOD NA NA
Total 0.029 [0.018-0.043]  0.03 [0.02-0.04] 0.03 [0.02-0.04] 0.54
P-cresyl sulfate (mg/1) 0%
Free 0.22 [0.11-0.47] 0.31 [0.15-0.57] 0.20 [0.09-0.41] <0.001
Total 16 [8-27] 18 [11-30] 15 [8-25] 0.003
P-cresyl glucuronide 0%
(mg/1) 0.06 [0.02-0.13] 0.09 [0.04-0.17] 0.05 [0.02-0.11] <0.001
Free 0.08 [0.03-0.19] 0.13 [0.05-0.24] 0.06 [0.03-0.16] <0.001
Total
Hippuric acid (mg/1) 0%
Free 0.91 [0.44-1.91] 1.05 [0.50-2.07] 0.86 [0.42-1.78] 0.025
Total 3.7 [1.9-7.8] 4.2[2.1-8.2] 3.5[1.8-7.3] 0.17
3-carboxy-4-methyl-5- 0%
propyl-2-furanpropanoic
acid (mg/1)
Free 0.011 [0.006-0.017]  0.010[0.005-0.016]  0.011 [0.006-0.017] 0.11
Total 2.9[1.4-5.5] 2.6 [1.2-5.2] 3.0 [1.6-5.7] 0.06
Phenylacetylglutamine 2.55[1.31-4.25] 3.21 [1.87-5.44] 2.22[1.17-3.74] <0.001 0%
(mg/l)
Trimethylamine N-oxide 1.48[0.87-2.56] 1.49 [0.86-2.54] 1.48 [0.87-2.56] 0.9 0%
(mg/l)
Urea (mmol/l) 12.6 [9.5-17.5] 12.8 [9.8-17.3] 12.4 [9.5-17.5] 0.57 6.1%

2 Median [interquartile range]. ® Wilcoxon rank sum test. Statistically significant P-values are given
in bold type. LOD : limit of detection (0.01 mg/L). NA : not applicable.

2.3. Adjusted analyses: associations between uremic toxins and proton-pump inhibitors

The multiple linear regression analysis (showed in Table 4) confirmed the association
between PPIs and elevated serum concentrations of free and total IS, free and total PCG,
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149 and PAG, even after adjustment for age, sex, the total number of co-prescribed medica-
150 tions, a history of AKI, serum CRP and albumin levels, diabetes, BMI, smoking status,
151 urine albumin-to-creatinine ratio or protein-to-creatinine ratio (ACR), and eGFR.
152 However, after adjustment for the same confounding factors, free kynurenine, free
153 and total PCS, and free HA were no longer significantly associated with PPI use (Table 4).
154 Table 4. Crude and adjusted coefficients of log uremic toxin concentrations associated with proton-
155 pump inhibitors.

Log uremic toxin Crude analysis Adjusted analysis

Beta [95% CI] P-value  Beta [95% CI] P-value?

Free indoxyl sulfate 0.40 [0.24, 0.57] <0.001 0.19 [0.02, 0.35] 0.02

Total indoxyl sulfate 0.37 [0.22, 0.51] <0.001 0.2410.1, 0.3] 0.001

Free kynurenine 0.10[0.02, 0.18] 0.02 0.01[-0.1, 0.07] 0.7

Free p-cresyl sulfate 0.38 [0.19, 0.58] <0.001 0.05[-0.1,0.2] 0.6

Total p-cresyl sulfate 0.23 [0.06, 0.39] 0.003 0.002 [-0.17, 0.17] 0.9

Free p-cresyl glucuronide 0.51[0.33, 0.70] <0.001 0.24 [0.05, 0.4] 0.01

Total p-cresyl glucuronide 0.52[0.33,0.72] <0.001 0.23[0.02, 0.4] 0.02

Free hippuric acid 0.20 [0.03, 0.37] 0.02 0.13[-0.04, 0.3] 0.1

Phenylacetylglutamine 0.36 [0.22, 0.50] <0.001 0.14[0.09, 0.2] 0.03
156 a Each model was adjusted for: age, sex, total number of co-prescribed medications, history of AKI,
157 serum CRP, serum albumin, diabetes, BMI, smoking status, ACR categories, and eGFR (in mL/min
158 per 1.73 m?). Statistically significant P-values are given in bold type.
159 3. Discussion
160 In this cross-sectional study, we sought to evaluate the association between PPI use
161 (well-known OAT1/OAT3 inhibitors) and baseline concentrations of serum UTs in a ran-
162 dom selected subgroup of the nationwide CKD-REIN cohort of patients with moderate-
163 to-advanced CKD under nephrology care. Our study is the first to show that (i) serum
164 levels of PAG, free and total IS, and free and total PCG are significantly higher in patients
165 taking PPI than in those who do not, and (ii) this association remains statistically signifi-
166 cant after adjustment for eGFR, age, sex, history of AKI, serum CRP and albumin levels,
167 diabetes, BMI, smoking status, ACR and the total number of co-prescribed medications.
168 It is well known that UTs are associated with CKD progression and several CKD-
169 related complications (e.g. neurological complications and bone diseases) and a rise in
170 mortality rates. Furthermore, a growing body of evidence shows that UTs (mainly IS) have
171 a major role in the development of atheromatous and/or non-atheromatous CV diseases —
172 the leading cause of death in patients with CKD [2].
173 A better understanding of the factors responsible for modulating serum UT concen-
174 trations (independently of the effect of renal dysfunction) is essential for limiting the
175 harmful effects of UTs, improving life expectancy among patients with CKD, and facili-
176 tating the development of novel therapeutic strategies.
177 PPIs are among the world’s most frequently prescribed drugs — especially in patients
178 with CKD, where the prevalence varies from 30% to 45% [14, 15]. The use of PPIs by pa-
179 tients with CKD is commonly associated with polypharmacy and/or with concomitant
180 antithrombotic drugs [14]. However, PPIs may be overprescribed and are often inappro-
181 priately used [16]. Although PPIs are considered to be effective and medically important
182 for many patients, long-term prescription of these drugs needs to be re-evaluated with a
183 view to avoiding both non-serious and serious long-term adverse drug reactions [17]. Sev-
184 eral studies have described the direct toxicity of PPIs. Long-term PPI intake is associated
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185 with osteoporosis, hypomagnesemia, AKI, CKD progression, drug interactions, and mor-
186 tality [18,19]. Our group has recently found that new PPI intake was associated with an
187 increased risk of AKI and progression to kidney failure [14]. Xie et al. also showed that
188 PPl intake is significantly associated with elevated mortality [20].

189 Notably, affinity to OAT varies between UTs [10] and according to the type and/or
190 dose of PPI [21-26] (Supplementary Tables S2 and S3). The most three prescribed PPIs in
191 our study seem to have high affinity for OAT3 and two of them strongly high affinity for
192 OAT]1, concluding for their high potential effect in modulating serum concentrations of
193 UTs that are also eliminated by the transport system OAT1/3. In the present analysis, we
194 reported that PPIs are associated with serum UT concentrations, the potential interaction
195 between PPIs and UTs had been poorly investigated in the literature. A recent study of
196 kidney transplant recipients showed that the use of at least one OAT1/OAT3 inhibitor
197 (such as a PPI) was associated with the accumulation of certain UTs that are substrates for
198 these transporters [12]. Likewise, the results of a few animal studies show that some
199 OAT1/OAT3-inhibiting drugs decrease the excretion of UTs (notably IS) [13, 27].

200 Among the UTs known to be transported by OAT1/OAT3 and assessed in our
201 study, only serum levels of IS were significantly elevated in patients using PPIs — even
202 after considering confounding factors such as the eGFR. No previous preclinical or clinical
203 studies have shown this specific association. However, the few in vivo studies to have
204 evaluated drug-UT interactions for OATs concluded that IS clearance is decreased by the
205 administration of certain drugs transported by OAT1 or OAT3. The drugs that interact
206 with OAT1 and OAT3 include -lactam antibiotics, diuretics, uricosuric agents, and non-
207 steroidal anti-inflammatory drugs [28]. A recent study of rats by Luo et al. demonstrated
208 that the administration of ciprofloxacin was associated with less renal IS excretion [13]. In
209 Granados et al.’s study of a cohort of probenecid-treated 20 subjects, high levels of tryp-
210 tophan-derived metabolites (including IS, IAA and kynurenine) were observed [29]. Pro-
211 benecid is an uricosuric drug used in the treatment of gout and also used in preclinical
212 trials as a positive control for OAT1/OAT3 inhibition [28]. Another animal study by Yu et
213 al. concluded that the nonsteroidal anti-inflammatory drugs diclofenac and ketoprofen
214 inhibited the clearance of IS by inhibiting OAT1/OAT3-mediated uptake of IS [27]. How-
215 ever, in contrast to PPIs, the latter drugs are rarely prescribed to patients with CKD [30].
216 As above mentioned, PPIs are also considered to be OAT inhibitors; hence, in mechanistic
217 terms, one can reasonably hypothesize that PPIs and IS interact through OAT and thus
218 that PPI use increases serum IS levels.

219 However, we found no significant association between other UTs transported by
220 OAT1/OATS3 included in our study (IAA, kynurenine, KA, PCS, HA, and CMPF) and PPI
221 prescription. These results might be influenced by the dose of each PPI, a factor that was
222 not included in our analysis, that could interact differently with each UT serum concen-
223 tration. PPIs have a dose dependent effect and a concentration dependent manner to block
224 OATs [21]. Independently, each PPI and UT has different affinity to OATs and different
225 binding regions. The specific UT affinity to OAT might be also modulated by other OAT
226 inhibitor drugs, such as diuretics that may have different capacity to interact with OATs
227 [12].

228 A study has shown that probenecid significantly reduces the uptake of PCS by renal
229 cells [31]. PCS accumulation was also confirmed in a recent clinical study by André et al.
230 [12], who concluded that the prescription of at least one OAT1/OATS3 inhibitor was inde-
231 pendently associated with the serum accumulation of PCS after adjusting for eGFR, age,
232 the plasma albumin level, and time since transplantation. Our study revealed a significant
233 crude association between PPI prescription and elevated serum free PCS concentrations,
234 but this association was no longer significant after adjustment. PCS retention caused by
235 OAT-excreted medications other than PPIs might explain the disparity between André et
236 al’s [12] findings and our negative result.

237 Furthermore, we found that PPI prescription was significantly associated with ele-
238 vated serum concentrations of PAG, and both free and total PCG, after adjustment for
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239 confounding factors. For instance, it has not been shown that PCG and PAG are trans-
240 ported by OAT. Nevertheless, several studies have demonstrated that PPIs can modulate
241 the composition and metabolism of the gut microbiota [32]. These changes might modu-
242 late concentrations of UTs formed in the digestive tract, such as PCG, PAG, and IS [2, 33].
243 However, the enzymes involved in the gut microbiota metabolism have not yet been in-
244 vestigated, and preclinical studies are warranted to explain and validate this possible
245 mechanism. Regarding other gut-derived UTs that are not OAT substrates, no association
246 was found with PPI, assuming that other confounding factors could influence serum UT
247 levels such as the dietary index. Plasma levels of dietary and gut-derived UTs might have
248 been modulated by the content of dietary intake (protein and fiber) [34].

249 The present study had some strengths. Although we did not assess all the partici-
250 pants in the CKD-REIN cohort (given the cost and time-consuming nature of the UT as-
251 says), this representative number was still large enough to enable the inclusion of a suffi-
252 cient number of confounders in the multiple analysis and to have enough statistical
253 power. More importantly, all UTs were quantified in the same laboratory, resulting in
254 centralized UT assays that were measured using the validated robust ultra-high-perfor-
255 mance liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) technique.

256 While analyzing our data, it is important to keep in mind a few limitations. Firstly,
257 our cross-sectional design had some drawbacks. Given the observational type of our
258 study, we cannot conclude for any causal relationship between the observed associations.
259 Consequently, longitudinal studies are needed to confirm our results, and preclinical
260 studies must be conducted to explain the pathogenic mechanisms. Secondly, our results
261 might have been influenced by residual confounding, given that unknown risk factors
262 might not have been included in our analyses. Nevertheless, when evaluating the inde-
263 pendent association of PPI with serum UT levels, we adjusted for many major parameters
264 known to influence UTs, PPIs, and gut microbiota including renal function. Lastly, our
265 definition of PPI exposure was based on prescriptions, without considering the effects of
266 PPI dose [21] or duration of therapy prior to the baseline interview.

267 In conclusion, this study is the first to indicate that the PPIs commonly prescribed to
268 CKD patients are linked to elevated serum UT concentrations (namely IS, PCG, and PAG,
269 in the present work). And given the association between UTs and CKD-related morbidity
270 and mortality, our findings are interesting to better understand the potential factors that
271 may modulate serum UT concentration in CKD patients, however, they will need to be
272 confirmed by longitudinal studies.

273 4. Materials and Methods

274 4.1. Study design and participants

275 The Chronic Kidney Disease-Renal Epidemiology and Information Network (CKD-
276 REIN) is a large prospective cohort in 40 representative nephrology outpatient clinics in
277 France. In brief, the eligibility criteria were age 18 or over, a confirmed diagnosis of mod-
278 erate or advanced CKD (eGFR <60 ml/min/1.73 m2), and no prior maintenance dialysis or
279 kidney transplantation. Between July 2013 and April 2016, 3033 adult patients gave their
280 informed consent to participate in the cohort and were included for five years of annual
281 follow-up. Details of the study protocol have been published elsewhere [35].

282 The present study is based on a sub-cohort of 30% of the CKD-REIN participants
283 selected at random, giving a total of 680 participants whose characteristics are comparable
284 to those of the overall cohort (except for a slight difference for sex) (Supplementary Table
285 S1).

286 Data were collected by trained clinical research associates from medical records or
287 patient interviews at baseline and then annually.

288 4.2. Medication exposure
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289 Information on medication use (including PPIs) was obtained from drug prescrip-
290 tions during the baseline interview. The PPIs included omeprazole, esomeprazole, panto-
291 prazole, lansoprazole, and rabeprazole. Dates of PPIs prescription are concomitant with
292 the dates of UTs’ serum sampling; all patients considered as PPI users have a PPI pre-
293 scription at the date of serum sampling.

294 4.3. Outcome: quantification of UTs

295 The study primary outcome was the serum levels of UT at baseline. Indeed, upon
296 enrollment of the patients, serum samples were collected, immediately stored at 4°C and
297 aliquoted within 6 hours without additional processing. All CKD-REIN samples were
298 stored frozen (-80°C) at the Biobanque de Picardie (BRIF number: BB-0033-00017) and
299 shipped frozen to Paris for analysis. Both teams were blind for outcome and patients’
300 characteristics. UTs fractions were assayed in serum using a previously validated LC-
301 MS/MS technique, as described previously [36]. In the CKD-REIN cohort, serum levels of
302 the following 10 UTs were assessed: IS, IAA, kynurenine, KA, PCS, PCG, HA, CMPF,
303 TMAOQO, and PAG. Among these UTs, TMAO and PAG are small, water-soluble molecules,
304 while the others are protein-bound molecules. Therefore, serum concentrations were re-
305 ported as free and total only for the protein-bound UTs.

306 To determine total UT (free and protein-bound) concentrations, 50 puL of serum sam-
307 ples were first precipitated with 340 uL of methanol in the presence of 25 uL of isoto-
308 labeled internal standards. After centrifugation for 10 min at 9000 g, the supernatant was
309 evaporated under nitrogen stream and then reconstituted in 80 pL of water.

310 Free UT concentrations were determined by ultrafiltration; 150 pL of serum were in-
311 troduced into an ultracentrifugal filter of 30 kDa porosity, and then centrifuged at 13300
312 g for 20 min. Given that UTs are mainly bound to albumin (65 kDa, which does not pass
313 through the filter), the residual filtrate contained only the free UT fraction. Free KA was
314 below the limit of detection (<0.01 mg/L) in most of the patients and so was not included
315 in our analysis.

316 4.4. Covariates

317 We collected the patients’ characteristics (age, sex, and smoking status) and detailed
318 medical history, including any history of diabetes, hypertension, dyslipidemia, CV dis-
319 ease, and AKI. Patients were classified with a history of CV disease if they had a history
320 of coronary heart disease, stroke, peripheral vascular disease, heart failure, dysrhythmia,
321 or valvular disease. They were classified as having diabetes if the condition was men-
322 tioned in their medical records, if they had an HbAlc level 7%, or if they used glucose-
323 lowering medication. Likewise, patients were classified as having hypertension if this was
324 mentioned in their medical records, if they had a measured systolic blood pressure 2140
325 mm Hg or a diastolic blood pressure 290 mm Hg or if they use antihypertensive medica-
326 tion, and if they were classified as having dyslipidemia if it was stated in their medical
327 records or if they used lipid-lowering medication. Nephrologists or outpatient nurses
328 measured the patients” blood pressure, weight, and height and calculated the BMI. All
329 patients were prescribed standard blood and urine tests (as recommended by the French
330 health authorities for routine CKD care), which were performed at their usual laboratory
331 at study entry, or at a centralized laboratory for the measurement of CRP and creatinine.
332 We recorded data on the serum hemoglobin, CRP, urea, creatinine and albumin levels,
333 and the ACR. The eGFR was calculated from serum creatinine using the Chronic Kidney
334 Disease - Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) equation [37], and the ACR was classi-
335 fied according to the Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) guidelines
336 [38].

337 4.5. Statistical analysis
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338 Continuous variables were quoted as the median [IQR] or the mean (standard devi-
339 ation) as appropriate, and categorical variables are were quoted as the percentage. The
340 Wilcoxon rank sum test or Student’s t-test was used (as appropriate) to compare continu-
341 ous variables in two groups, the Chi-squared test was used to compare two categorical
342 variables. Given that the UT concentration values were not normally distributed; they
343 were log-transformed prior to tests that assume a Gaussian distribution. The Kruskal-
344 Wallis test was used to compare the levels of each UT in the various CKD stages, followed
345 by a post-hoc analysis using Dunn’s test (supplementary Figure S1).

346 For each studied UT, a linear regression was performed to assess the crude associa-
347 tion between PPI prescription and UT levels. Each UT-PPI associations found to be statis-
348 tically significant in the crude analysis was further assessed in a multiple analysis ap-
349 proach. A multiple linear regression was performed for each UT with the log UT concen-
350 tration as the dependent variable. Clinically relevant variables preselected following a re-
351 view of the literature and those with p <0.2 in the univariate analysis were included in the
352 multiple analysis model: age at inclusion, sex, serum CRP level, history of AKI, smoking
353 status, albuminemia, diabetes, BMI, total number of co-prescribed medications, ACR, and
354 eGFR at inclusion. The assumptions required by the linear regression analysis were
355 checked and met in all cases.

356 Patients whose urea concentration values were considered to be outliers (serum urea
357 <2.5 mM or >100 mM) were considered as missing data.

358 Assuming that data were missing at random, we performed multiple imputation
359 with chained equations (MICE) [39], implemented in the MICE package in R software
360 (version 4.1.2, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) [40]. Given the
361 proportion of missing data, 32 complete datasets were imputed. The imputation model
362 included all the variables present in the models (UTs, PPI, and each model’s covariates).
363 Linear regression models were generated for each dataset, and pooled regression coeffi-
364 cients were obtained according to Rubin's rules. The threshold for statistical significance
365 was P <0.05. All statistical analyses were performed with R software.

366 Supplementary Materials: STROBE statement; Table S1: Characteristics comparison between in-
367 cluded and non-included patients in the sub-cohort; Figure S1: Distribution of log normalized ure-
368 mic toxins according to the stages of chronic kidney disease; Figure S2: Distribution of log normal-
369 ized uremic toxins according to proton-pump inhibitor use; List of biological resources centers.
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Table S1. Characteristics comparison between included and non-included patients in the sub-

cohort
Characteristics Overall (N = | Included inthe | Not included P-value ®
3033)* sub-cohort in the sub-
(n=680) ? cohort
(n=2353) 2
Age at baseline (years) 69 [60-76] 68 [61-77] 69 [60-76] 0.77
Men 65.4% 69% 64.3% 0.02
eGFR at baseline 32 [23-41] 32 [23-41] 32 [23-41] 0.89
(ml/min/1.73 m?)
Albuminuria categories 0.39
Al (Normal to mildly 27.8% 30% 27.2%
increased)
A2 (Moderately 31.2% 30% 31.6%
increased)
A3 (Severely increased) 40.9% 40% 41.1%
NA 275 58 217
History of acute kidney 23.6% 21% 24.4% 0.08
injury
NA 244 51 193
Smoking status 0.17
Never-smoker 41.3% 38% 42%
Current smoker 11.9% 13% 12%
Former smoker 46.8% 49% 46%
NA 23 5 18
Hypertension 96.3% 96.6% 96.2% 0.64
NA 7 2 5
Diabetes 43.2% 40% 44% 0.08
NA 7 2 5
Dyslipidemia 73.6% 73% 73.9% 0.46
NA 14 3 11
History of 53.3% 52% 53.6% 0.52
cardiovascular disease
NA 42 4 38
Serum albumin (g/l) 40.3[38.0- | 40.5[37.8-43] 40.2 [38.0- 0.91
43.0] 43.0]
NA 489 94 395
Hemoglobin (g/dl) 13 (1.65) 13.1 (1.64) 12.9 (1.65) 0.07
NA 23 4 19
High-sensitivity C- 2 [1-6] 2 [1-6] 3(1,6) 0.92
reactive protein (mg/l)
NA 356 0 356
Body mass index 27.8[24.6- | 28[25.2-31.4] 27.8 [24.5- 0.56
(kg/m?) 31.8] 31.9]
NA 65 8 57
Proton pump inhibitor 32.8% 31% 33.3% 0.25
NA 7 0 7
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Total number of 8 [5-10] 8 [5-10] 8 (5, 10) 0.36
medications
NA 9 2 7
@ Median [interquartile range] or mean (standard deviation); %
b Wilcoxon rank sum test; Pearson's Chi-squared test
Table S2. Different types of PPI and their affinity to OAT1/3
Types of PPI Plasma Affinity to Affinity to
Protein OAT1 OAT3
Binding
[22]
Omeprazole 95-96% Strongly high High affinity
affinity [21, 23] | [21-24]
Esomeprazole 97% Limited data High affinity
[23] [22-24]
Pantoprazole 92% Moderate High affinity
affinity [21] [21,22,24]
Lansoprazole 97% Strongly high High affinity
affinity [21] [21-26]
Rabeprazole 97% Limited data High affinity
[23] [22,23]

1 (%)

Table S3. Affinity of uremic toxins to OAT1/3

Uremic toxin

Affinity to OAT1/3 [10]

Gut-derived [2]

Indoxyl sulfate

High affinity for both

yes

Indole-3-acetic acid Moderate affinity for both yes
Kynurenine High affinity for both yes
Kynurenic acid Moderate affinity for both yes
p-cresyl sulfate High affinity for both yes
p-cresyl glucuronide No affinity yes
Hippuric acid High affinity for both yes
Phenylacetylglutamine No affinity yes
CMPF More studies are needed to | no
confirm, affinity rather for
OAT3)
TMAO Not confirmed yet yes
Urée No affinity no
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Figure S1. Distribution of log normalized uremic toxins according to the stages of chronic
kidney disease.
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P-values : ns : non significant ; " : <0.05 ; ™: <0.01 ; ™ :<0.001 ; "™ : <0.0001.

Abbreviations : IS, indoxyl sulfate ; IAA, indole-3-acetic acid ; KA, kynurenic acid ; PCS, p-cresyl
sulfate ; PCG, p-cresyl glucuronide ; PAG, phenylacetylglutamine ; HA, hippuric acid ; CMPF, 3-
carboxy-4-ethyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid ; TMAO, trimethylamine N-oxide.
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Figure S2. Distribution of log normalized uremic toxins according to proton-pupm inhibitor
use.

Wilcoxon, p = 1.6e-06
O -
H
24
44
61
No PPl use PPl use
PPl use
4 Wilcoxon, p = 1.7e-06
-
2 -
O .
-
' -
.
[]
* -
24
-
-
A
No PPl use PPl use

PPl use

263



Free |AA

Wilcoxon, p = 0.31
O .
-
[]
- .
' :
[ ]
2
A4
-
No PPl use PPl use
PPl use
Wilcoxon, p= 0.6
2 1 L]
L]
{ ]
1 4
&
B 04
2
14
21
No PPl use PPl use
PPl use

264



Wilcoxon, p = 0.045
O | -
-
1A
[1}]
£
[
[iH]
5
[
)
4
[i}]
b
IC
71
3
No PPl use PPl use
PPl use
Wilcoxon, p = 0.97
2 .
-
-
[iH] 1 i
[
=
L
3
[
=
b
™
°
'_
O |
1 ] -
No PPl use PPl use
PPl use

265



Wilcoxon, p = 0.54
2
<C
X 31
o
(]
=
4
No PPl use PPl use
PPl use
251
Wilcoxon, p = 1.5e-05
0.0
w
[@]
o
[i}]
bl
L 25+
5.0 :
No PPl use PPl use
PPl use

266



Total PCS

Wilcoxon, p = 0.0029
4 -
2 -
0 T E -
]
-2 .
No PPl use PPl use
PPl use
21 i
Wilcoxon, p = 4 4e-08
0 -
(O]
(@]
o
@
ol
L
2
4
No PPl use PPl use
PPl use

267



Total PCG

PAG

21 Wilcoxon, p = 1.2e-07
0 4
2
4
No PII:’I use PPIIuse
PPl use
4 Wilcoxon, p = 1.2e-07
2 -
O .
-
-
—2 T -
-
No PPl use PPl use
PPl use

268



Wilcoxon, p = 0.025
2 -
=
I
o 04
o
L
2
No PPl use PPl use
PPl use
41 Wilcoxon, p =0.17
2 -
=L
T
Jui
°
'_
O 4
)
2
No PPl use PPl use
PPl use

269



Free CMPF

Total CMPF

2 Wilcoxan, p=0.11
31
A4
54
61
7 °
No PFI’I use PPIIuse
PPl use

4 Wilcoxon, p = 0.05

2 4

0 4
2 : .

No PPl use PPl use
PPl use

270



4 Wilcoxon, p = 0.85
!
[
2 4
o
3
=
2
4
Mo PPl use PPl use
PPluse
41 Wilcoxon, p = 0.57
3 4
[u]
fd
=]
2 4
Mo PPl use PPl use
PPluse

Abbreviations : PPI : proton pump inhibitor ; 1S, indoxyl sulfate ; IAA, indole-3-acetic acid ; KA,
kynurenic acid ; PCS, p-cresyl sulfate ; PCG, p-cresyl glucuronide ; PAG, phenylacetylglutamine ;
HA, hippuric acid ; CMPF, 3-carboxy-4-ethyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid ; TMAO,
trimethylamine N-oxide.
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List of biological resources centers

The authors would like to thank the teams of all the biological resources centers that participated
in the CKD-REIN project:

Biobanque de Picardie, CRB du Centre Hospitalier Universitaire Amiens Picardie, 1 Rond-
Point du Pr Christian Cabrol, 80054 Amiens Cedex 1 (BRIF number: BB-0033-00017)
NeuroBioTec, CRB des Hospices Civils de Lyon Groupement Hospitalier Est, Hopital
Neurologique, 59 Boulevard Pinel, 69677 Bron Cedex (BRIF number: BB-0033-00046)
Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Universitaire deNantes Hétel Dieu,
Institut de biologie, 9, quai Moncousu, 44093 Nantes Cedex 1 (BRIF number: BB-0033-
00040)

Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes,
Boulevard de la Chantourne, CS 10217, 38700 La Tronche (BRIF number: BB-0033-
00069)

Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Régional Universitaire de Nancy,
Hopitaux de Brabois, Batiment Recherche Rue du Morvan, 54500 Vandoeuvre-les-Nancy
(BRIF number: BB-0033-00035)

Servicer de Néphrologie, Centre Hospitalier de Perpignan, 20 Avenue du Languedoc, 66046
Perpignan Cedex 9

Plateforme de Ressources Biologiques, Hopital Henri Mondor, 51 avenue du Maréchal de
Lattre de Tassigny, 94000 Créteil (BRIF number: BB-0033-00021)

CIC-1435, Centre d’Investigation Clinique Plurithématique, Centre Hospitalier
Universitaire de Limoges, 2 Avenue Martin Luther King, 87042 Limoges Cedex
Plateforme de Ressources Biologiques de 1’Hopital européen Georges-Pompidou, 20-40 rue
Leblanc, 75015 Paris (BRIF number: BB-0033-00063)

Etablissement Francais du sang Hauts de France — Normandie, Site de Bois-Guillaume 609,
chemin de la Breteque, 76235 Bois-Guillaume

Etablissement Francais du sang Nouvelle Aquitaine, site Pellegrin, Place Amélie Raba
Léon, CS 21010, 33075 Bordeaux Cedex

Etablissement Francais du sang Hauts de France — Normandie, Site de Loos-Eurasanté,
Avenue Pierre Mauroy, Parc Eurasante Epi-de Soil, 59120 Loos

Etablissement Francais du sang lle de France, Site Avicenne, Hopital Avicenne porte 8, 125
route de Stalingrad, 93009 Bobigny

Etablissement Francais du sang Occitanie, Site de Toulouse, 75 rue de Lisieux, 31300
Toulouse

Etablissement Francais du sang Grand-Est, Site de Colmar, 6 rue du Hohnack, 68025
Colmar Cedex

Etablissement Francais du sang Grand-Est, Site de Metz, 6 rue des Dames de Metz, 57000
Metz

Etablissement Francais du sang PACA-Corse, Site de Marseille, 149, boulevard Baille,
13392 Marseille Cedex 05
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Annexe 4 : Financements, coordination et investigateurs de la cohorte CKD-REIN

Financement de la cohorte CKD-REIN

La cohorte CKD-REIN est financée par I'Agence Nationale de la Recherche via le
programme Cohortes-Investissements d’Avenir et par le Programme Hospitalier de
Recherche Clinique. La cohorte CKD-REIN est également financée par un partenariat
public-privé avec Amgen, Fresenius Medical Care, et GlaxoSmithKline depuis 2012; Lilly
France depuis 2013; Otsuka Pharmaceutical depuis 2015; Baxter et Merck Sharp &
Dohme-Chibret (MSD France) de 2012 a 2017; Sanofi-Genzyme de 2012 a 2015; et Vifor
Fresenius et AstraZeneca depuis 2018. Inserm Transfert a mis en place et gere ce
partenariat depuis 2011.

Composition des comités de pilotage et de coordination

Les membres de ces comités sont : Carole Ayav, Serge Briancon, Dorothée Cannet,
Christian Combe, Denis Fouque, Luc Frimat, Yves-Edouard Herpe, Christian Jacquelinet,
Maurice Laville, Ziad A. Massy, Christophe Pascal, Bruce M. Robinson, Bénédicte
Stengel, Céline Lange, Karine Legrand, Sophie Liabeuf, Marie Metzger, Elodie Speyer et
Natalia Alencar De Pinho.

Investigateurs et collaborateurs

Les investigateurs et collaborateurs de CKD-REIN sont : Thierry Hannedouche, Bruno
Moulin, Sébastien Mailliez, Gaétan Lebrun, Eric Magnant, Gabriel Choukroun, Benjamin
Deroure, Adeline Lacraz, Guy Lambrey, Jean Philippe Bourdenx, Marie Essig, Thierry
Lobbedez, Raymond Azar, Hacene Sekhri, Mustafa Smati, Mohamed Jamali, Alexandre
Klein, Michel Delahousse, Christian Combe, Séverine Martin, Isabelle Landru, Eric
Thervet, Ziad A Massy, Philippe Lang, Xavier Belenfant, Pablo Urena, Carlos Vela, Luc
Frimat, Dominique Chauveau, Viktor Panescu, Christian Noel, Francois Glowacki,
Maxime Hoffmann, Maryvonne Hourmant, Dominique Besnier, Angelo Testa, Francois
Kuentz, Philippe Zaoui, Charles Chazot, Laurent

Liste des centres de ressources biologiques

e Biobanque de Picardie, CRB du Centre Hospitalier Universitaire Amiens Picardie, 1
Rond-Point du Pr Christian Cabrol, 80054 Amiens Cedex 1 (BRIF number: BB-0033-
00017)

e NeuroBioTec, CRB des Hospices Civils de Lyon Groupement Hospitalier Est, HOpital
Neurologique, 59 Boulevard Pinel, 69677 Bron Cedex (BRIF number: BB-0033-
00046)

e Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Universitaire de Nantes
Hotel Dieu, Institut de biologie, 9, quai Moncousu, 44093 Nantes Cedex 1 (BRIF
number: BB-0033-00040)
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Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble
Alpes, Boulevard de la Chantourne, CS 10217, 38700 La Tronche (BRIF number: BB-
0033-00069)

Centre de ressources biologiques du Centre Hospitalier Régional Universitaire de
Nancy, Hopitaux de Brabois, Batiment Recherche Rue du Morvan, 54500
Vandoeuvre-les-Nancy (BRIF number: BB-0033-00035)

Servicer de Néphrologie, Centre Hospitalier de Perpignan, 20 Avenue du
Languedoc, 66046 Perpignan Cedex 9

Plateforme de Ressources Biologiques, Hopital Henri Mondor, 51 avenue du
Maréchal de Lattre de Tassigny, 94000 Créteil (BRIF number: BB-0033-00021)
CIC-1435, Centre d'Investigation Clinique Plurithématique, Centre Hospitalier
Universitaire de Limoges, 2 Avenue Martin Luther King, 87042 Limoges Cedex
Plateforme de Ressources Biologiques de I'HOpital européen Georges-Pompidou,
20-40 rue Leblanc, 75015 Paris (BRIF number: BB-0033-00063)

Etablissement Francais du sang Hauts de France — Normandie, Site de Bois-
Guillaume 609, chemin de la Breteque, 76235 Bois-Guillaume

Etablissement Francais du sang Nouvelle Aquitaine, site Pellegrin, Place Amélie
Raba Léon, CS 21010, 33075 Bordeaux Cedex

Etablissement Francais du sang Hauts de France — Normandie, Site de Loos-
Eurasanté, Avenue Pierre Mauroy, Parc Eurasante Epi-de Soil, 59120 Loos
Etablissement Frangais du sang lle de France, Site Avicenne, Hopital Avicenne porte
8, 125 route de Stalingrad, 93009 Bobigny

Etablissement Francais du sang Occitanie, Site de Toulouse, 75 rue de Lisieux, 31300
Toulouse

Etablissement Frangais du sang Grand-Est, Site de Colmar, 6 rue du Hohnack, 68025
Colmar Cedex

Etablissement Francais du sang Grand-Est, Site de Metz, 6 rue des Dames de Metz,
57000 Metz

Etablissement Frangais du sang PACA-Corse, Site de Marseille, 149, boulevard Baille,
13392 Marseille Cedex 05
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Annexe 5 : Différence entre date de prélevement et date d'inclusion

Différence (en jours) entre la date de | Effectif
prélevement et la date d'inclusion

0 2307
1 13
2 3
3 3
4 1
5 3
6 1
7 11
8 7
9 2
10 2
11 2
12 1
14 8
15 2
16 1
17 1
21 10
22 1
25 3
29 1
30 4
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31

35

37

51

54

56

57

68

69

71

76

77

78

84

87

91
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Annexe 6 : Caractéristiques de la population étudiée selon les tertiles de la kynurénine

sérique totale

Caractéristique Total Tertiles de kynurénine totale | P-value? | Donnée
(mg/L) S
imputée
s
N = 2406' | <0,99 [0,99-14) | >=14
(n=799)" | (n=804)" | (n=803

)1
Age a linclusion | 68 [60-76] 68 [60-75] | 68  [59-| 69 [62- | 0,09 0%
(années) 76] 76]
Homme 66% 65% 66% 66% 0,9 0%
DFGe a Vlinclusion | 24,7 [18,4-|29[22-38] |24 [17-|22 [17-| <0,0001 | 0%
(ml/min/1,73m?) 33,1] 32] 28]
Rapport albumine | 104 [21-| 77 [18- | 113 [22- | 135 <0,0001 | 11,5%
ou 491] 382] 546] [28-
protéine/créatinine 566]
(mg/g)
Antécédents 23% 22% 23% 25% 0,6 7,2%
d'insuffisance
rénale aigué
Statut de fumeur 0,01 0,6%
Jamais fumeur 40,5% 41% 38% 42%
Fumeur actuel 12,5% 15% 12% 9.9%
Ancien fumeur 47% 44% 50% 48%
Hypertension 96% 96% 96% 97% 0,7 0,2%
artérielle
Pression artérielle | 140 [128-| 139 [129-| 139 [127-| 140 0,1 0,5%
systolique (mmHg) | 153] 154] 151] [130-

154]
Diabéte 41% 39% 43% 42% 0,2 0,2%
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Dyslipidémie 74% 73% 73% 74% 0,8 0,4%
Antécédents de | 52% 49% 53% 55% 0,06 0,5%
maladies
cardiovasculaires
Bicarbonate sérique | 25 [23-27] 25[23-27] |25 [23- |25 0,1 8,8%
(mmol/L) 27] [22,6-
27]
Albuminémie (g/L) | 40,4 [38-43] | 40,3 [37.9- | 40,6 [38-|40/4 0,6 14,5%
43] 43] (37,7-
43]
Hémoglobine (g/dL) | 13 [11,8- | 13,1[11,95 | 13 [11,8-| 12,9 0,1 0,9%
14,2] -14,3] 14,1] [11,8-
14,1]
CRP (mg/L) 24[11-51]1 |21 [09-]22 [1,1-]27 <0,0001 | 54%
415] 419] [112_
5,8]
Indice de masse | 27,9 [24,7-|27,1[24,2-]| 28,1 28,4 <0,0001 | 1,9%
corporelle (kg/m?) 31,7] 30,9] [24,7-32] | [25,3-
32,3]
Prescription d’IPP a | 32% 32% 32% 34% 0,6 0,2%
I'inclusion
Prescription de | 52% 48% 53% 56% 0,004 0,3%
diurétique a
I'inclusion
Prescription de | 94% 92% 94% 96% 0,006 0,3%
médicaments
antihypertenseurs a
I'inclusion
Prescription de | 63% 61% 63% 66% 0,2 0,3%

médicaments
hypolipémiants a
I'inclusion
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Prescription de | 34% 32% 37% 34% 0,1 0,3%
médicaments
antidiabétiques a
I'inclusion
Tryptophane libre | 0,91 [0,7-]0,85[0,66- | 0,94 0,96 <0,0001 | 0%
(mg/L) 1,17] 1,08] [0,72- [0,76-
1,23] 1,25]
Tryptophane total | 12,3 [10-] 10,7 [88-|12 [10,1-| 144 <0,0001 | 0%
(mg/L) 14,8] 12,9] 14,1] [11,9-
17,6]
Kynurénine totale 1,19 [091-]108 [0,7-|1,18[1,08- | 1,8[16 |- 0%
1,6] 0,9] 1,3] -2,2]
Kynurénine libre 0,13 [0,09-| 0,09 [0,07- | 0,13[0,1- | 0,16[0, | <0,0001 | 0%
0,18] 0,12] 0,19] 1-0,2]

T Médiane [Q1-Q3]; %

2 Test de Kruskal-Wallis; test de khi-deux

DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé; CRP: protéine C-réactive; IPP: inhibiteurs de pompe a protons.

Annexe 7: Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires associé a une double
augmentation des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L).

Kynurénine totale (mg/L)

HR non ajusté [IC95%] - p-value

1,5*[1,3-1,7] -- <0,001

HR ajusté’ [IC95%] - p-value

1,2*[1,05-1,4] - 0,01

HR ajusté? [IC95%] - p-value

1,2*[1,05-1,4] - 0,01

HR ajusté3 [1C95%] - p-value

1,2*[1,05-1,4] - 0,01

"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le diabéte, la
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : de diurétique, d'antihypertenseurs,
d'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

21+tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, et acide indole 3-acétique libres.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modéle de Cox * log(y)) (avec y=2).
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Annexe 8 : Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires athéromateux associé a une
double augmentation des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L).

Kynurénine totale (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,5* [1,2-1,8] - 0,0003
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,3* [1,04-1,64] - 0,02
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,3* [1,04-1,6] — 0,02
HR ajusté® [IC95%] - p-value 1,29* [1,03-1,6] - 0,02

"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, l'urée, I'indice de masse corporelle, le diabete, la
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, d’hypolipémiants
et d'antidiabétiques.

21 +tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, et acide indole 3-acétique libres.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modele de Cox * log(y)) (avec y=2).

Annexe 9 : Hazard Ratio des évenements cardiovasculaires non-athéromateux associé a
une double augmentation des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L).

Kynurénine totale (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,7* [1,4-1,9] -- <0,0001
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,21* [1,006 -1,46] — 0,04
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,21* [1,009 -1,46] —0,04
HR ajusté? [1C95%] - p-value 1,2* [1,01-1,46] - 0,03

"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, l'urée, I'indice de masse corporelle, le diabéte, la
protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou protéine/créatinine,
le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques et d'antidiabétiques.
21 +tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, et acide indole 3-acétique libres.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modéle de Cox * log(y)) (avec y=2).
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Annexe 10: Analyse de sensibilité évaluant UIPP comme facteur de confusion:
Hazard Ratio de la mortalité toute cause associé a une double augmentation des
concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,7 [1,5-1,9] -- <0,0001
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,22 [1,02-1,5] - 0,03
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,219 [1,02-1,49] - 0,02
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,12 [0,9-1,4] - 0,3
HR ajusté® [IC95%] - p-value 1,18 [0,9-1,4] - 0,07

"Modele ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, I'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription:
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

2Modele ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, I'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabéte, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription :
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d’hypolipémiants, d'antidiabétiques, et d'IPP.

31+tryptophane sérique libre.

41+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

Annexe 11 : Hazard Ratio de la mortalité toute cause associé a une double augmentation
des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L) et l'analyse de sensibilité
évaluant 'IPP comme facteur de confusion.

Kynurénine totale (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,4* [1,1-1,6] — 0,0009
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,04* [0,9-1,3]1 - 0,7
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,04* [0,9-1,3] - 0,7
HR ajusté3 [IC95%] - p-value 1,04* [0,9-1,3]1 - 0,7
HR ajusté* [1C95%] - p-value 1,04* [0,9-1,3]1 - 0,6

"Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le diabéte,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d’antihypertenseurs, de diurétiques,
d'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

2Modele ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, l'indice de masse corporelle, le diabete,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d'hypolipémiants, d'antidiabétiques, et d'IPP.

31 +tryptophane sérique libre.
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“1+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.
*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modeéle de Cox * log(y)) (avec y=2).

Annexe 12 : Analyse de sensibilité évaluant l'IPP comme facteur de confusion

Hazard Ratio de la mortalité non cardiovasculaire associé a une double augmentation

des concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)

HR non ajusté [IC95%] - p-value

1,5[1,3-1,8] - <0,0001

HR ajusté’ [IC95%] - p-value

1,1[0,9-1,4]1-0,3

HR ajusté? [IC95%] - p-value

1,1[0,9-14]1-0,3

HR ajusté3 [IC95%] - p-value

1,03 [0,8-1,32] - 0,8

HR ajusté® [IC95%] - p-value

1,1[0,9-1,4]1-0,3

"Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, I'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription:
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d’hypolipémiants et d'antidiabétiques.

"Modele ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, l'albumine sérique, I'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabéte, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription :
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d'hypolipémiants, d'antidiabétiques et d'IPP.

21+tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

Annexe 13 : Hazard Ratio de la mortalité non cardiovasculaire associé a une double
augmentation des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L) et ['analyse de
sensibilité évaluant l'IPP comme facteur de confusion.

Kynurénine totale (mg/L)

HR non ajusté [IC95%] - p-value

1,3*[1,07-1,7] - 0.008

HR ajusté’ [IC95%] - p-value

1,01*0,8-1,31-0,9

HR ajusté? [IC95%] - p-value

1,01*[0,8-1,3] - 0,9

HR ajusté3 [IC95%] - p-value

1,01*10,8-1,31-0,9

HR ajusté* [IC95%] - p-value

1,009*[0,8-1,3] - 0,9
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"Modeéle ajusté sur I'age a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, l'indice de masse corporelle, le diabéte,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d'hypolipémiants et d'antidiabétiques.

"Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le diabéte,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d’antihypertenseurs, de diurétiques,
d’'hypolipémiants, d’antidiabétiques et d'IPP.

21+tryptophane sérique libre.

31+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modeéle de Cox * log(y)) (avec y=2).

Annexe 14 : Analyse de sensibilité évaluant l'IPP comme facteur de confusion

Hazard Ratio de la mortalité cardiovasculaire associé a une double augmentation des
concentrations sériques de kynurénine libre (mg/L).

Kynurénine libre (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 2,3 [1,7-3,03] - <0,0001
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,8 [1,3-2,5] - 0,0001
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,79 [1,29-2,5] - 0,0001
HR ajusté3 [IC95%] - p-value 1,66 [1,1-2,5] - 0,01
HR ajusté* [1IC95%] - p-value 1,64 [1,1-2,4] — 0,007

"Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'aloumine sérique, I'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabéte, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription:
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d’hypolipémiants et d'antidiabétiques.

2Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'albumine sérique, l'urée, l'indice de masse
corporelle, le diabete, dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le
rapport albumine ou protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription :
d'antihypertenseurs, de diurétiques, d'hypolipémiants, d'antidiabétiques et d'IPP.

31 +tryptophane sérique libre.

“1+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

Annexe 15: Hazard Ratio de la mortalité cardiovasculaire associé a une double
augmentation des concentrations sériques de kynurénine totale (mg/L) et 'analyse de
sensibilité évaluant l'IPP comme facteur de confusion.

Kynurénine totale (mg/L)
HR non ajusté [IC95%] - p-value 1,5* [1,05-2,04] - 0,02
HR ajusté’ [IC95%] - p-value 1,16* [0,8-1,7] - 0,4
HR ajusté? [IC95%] - p-value 1,16* [0,8-1,7] - 0,4
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HR ajusté3 [IC95%] - p-value 1,16* [0,8-1,7] - 0,4

HR ajusté* [1IC95%] - p-value 1,17*[0,8-1,7]1- 0,4

"Modéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, I'urée, I'indice de masse corporelle, le diabéte,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d'antihypertenseurs, de diurétiques,
d’'hypolipémiants et d’antidiabétiques.

2Modeéle ajusté sur I'dge a l'inclusion, le sexe, le statut tabagique, l'urée, l'indice de masse corporelle, le diabéte,
dyslipidémie, la protéine C réactive a haute sensibilité, la pression artérielle systolique, le rapport albumine ou
protéine/créatinine, le débit de filtration glomérulaire estimé, la prescription : d’antihypertenseurs, de diurétiques,
d'hypolipémiants, d'antidiabétiques et d'IPP.

31 +tryptophane sérique libre.

41+indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate libre, et acide indole 3-acétique libres.

*Les HR obtenus des modeles de Cox ont été transformés en échelles non logarithmiques en appliquant la formule
exponentielle (béta du modele de Cox * log(y)) (avec y=2).

Annexe 16 : Comparaison des caractéristiques entre les patients inclus et non inclus dans

l'échantillon tiré au sort de la cohorte entiere.

Caractéristique Total (N = Inclus Non inclus | P-valeur 2
3033) (n=680)" (n=2353) !
Age a [linclusion| 69 [60-76] 68 [61-77] 69 [60-76] 0,77
(années)
Homme 65,4% 69% 64,3% 0,02
DFGe a Vlinclusion| 32 [23-41] 32 [23-41] 32 [23-41] 0,89
(ml/min/1,73m2)
Rapport albumine ou 0,39
protéine/créatinine
A1 (Normale a
27,8% 30% 27,2%
légerement
augmentée)
A2 (Modérément 31,2% 30% 31,6%
augmentée)
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A3 (Séverement

augmentée)
40,9% 40% 41,1%
NA
275 58 217
Antécédents 23,6% 21% 24,4% 0,08
d'insuffisance rénale
aigué
244 51 193
NA
Statut de fumeur 0,17
Jamais fumeur 41,3% 38% 42%
Fumeur actuel 11,9% 13% 12%
Ancien fumeur 46,8% 49% 46%
NA 23 5 18
Hypertension 96,3% 96,6% 96,2% 0,64
artérielle
NA 7 2 5
Diabete 43,.2% 40% 44% 0,08
NA 7 2 5
Dyslipidémie 73,6% 73% 73,9% 0,46
14 3 11
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Antécédents de 53,3% 52% 53,6% 0,52

maladies

cardiovasculaires

NA 42 4 38

Albuminémie (g/L) 40,3 40,5 40,2 0,91
[38,0-43,0] [37,8-43] [38,0-43,0]

NA 489 94 395

Hémoglobine (g/dL) 13 (1,65) 13,1 (1,64) 12,9 (1,65) 0,07

NA 23 4 19

CRP (mg/L) 2 [1-6] 2 [1-6] 3[1-6] 0,92

NA 356 0 356

Indice de masse 27,8 28 27,8 0,56

corporelle (kg/m?) [24,6- 31,8] [25,2-31,4] [24,5- 31,9]

NA 65 8 57

Prescription d’'IPP a 32,8% 31% 33,3% 0,25

I'inclusion

NA 7 0 7

Nombre total de 8 [5-10] 8 [5-10] 8 [5-10] 0,36

médicaments

NA 9 2 7

T Médiane [Q1-Q3] ou moyenne (écart type) ; %.

2 Test de somme de rangs de Wilcoxon ; test de khi-deux.
DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé; CRP: protéine C-réactive; IPP: inhibiteurs de pompe a protons; NA:

données manquantes.
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Annexe 17 : Distribution des toxines urémiques log normalisées en fonction des stades de
la maladie rénale chronique
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La ligne pointillée indique la valeur de référence pour les sujets sains.
P Valeurs : ns : non significatif,; *: <0,05,; **: <0,01, ***:<0,007 ; ****: <0,0001.
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Annexe 18: Distribution des toxines urémiques log-normalisées en fonction de
l'utilisation d'inhibiteurs de pompe a protons
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