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A Monsieur le Professeur Christophe VERNY,
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A Monsieur le Professeur Pascal REYNIER, vos conseils et votre supervision durant toute la
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A Monsieur le Professeur Julien CASSEREAU, merci d'avoir accepté de rejoindre mon jury de these.
Je te remercie également pour toutes ces années de formation qui ont démarré dés le début de mon
externat. Ta pédagogie a participé a me transmettre trés tot le godt insatiable de la neurologie.

Aux Docteurs Alice RUCARD et Virginie PICHON, vous avez été mes premiéres cheffes référentes,
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du début d'internat.

Aux Docteurs Aldéric LECLUSE, Sophie GODARD et Alice CORFU, que je tenais a remercier pour ma
formation dans le domaine neurovasculaire.

Aux Docteurs Frédérique ETCHARRY-BOUYX, Valérie CHAUVIRE, Clarisse SCHERER-GAGOU,
Marie POULIQUEN, Mathilde VUARNESSON je vous remercie pour votre encadrement et partage de
connaissances durant ma formation dans le domaine de la neurologie générale.

Aux Docteurs Brigitte RICARD-MOUSNIER, Oana CATAR, Lila AUTIER, Franck DEVIERE pour
votre formation aux explorations fonctionnelles.

Au Docteur Philippe CODRON pour la transmission de ta fibre de la recherche et les projets
pédagogiques trés enrichissants auxquels tu m’as permis de participer.

Au Docteur Jules SURGES, merci d’avoir encouragé mes projets durant tout cet internat, et conjuré
aussi bien le mauvais sort durant nos gardes.

Aux Docteurs Agnés GOUPIL, Yolaine OLIVIER, Arnaud MALBRANCHE, Cristina BARBIEUX-
GHITU, Nesrine AMADA et Vincent BULOT merci pour la formation que vous m’avez prodiguée sur
mes deux semestres de neurologie mancelle, et pour ces bons moments de partage.
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Au Dr. Magalie BARTH je vous remercie pour m‘avoir montré la voie de la neurométabolique sur les
derniers moments de mon d’externat. Vous m‘avez apporté de bons conseils aux moments importants
de ma formation, et je vous dois une bonne partie de ce parcours aujourd’hui.
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de recherche clinique et équipes de soin qui ont participé de prés ou de loin a ce projet.
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d'internes, et nous avoir toujours bien représentés dans une bienveillance exemplaire. A Jacques pour
ses conseils primordiaux entre 2 éternuements printaniers, sa pédagogie de premier ordre, et ses coups
de raquettes endiablés doublés d'une détermination a toute épreuve. A Benoit ce fin connaisseur
inspirant de sciences et vie, pour la fibre mancelle que nous partageons, les pensées que nous pensons
partager, et le reste du monde qui se demande si la fin du quiproquo est arrivée. A Vivien pour ses
conseils d’organisation et connaissances précieux, quelques coups de raquettes bien acérés, et ce niveau
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communicative au quotidien. A Mohamad pour ces five dont beaucoup d'internes se souviendront, et les
remontada du Real qui nous ont fait vibrer a l'unisson. A Leila pour ces bonne rigolades, et pour mes
futures avis a la reine de I'électroencéphalographie. A Mélanie, la bambina, venue tout droit de la west
coast, flanant sur sa long board, la PL assurée, le sourire sous le nez. A Candice dont le calme fait
retomber toutes les tempétes, pleine de lucidité et d'une gentillesse a toute épreuve. A Camile, cette
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A mes toutes jeunes cointernes Marion, Claire, Flavie et Christelle.
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18-Fluorodésoxyglucose

Acide désoxyribonucléique

Brain derived neurotrophic factor
Acide docosahexaénoique

Acide eicosapentaénoique

Flow Injection Analysis
Glucose-6-phosphate déhydrogénase
High Density Lipoprotein - cholestérol
High Pressure Liquid Chromatography
Huntingtine

Imagerie par résonance magnétique
Low Density Lipoprotein - cholestérol
Liquide cérébrospinal

Mass Spectrometry

Nicotinamide adénine dinucléotide

Principal component analysis (analyse en composante principale)

Pyruvate déshydrogénase

Partial least squares (méthode des moindres carrés)

Régression logistique

Résonnance magnétique nucléaire
Receiver Operating Characteristic
Tomographie par émission de positions
Variable importance in projection
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RESUME

Introduction: Huntington disease (HD) is a genetic neurodegenerative disorder touching 1 on 10 0000 persons
in Western Europe, and evenly affecting young men and women. Caused by expanded CAG repeats in HTT
gene, it leads to a dysfunctional huntingtin protein and eventually to neuronal death. Up to date, there is no
efficient treatment to slow down HD progression. CAG repeats can explain only around 50-70% of motor clinical
onset. Biomarkers are therefore on active development to anticipate transition between premanifest and early
manifest. Such biomarkers will allow a more detailed classification of HD before inclusion in clinical trials, and

uncover potential new therapeutic targets.

Methods: 34 early manifest (UHDRS > 5, CFT > 10), 31 premanifest (UHDRS < 5, CFT = 13), and 29 controls
(MMS > 27 and no abnormal movement) participated in this study carried by the University Hospital Angers
(France) between 2017 and 2023. Targeted metabolomic analysis of fasting plasma samples was carried using

Biocrates MxP 500 XL technology intended to quantify up to 1019 metabolites.

Results: 21 lipids including 4 cholesteryl esters (CE), 3 lysophosphatidylcholines (LPC), 2 phosphatidylcholines
(PC), 3 lysophosphatidylethanolamines (LPE), 3 phosphatidylethanolamines (PE), 4 phosphatidylinositol (PI), 2
phosphatidylserines (PS), were retained as discriminating between premanifest and early manifest subjects
after correction for risk I inflation (FDR < 5%). Except for three phosphatidylinositol species, the remaining 18
were found relatively increased in early manifest. Logistic regression using a cross-validation strategy showed
that LPC 16:1 was the best discriminant metabolite between premanifest and early manifest (median AUROC >
80%). Further, many lipid molecules containing or probably containing docosahexaenoic acid (DHA or 22:6)

negatively correlated with motor UHDRS.

Conclusion: The transition from premanifest to manifest phase is accompanied by an increase in some lipid
species. LPC 16:1 and PC 32:1 are proposed as biomarkers of this transition. Decrease in the concentration of
DHA containing lipids, especially PE 44:12, parallels clinical evolution. Variations on neuronal-derived
extracellular vesicles release following the progression of the disease is proposed as a mechanism underlying

the metabolomic signature.



INTRODUCTION

1. La maladie de Huntington

1.1. Généralités

Les maladies neurodégénératives sont un enjeu majeur dans les objectifs de recherche a tous les
niveaux. La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative génétique, liée a une mutation
sur le chromosome 4 au niveau du gene HTT, codant pour une protéine nommée la huntingtine. Elle
touche jusqu’a 1 personne sur 10 000 en Europe de I'Ouest (1,2). On estime qu’elle concernerait
6000 malades ainsi que 12 000 porteurs du gene asymptomatiques en France (3). Elle concerne
indistinctement homme et femme avec la méme fréquence, survenant en général durant la vie active
entre 35 et 50 ans. Dans de rares cas, la pathologie peut se déclarer avant 20 ans (maladie de
Huntington dite « juvénile) ou a un stade beaucoup plus tardif aprés 70 ans (4,5).

Le symptome le plus connu de la maladie de Huntington est sans doute celui de la chorée, décrite
cliniquement avec une grande précision par George Huntington en 1872. De nos jours, la description
du tableau clinique de la maladie comporte trois catégories de symptomes : moteurs, neurocognitifs
et psychiatriques.

L'espérance de vie est estimée a environ 25 ans apres le diagnostic des premiers symptomes moteurs
dans les derniéres études, méme si celle-ci est éminemment variable d’un individu a l'autre (6).
L'impact fonctionnel est également majeur du fait d’'une perte importante d'autonomie, ainsi que des
difficultés de soins liées aux troubles moteurs et a l'atteinte cognitivo-comportementale. Cela
représente donc un enjeu majeur de santé publique, en lien avec les aides humaines et matérielles
multiples au quotidien, la sollicitation fréquente d'institutionnalisation en milieu spécifique, et le
retentissement important sur I'entourage familial et les proches aidants (7).

Actuellement il n‘existe pas de thérapeutique curative pour arréter ou ralentir la maladie. La prise en
charge est axée essentiellement sur des moyens humains et pharmacologiques a visée
symptomatique, méme si des traitements sont a I"étude notamment dans le domaine des thérapies

géniques (8).



1.2. Description clinique

1.2.1. Signes moteurs

Les signes cliniques moteurs de la maladie de Huntington sont trés bien décrits. Ce sont eux qui
permettent actuellement de définir la date de début de la maladie. Ils comprennent notamment la
chorée touchant 90% des patients. Elle peut affecter le tronc, le visage et les membres. La chorée est
aggravée par la fatigue ou le stress, et disparait généralement pendant le sommeil. Dans son
évolution classique, elle gagne dans un premier temps en sévérité, puis stagne pour enfin régresser
au profit d'un syndrome akinéto-rigide ou dystonique dans les phases avancées de la maladie (9).

La dystonie est un symptome tres fréquent retrouvé dans I'évolution pour 90% des cas. Elle est
souvent associée a la rigidité qui est une augmentation du tonus musculaire basal, liée a une atteinte
extrapyramidale (rigidité plastique) ou pyramidale (rigidité spastique). On retrouve aussi des
myoclonies. Que ce soit la chorée, la dystonie, la rigidité ou les myoclonies, ceux-ci peuvent avoir un
impact important sur la marche particulierement lorsqu‘ils concernent les membres inférieurs ou le
tronc, voire empécher la position debout ou assise (10). Si ceux-ci atteignent les muscles du visage,
bucco-pharyngés, ou de la langue, des troubles de déglutition majeurs peuvent en résulter, ainsi que
des troubles de I'élocution, voire des troubles respiratoires. Les troubles de la marche, de déglutition
ou d’élocution peuvent se développer de fagon inhérente aux atteintes motrices, pouvant dans ce cas
étre en rapport avec une perturbation de la construction de schémas moteurs, ayant a voir davantage
avec les atteintes neurocognitives.

La coordination gestuelle, notamment dans les gestes fins de la main, est particulierement atteinte.
Ce type d’atteinte est potentiellement secondaire aux signes cités précédemment, mais peut
également apparaitre de fagon indépendante suggérant dans ce cas une atteinte neurocognitive de
planification de tache, pouvant précéder les autres atteintes motrices (11). Il existe enfin des troubles
oculomoteurs a type de saccades surajoutées (comme des mouvements choréiques oculaires)
perturbant la fixation oculaire, un ralentissement des saccades oculaires (mouvements automatiques

pour optimiser le champs visuel), et un ralentissement de I'oculomotricité volontaire également (12).



1.2.2. Signes neurocognitifs

Les atteintes neurocognitives les plus fréquentes concernent la catégorie des fonctions exécutives,
plus particulierement I'altération du controle inhibiteur (comprenant le controle des impulsions, et le
contrble des erreurs) et de la flexibilité mentale (13). Des atteintes du langage surviennent sur des
altérations de la fluence verbale et une dysarthrie indépendante des troubles moteurs (14), ainsi
qu’une atteinte du champ lexical plus tard dans I'évolution de la pathologie. Des troubles de la
mémoire épisodique concernant le processus d’enregistrement et de récupération des informations
mais pas de stockage, peut étre retrouvé (15). Des troubles visuo-spatiaux peuvent étre
particulierement présents au cours de I'évolution, et une corrélation a été démontrée avec I'atteinte
du cortex cérébral postérieur a I'imagerie (16).

L'évolution de I'ensemble des troubles neurocognitifs tend a étre impacté par un ralentissement
psychomoteur, dépendant de la complexité de la tache cognitive effectuée (17).

On retrouve également des atteintes de la cognition sociale, définie globalement comme la capacité a
percevoir et adapter les comportements et émotions lors d’une interaction sociale. Elle concerne

surtout la reconnaissance d'expressions faciales projetant des émotions négatives (18,19).

1.2.3. Signes psychiatriques
L'apathie est le signe comportemental le plus fréquent, s'aggravant de facon concomitante aux

troubles neurocognitifs (20,21).

La dépression concerne plus de la moitié des patients symptomatiques (13). Cette atteinte est tout
de méme a mettre en relation avec I'expérience du vécu difficile de la maladie elle-méme, puisque la
fréquence de la dépression réalise un pic autour de I'annonce diagnostique ou de la constatation des
premiers symptomes par le patient, avant de diminuer progressivement avec |'évolution de la
pathologie (20). Il en est de méme pour l'augmentation du risque suicidaire (22). L'irritabilité est un
signe retrouvé assez couramment, typiquement fluctuante, dont I'expression peut s'associer a la
difficulté de contrdle des impulsions et émotions, ou se compliquer d’'une agitation. On identifie
également des troubles anxieux, tres liés a I'évolution des autres troubles psychiatriques, aux

problémes familiaux et économiques propres de l'individu, et a la souffrance ressentie par le patient



ou ses proches (23). Les troubles psychotiques incluant les hallucinations et les délires ont une
prévalence revue a la hausse autour de 10% selon les dernieres études. L'évolution clinique de ces
patients est toute singuliére car moins importante sur le plan moteur mais plus sévere sur le plan
cognitif et fonctionnel (24,25). Des troubles obsessionnels compulsifs, mais aussi des troubles de
persévérations (qui se distinguent des premiers par I'absence de la perception d'une pénibilité dans le

phénomeéne de répétition des pensées) peuvent étre présents.

1.2.4. Autres signes neuronaux

On retrouve de fagon fréquente des troubles du sommeil, concernant le plus souvent une inversion du
rythme circadien veille-sommeil (26), dont on suppose un lien avec une dysfonction de
I'hypothalamus.

On peut retrouver des signes de dysautonomie avec une hypersudation et une hypersalivation. II
existe également des troubles de la continence urinaire, ainsi que des troubles sexuels s'inscrivant

dans ces troubles dysautonomiques (27) mais pouvant étre d’origine multifactorielle.

1.2,5. Signes extra-neuronaux

L'ensemble des signes décrits précédemment ont un lien confirmé ou supposé avec l‘atteinte
encéphalique. Mais on décrit de plus en plus de signes cliniques sur lesquels I'atteinte encéphalique
n‘aurait pas ou peu d'influence. Il existe notamment une perte de poids concomitante d’'un déficit
musculaire important, malgré une augmentation des apports caloriques sur des études controlées
(28). On peut également retrouvé de facon moins fréquente une intolérance au glucose (prédiabéete),
une ostéoporose, et une atrophie testiculaire (29). Des troubles gastro-intestinaux, et une
insuffisance cardiaque sont également plus fréquents, mais peuvent avoir un lien avec une atteinte
dysautonomique.

La relation entre ces signes et la physiopathologie de la maladie n‘est pas encore bien établie, mais
elle apporte des pistes de réflexion pour I'action de cette pathologie sur les tissus extra-neuronaux.
Elle motiverait des dynamiques de recherche intéressant les tissus périphériques, jusqu'alors peu

explorés ou interprétés comme un reflet de I'atteinte cérébrale.



1.2.6. Stades d’évolution clinique

Les conséquences cliniques de la maladie sont donc majeures, et quantifiées préférentiellement par
une échelle validée nommée UHDRS (Unified Huntington's Disease Rating Scale) (30,31). Elle
comporte un volet d'étude de la motricité nommé TMS (Total Motor Score), prenant en compte la
chorée, la dystonie, les troubles oculaires, les troubles bulbaires, la coordination manuelle et
I'équilibre. Elle comporte également des volets pour les atteintes cognitives, les atteintes
comportementales, I'atteinte fonctionnelle et la dépendance. L'UHDRS moteur (TMS) est consultable
en Annexe 1. Le mode de début de la maladie peut concerner indistinctement I'une des catégories
cliniques citées précédemment, mais c'est le début des troubles moteurs qui définit I'entrée dans la
maladie. On décrit classiquement une période présymptomatique, libre de tout symptdme moteur
significatif, ou par convention I'UHDRS moteur est < 5 et la capacité fonctionnelle totale (CFT) est
préservée. S'en suit la période symptomatique a partir d'un UHDRS moteur > 5.

En fonction du niveau d'altération fonctionnelle quantifié par la CFT, on décline des stades de la
maladie allant de symptomatique débutant a symptomatique sévere (32). L'échelle de la CFT,
consultable en Annexe 2, se base sur l'impact fonctionnel de la maladie au travail, dans la gestion
des finances, les activités domestiques, I'autonomie, et le lieu de prise en charge requis.

Les signes cliniques neurocognitifs ou psychiatriques sont en général plus difficiles a objectiver, et les
troubles moteurs peuvent aussi étre assez subtils. Il a donc été défini une phase prodromale, qui est
considérée comme une zone de transition entre la période présymptomatique et symptomatique,
comportant des signes cliniques ne permettant pas de conclure formellement a un début de maladie
de Huntington sur le plan moteur car I'UHDRS est < 5 (33). L'évolution classique de la pathologie

avec l'ensemble des termes évoqués est illustrée dans la Figure 1.
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Figure 1 : Histoire clinique des phases de la maladie de Huntington selon Reilmann (33,34)

1.3. Aspects génétiques

La maladie de Huntington est une maladie d’origine génétique a transmission autosomique
dominante. Elle est plus précisément liée a une expansion de triplets de nucléotides CAG (Cytosine-
Adenine-Guanine) sur le bras court du chromosome 4, au niveau du géne HTT anciennement nommé
IT15 (35,36). Cette séquence répétée de CAG se situe au niveau d'un exon (partie du géne qui sera
directement codée en protéine par opposition a intron), particuliérement au début de I'exon 1, donc a
I'initiation méme de la partie codante du gene. Le triplet de nucléotide CAG constitue un codon, qui
code pour l'acide aminé de la glutamine. L'expansion de ce codon entrainera la traduction d'une
protéine contenant davantage de glutamines au début de la protéine (partie N-terminale). Il s'agit
d'un mécanisme commun a plusieurs pathologies génétiques regroupées sous le terme de maladies a
polyglutamines (37).

Un allele normal du gene comporte entre 6 et 35 répétitions CAG. Au-dela de 36 répétitions on parle
d'allele pathologique avec une pénétrance incompléte entre 36 et 39 répétitions alors que la

pénétrance est compléte (soit une expression certaine de la maladie) au-dela de 40 répétitions (38).



Entre 27 et 35 répétitions CAG le géne présente une instabilité dans sa transmission, avec un risque
de passage en zone pathologique a la descendance.

Plus le nombre de répétitions de triplet CAG est important, plus l'individu risque de développer la
maladie tot au cours de sa vie (39), et cela est d’autant plus vrai quand le nombre de répétitions est
trés élevé comme dans les formes juvéniles (4).

Au moment de la division d'un gamete (cellule sexuelle), lorsque I'ADN est copié dans le cadre de sa
réplication pour étre transmis a une nouvelle cellule fille, des erreurs peuvent survenir entrainant des
répétitions plus importantes du motif CAG. Ce phénomeéne survient plus fréquemment lors de la
méiose paternelle, et si le nombre de répétitions de CAG est déja élevé (40). Cela entraine par
conséquent un nombre de répétitions de triplets CAG plus important chez le descendant, et donc le
risque de développer la maladie plus tot. C'est le phénoméne d'anticipation, qui peut expliquer une
symptomatologie plus précoce et plus sévere chez les descendants d'un patient déja atteint, ou
présentant un nombre de répétitions CAG a la limite supérieure (entre 27 et 35 répétitions).

Le nombre de triplets CAG est un outil relativement fiable pour estimer I'age de début des
symptomes (41), et donc le passage a la forme symptomatique. Cependant, méme si de nombreux
modeéles statistiques ont été développés pouvant expliquer jusqu’a 50-70% de I'age du début des
symptomes, il reste encore une variabilité importante sur I'age de début estimé par rapport a I'age de
début réel des symptomes (39). D'autre part, il n'y a aucune corrélation entre le nombre de triplets
CAG et le type de symptome initial ou I'évolution clinique (35). Au sein d’'une méme famille, I'age de
début des symptomes, le type de symptome initial, ainsi que I'évolution clinique peut la encore
différer (42). D'autres variations sur le géne HTT ne concernant pas seulement la longueur de triplets
CAG, mais aussi des génes situés sur d'autres chromosomes, peuvent également avoir une influence
sur l'age de début des symptomes (43). Ces constatations soulignent le fait que les facteurs
génétiques sont primordiaux mais pas suffisant pour expliquer toute la physiopathologie de la

maladie.



1.4. Aspects physiopathologiques

Le géne HTT code physiologiquement pour la huntingtine dite sauvage, une protéine dont la fonction
principale n'est pas complétement connue, mais dont on sait désormais qu'elle est essentielle dans le
développement du systeme nerveux central, la production et le transport du facteur BDNF (facteur de
survie des neurones), ainsi que l'adhésion cellulaire. La mutation méne a la production d'une
huntingtine mutée (mHTT), induite par l'allongement de sa queue de polyglutamine (34). Cette
protéine entraine au niveau physiopathologique des perturbations de la transmission synaptique, du
transport axonal, et du fonctionnement mitochondrial. Au niveau cérébral, cela s'exprime par une
toxicité accrue pour les neurones, notamment au niveau d'une zone fonctionnelle anatomique du
cerveau nommée le striatum (44).

Le striatum agit comme un filtre pour les commandes motrices, a la fois pour les mouvements
volontaires et involontaires. Il est composé du noyau caudé et du putamen, qui sont en relation
étroite avec la substance noire via la voie nigro-striée reliant ces structures (45). La substance noire
est une zone de réserve de dopamine, dont certains neurones émettent des projections sur le
striatum pour stimuler des récepteurs a la dopamine.

Cela va induire une cascade de rétrocontrdles inhibiteurs du striatum sur les structures sous-jacentes
afin d’aboutir a un contréle moteur adéquat, notamment pour éviter des mouvements involontaires.
Dans la maladie de Huntington, il y a une altération précoce de certains récepteurs a la dopamine du
striatum, expliquant la survenue de mouvements involontaires comme la chorée. Ce modele explicatif
est I'un des principaux retenus pour expliquer les symptomes moteurs, mais d’autres modeles plus
complets permettent de fournir davantage d’éléments pour intégrer la physiopathologie des troubles
neurocognitifs (46).

En ce qui concerne les symptomes extra-neurologiques, de la mHTT a été retrouvée sur des
prélevements de tissus périphériques, présentant des altérations physiopathologiques communes aux
neurones (29), notamment sur des cellules du systétme immunitaire avec des altérations de leur

fonctionnement précoce chez des sujets présymptomatiques (47).



Les questions persistantes a I'approche génétique, et Iimplication de multiples acteurs
physiopathologiques, améne a s'intéresser a d'autres objectifs cruciaux dans la prise en charge de la
maladie, afin d’en suivre au mieux I'évolution avant et aprés les premiers symptomes.

Cela appelle donc au développement de ce que I'on nomme des biomarqueurs, qui sont des moyens
d'identifier ou suivre I'évolution d’une pathologie au sens large, que ce soit par des méthodes

cliniques, biologiques ou d'imagerie.

1.5. La quéte de biomarqueurs

1.5.1. Clinique
L'étude détaillée des symptomes plus subtils visibles en phase prodromale peut fournir des

informations intéressantes pour anticiper l'entrée dans la phase symptomatique. Les altérations
motrices permettent certes de bien discriminer les différents stades d'évolution chez les patients
symptomatiques, mais il restait difficile de distinguer de fagon significative les sujets en phase
prodromale de ceux au stade débutant de la maladie dans I'étude de grande ampleur TRACK-HD a 12
mois de suivi (48). Les atteintes neurocognitives en revanche, ayant été peu identifiées dans les
premiéres définitions de l'entrée en phase symptomatique, sont maintenant bien décrites dés la
phase prodromale (13). Il a en effet été retrouvé une altération des fonctions neurocognitives
pouvant précéder de 10 a 20 ans I'apparition des premiers symptomes moteurs sur des cohortes de
grande ampleur tel que PREDICT-HD (49). Cependant la quantification de ces changements reste
difficile notamment pour estimer avec une certaine précision le temps restant avant I'entrée en phase

symptomatique.

1.5.2. Imagerie

Les premiéres études dans le domaine anatomopathologique amenent rapidement a s'intéresser aux
noyaux gris centraux. En effet, une étude ayant autopsié 168 cerveaux post-mortem de patients
diagnostiqués de la maladie de Huntington a mis en évidence une atrophie diffuse plus marquée au
niveau du striatum (44).

L'IRM cérébrale permet une approche précise de cette atrophie. Une étude transversale sur la cohorte

multicentrique internationale PREDICT-HD, portant sur des patients en phase prodromale, estime que
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I'atrophie du striatum a I'IRM peut précéder de 15 ans la survenue des premiers symptomes moteurs
(50). Une étude longitudinale sur la cohorte multicentrique internationale TRACK-HD, a montré que
I'atrophie globale est corrélée a I'apparition et I'évolution des symptomes moteurs et cognitifs chez
les patients en phase prodromale et symptomatique débutant (51).

Le TEP-scanner via le marqueur 18FDG, permet d’estimer la consommation de glucose, principal
carburant énergétique du cerveau. Cette technique est ainsi tres utilisée dans le domaine des
maladies neurodégénératives ol sa consommation est souvent diminuée dans les zones les plus
atteintes. Dans le cadre de la maladie de Huntington, la consommation de glucose est
progressivement diminuée au sein du striatum en TEP-scanner 18FDG. De fagon intéressante, cette
altération précede non seulement I'apparition de signes moteurs, mais aussi I'atrophie du striatum a
I'IRM (52).

Comme nous l'avons vu, la perturbation de I'utilisation de la dopamine est prépondérant dans la
physiopathologie de la maladie. Les techniques de TEP-scanner, cette fois avec un marqueur ciblant
les récepteurs de la dopamine D2, ont démontré une corrélation de la diminution de ces récepteurs
en phase prodromale avec |'atteinte motrice et neuropsychologique (53,54), mais cette corrélation
était moins évidente une fois I'entrée dans la phase symptomatique actée. Dans le prolongement de
cette logique d'altération des voies impliquant la dopamine, la phosphodiestérase PDE10A joue un
role important dans la régulation et la disponibilité de la dopamine au niveau du striatum. Le TEP-
scanner avec utilisation de marqueurs ciblant la PDE10A a ainsi permis de repérer des altérations tres

précoces chez des sujets présymptomatiques méme si il s'agissait d’effectifs restreints (55).

1.5.3. Biologie

Au vu des nombreux processus biologiques impliqués, plusieurs cibles de choix ont constitué un
terrain de développement des biomarqueurs sur liquides biologiques, a commencer par le liquide
cérébrospinal (LCS). La mHTT, bien que mesurable en tres faible quantité dans le LCS, a été décrite
comme bien corrélée a I'évolution de la maladie sur I'UHDRS, ainsi qu'a I'age de début des
symptomes (56). Les neurofilaments, qui sont des produits de la dégradation neuronale déja connus

dans I'étude d'autres pathologies neurodégénératives, sont également corrélés dans le LCS de
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patients Huntington a I'évolution de la pathologie selon I'UHDRS et permettent une bonne
discrimination entre phase présymptomatique et symptomatique. Leur dosage dans le plasma
sanguin est d'ailleurs bien corrélé a leur taux dans le LCS, permettant un meilleur accés au dosage de

neurofilaments en routine (57).

2. L'approche métabolomique

La métabolomique est définie comme I'étude de I'ensemble des petites molécules (<1.5 kDa) du
métabolisme contenues dans un systeme biologique. Cet ensemble est connu sous le nom de
métabolome. Du fait du dynamisme du métabolome dans le temps, lors de I'extraction d’un
échantillon il convient d'arréter les réactions enzymatiques rapidement (souvent par le froid), pour
offrir I'analyse la plus fiable des métabolites a un instant donné.

Les deux objectifs principaux de la métabolomique en recherche clinique/préclinique sont la
découverte de biomarqueurs métaboliques (diagnostique, pronostique, thérapeutique, de suivi), et
I'approfondissement mécanistique des différents processus physiologiques ou physiopathologiques.
Ce dernier point permet de renforcer le lien de causalité entre un biomarqueur et le processus ou
maladie étudiée, pouvant aboutir a la proposition de nouvelles pistes thérapeutiques.

Aujourd’hui on répertorie > 200 000 métabolites chez I'homme selon le Human Metabolome Database
(58). Ces métabolites sont identifiés essentiellement par spectrométrie de masse (MS) et résonance
magnétique nucléaire (59).

De par sa sensibilité et spécificité analytiques, le temps réduit d'analyse (haut débit) et le faible
volume d'échantillon nécessaire, la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en phase

liquide est la méthode analytique la plus utilisée en métabolomique clinique et préclinique.

2.1. La spectrométrie de masse couplée a la chromatographie

Pour un certain nombre de molécules une séparation par lintermédiaire d'une colonne de
chromatographie est réalisée. Pour cela I'échantillon est déposé en téte de la colonne de
chromatographie remplie par une phase fixe, dite phase stationnaire. La phase stationnaire est

traversée par un solvant ou phase mobile. Cette phase mobile est souvent un mélange de plusieurs
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solvants (eau, éthanol, acétonitrile, etc.) dont la proportion varie dans le temps selon un gradient
défini au préalable. Les métabolites, en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase
mobile, vont sortir de la colonne a des temps différents. Le temps de rétention (tz) est défini comme
le temps écoulé entre le dépot de I'échantillon dans la colonne chromatographique et sa sortie vers le
spectrometre de masse. Le tz est une donnée spécifique a chaque métabolite qui va contribuer a son
identification.

La spectrométrie de masse permet de séparer des éléments sur la base de leur rapport masse/charge
(m/z). La structure classique d'un spectrometre de masse comprend une source ol va se réaliser
I'ionisation, un analyseur souvent composé de 3 quadripdles, et un détecteur. Dans un premier temps
les molécules sont ionisées par un courant électrique, afin de leur conférer une charge. Ensuite, vient
le 1°" quadripdle, dont la conformation a un instant t, va ne permettre le passage que des ions ayant
un rapport m/z donné. La conformation de ce quadripdle va progressivement changer tout au long du
temps pour balayer I'ensemble des rapports m/z que I'on souhaite étudier. Un seul quadripdle n’est
en général pas suffisant pour ne sélectionner qu'un ion moléculaire, notamment lorsqu'il s'agit
d'isobares (molécules de méme rapport m/z). C'est la qu'intervient le 2" quadripdle qui a pour but
d’entrainer une fragmentation des ions ayant passé le premier quadripble. De la sorte, vont naitre
des ions fils, plus spécifiques encore de la molécule mére, et permettant de discriminer des isobares.
Ces ions fils vont passer dans le troisieme quadripdle ou le processus expliqué pour le premier
quadripole sera répété afin d’effectuer un nouveau balayage de la gamme de m/z. Ce rapport m/z et
le temps de rétention expliqué plus haut constituent une signature spécifique de chaque métabolite,
déterminant son identification avec une grande certitude. Enfin, le nombre d’ions qui arrivent au
détecteur a un instant donné déterminent I'intensité du signal. Pour une molécule donnée la somme
des signaux dans le temps se présente sous la forme d'un pic d'allure gaussienne, dont |'aire sous la
courbe est proportionnelle a la concentration dans |'échantillon. Le processus d‘analyse du
spectrometre de masse est donc extrémement dynamique, nécessitant une coordination minutieuse
de chacun de ses composants. Ceci explique le succes de cette méthode analytique tant sur le plan

qualitatif que quantitatif.
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L'approche métabolomique peut étre non ciblée ou ciblée. Dans le premier cas, on obtient toute une
gamme de pics, dont il faut identifier la provenance grace a différents logiciels d‘identification qui
vont se baser sur le rapport m/z et sur le temps de rétention de la molécule. Dans le second cas, on
définit a priori un groupe de molécules d'intérét que l'on va quantifier a I'aide de courbes de
calibration faites a partir des métabolites ou étalons internes marqués avec des isotopes stables. On
balaye ainsi une plage de rapports m/z moins large, mais elle se fait de maniere plus précise et donc
d’'une meilleure qualité par rapport a I'analyse non ciblée. Dans le laboratoire de Biochimie du CHU
d'Angers I'analyse métabolomique est de type ciblée. Cette technologie n'a eu de cesse de s'améliorer
sur ces derniéres années, permettant la quantification de plus de 1000 métabolites dans un méme

échantillon

1=r quadripéle 2éme qmadripéle 3= quadripéle

lonisation des molécules . . Détection des ions

@—%WI—**

Figure 2 : Schéma simplifié d'un spectrometre de masse a triple quadripdles congu par

le Dr. CHAO DE LA BARCA

2.2. Métabolomique et maladie de Huntington : état de I'art
Nous avons donc a travers |'étude métabolomique, un outil pour générer des biomarqueurs
intéressants, pouvant précéder I'apparition de signes cliniques. Des études dans ce domaine ont été

menées a différentes échelles du vivant, que ce soit au niveau cellulaire, animal ou humain.

2.2.1. Métabolisme glucidique

Les glucides sont une source énergétique importante, et I'altération de leur consommation a été mise
en évidence dans la maladie de Huntington. Il a en effet été décrit une augmentation de
monosaccharides dont le glucose chez des modeles murins et chez I'homme (60). Cela concorde avec
des descriptions cliniques d'intolérance au glucose chez les patients atteints de la maladie de

Huntington.
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Dans une configuration classique, pour produire de I'énergie a partir de molécules de glucose, les
cellules s'orientent préférentiellement vers une glycolyse aérobie permettant la production de
pyruvate, par rapport a une glycolyse anaérobie aboutissant a la production de lactate. L'intérét dans
la production de pyruvate est de pouvoir le convertir en acétyl-CoA via I'enzyme pyruvate
déshydrogénase (PDH), qui permet le fonctionnement du cycle de Krebs puis de la chaine
respiratoire. Il a été démontré une diminution de I'activité de la PDH sur du plasma de souris (61,62),
et du LCR de patients (63). Il a également été retrouvé une altération de la voie des pentoses

phosphates par diminution de I'activité de la G6PD (61).

2.2.2. Métabolisme lipidique
Les analyses de plasma en spectrométrie de masse ont révélé des perturbations du métabolisme

lipidique chez la souris (64,65), puis I'hnomme (66,67), particulierement sur les phosphatidylcholines
oU il a été retrouvé une corrélation avec I'évolution de la maladie. Ces lipides sont intimement liés a
la dynamique des membranes cellulaires, ainsi qu’a la signalisation cellulaire dépendant de |'acide
arachidonique et ses dérivés, d'une importance primordiale dans les phénomenes de réponse
inflammatoire.

De facon plus spécifique au métabolisme cérébral, il a été objectivé une augmentation de la
concentration de 24-OH cholestérol dans le plasma humain chez des patients symptomatiques,
indifféremment du stade de la maladie, par rapport aux témoins (68,69). Ce métabolite est en effet
régulé par une enzyme qui est connue pour n'étre présente qu'au niveau cérébral. Il était d'ailleurs
constaté dans la méme étude que le 24-OH cholestérol n’était pas augmenté de maniere significative
chez les sujets présymptomatiques, suggérant son importance lors du passage a la phase
symptomatique. Il n'y avait cependant pas de progression du 24-OH cholestérol entre les différents

stades de la maladie.

2.2.3. Métabolisme protéique
Le travail de Skene et collaborateurs a montré des perturbations du cycle de |'urée et du monoxyde

d'azote sur des modeles transgéniques de mouton avec une bonne discrimination entre des groupes

symptomatique, présymptomatique, et contrdle (70). Les recherches de Rodrigues et collaborateurs
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orientaient vers un dysfonctionnement du métabolisme du tryptophane sur les modeles murins, sans
que de telles altérations puissent étre confirmées sur des prélevements humains (71). Le cofacteur
NAD produit a partir de certains acides aminés, jouant un role prépondérant dans le métabolisme
énergétique, est perturbé dans le plasma et le liquide cérébrospinal chez des patients
symptomatiques (72). Il a été également démontré des déficits en acides aminés branchés (leucine,
isoleucine et valine) sur plasma humain (67,73). Ces acides aminés sont les plus fréquemment
retrouvés au sein des protéines, et leur diminution concorde avec un catabolisme protéique accru,
connu du fait de la fréquence d'une cachexie dans I'évolution de la maladie de Huntington.

Des études ont tenté de colliger les résultats entre les modeles transgéniques animaux et humains
dans le cadre d'approches multiomiques, apportant des pistes sur la perturbation du métabolisme des
acides aminés et du glutathion notamment (74).

Trés peu d'études ont donc mené ce type de recherche par approche métabolomique chez I'homme
en post-mortem ou sur plasma sanguin. Une étude métabolomique sur plasma humain n’a pas trouvé
de différences significatives entre présymptomatiques et symptomatiques, mais avec des échantillons

relativement restreints et une technique RMN non ciblée (75).
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3. Objectifs de I'étude

Comme vu plus haut, I'age de début de la maladie est variable, et la définition des premiers
symptomes de la pathologie ne se cantonne pas a une définition motrice. La définition en
conséquence d'une phase prodromale, constitue une période d'incertitude diagnostique ou des
phénomenes moteurs subtiles, des atteintes cognitives, des perturbations a I'imagerie et a la biologie
sont objectivés par les différentes études citées. L'un des enjeux majeur dans la prise en charge de la
maladie de Huntington étant la découverte d'un traitement permettant de ralentir ou stopper
I"évolution de la pathologie, il devra de préférence intervenir de la facon la plus précoce possible pour
éviter toute dégradation neuronale non nécessaire. Dans le méme temps, il ne devra pas étre
précipité sans arguments probant pour une évolution péjorative, sous peine d’une prise de risque qui
ne serait pas acceptable tant scientifiquement qu’éthiquement.

L'objectif principal de notre étude était donc d'identifier, par une approche métabolomique ciblée, un
ou des métabolites pouvant constituer un biomarqueur suffisamment discriminant entre sujets
présymptomatiques (UHDRS < 5) et symptomatiques débutants (UHDRS > 5, CFT > 10).

Les objectifs secondaires de I'étude étaient d'identifier la corrélation d’un ou plusieurs métabolites
avec I'UHDRS moteur chez les patients symptomatiques débutants (marqueur de suivi), ainsi que
d'identifier un ou des métabolites discriminants entre les sujets controles et présymptomatiques

(marqueur physiopathologique).
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METHODES

1. Données démographiques

Etaient inclus les personnes ayant un age compris entre 20 et 70 ans, et ayant fourni leur
consentement écrit signé aprés explication éclairée du protocole. Les sujets présymptomatiques
avaient un diagnostic génétique de la maladie de Huntington (CAG>36) et un UHDRS moteur < 5.
Les sujets a un stade débutant avaient un diagnostic génétique de la maladie de Huntington
(CAG>36) avec un UHDRS moteur > 5 et une CFT > 10. Les sujets contréles n’avaient aucun
argument clinique pour la maladie de Huntington (absence de mouvements anormaux involontaires
lors de I'examen neurologique, absence de troubles cognitifs significatifs au MMSE), et ne justifiant
donc pas de recherche génétique selon notre protocole.

Ont été exclus les personnes n'étant pas affiliées ou n'ayant pas droit a la sécurité sociale, privées de
liberté par décision administrative ou judiciaire, sous tutelle, n‘ayant pas donné leur consentement
éclairé et signé par écrit, les femmes enceintes ou allaitantes, ainsi que les personnes ayant participé
a un autre essai thérapeutique dans les 3 mois précédant I'inclusion.

Il était prévu initialement des effectifs de 50 personnes par groupe, soit 150 au total. Aprés
réévaluation des objectifs, par rapport a la fréquence de la pathologie, notre vitesse d’inclusion,
d'autres études métabolomiques avec des cohortes similaires ou moindres, nous avons finalement
retenu le seuil de 30 personnes par groupe pour un risque a de 5% et une puissance de 80% sur le
critere de jugement principal. Cela a également été défini comme nombre de sujets nécessaires dans
les études cliniques pour I'UHDRS moteur comme critere de jugement principal (76).

Pour chaque individu, les données anthropométriques et cliniques suivantes ont été récupérées :
genre, age, constantes, fumeur/non-fumeur, traitements concomitants, taille, poids, comorbidités,
antécédents médicaux, MMSE (Mini Mental State Examination), examen neurologique standard. Les
comorbidités psychiatriques comprenaient les troubles de I'humeur, les troubles anxieux, et les

troubles psychotiques.
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Un bilan biologique a jeun a également été réalisé comprenant numération de formule sanguine,
vitesse de sédimentation, TP, TCK, ionogramme sanguin, glycémie, créatinine, urée, protidémie,
Cholestérol (HDL/LDL) triglycérides, bilan hépatique complet avec bilirubine totale et conjuguée, T3,
T4, TSH, lactate, albumine, pHCG.

Pour les sujets présymptomatiques et symptomatiques il a également été réalisé une évaluation
clinique par I'UHDRS moteur, une évaluation de l'autonomie par la Capacité Fonctionnelle Totale
(CFT), le score fonctionnel et lindice de Barthel (évalue la dépendance), ainsi que des tests
neuropsychologiques par le test de fluence verbale PRV, le test des symboles (SMDT), et le Stroop
test (dénomination, lecture, interférence).

L'échelle PBA-short form (Problem Behaviors Assessment) a été utilisée pour évaluer la fréquence et
la sévérité des symptomes comportementaux ou psychiatriques sur les 4 derniéres semaines. Les
items étudiés dans cette échelle sont ceux de la dépression, I'apathie, l'irritabilité, I'anxiété, le délire,

I'hallucination et I'agressivité.

2. Prélevement et conservation des échantillons

Dans le service de neurologie, une prise de sang était réalisée a jeun, comprenant un bilan sanguin
standard sur 5 tubes soit 20 ml, et 4 tubes héparinés soit 30 ml pour I'étude métabolomique, donc 9
tubes comprenant environ 50 ml de sang au total.

Un échantillon biologique (1 tube de I'étude métabolomique) était traité dans le service de neurologie
(centrifugation a 2500g a température ambiante pendant 15 min a 2 reprises) puis envoyé a la
plateforme PREMMi (Pdle de Recherche et d'Enseignement en Médecine Mitochondriale) pour étre
stockés a- 20°C. Les 4 autres tubes de I'étude métabolomique ont été traités rapidement (dans la
glace puis centrifugés a 25009 a 4°C pendant 10 min) et stockés a -80°C par le CRB (Centre de
Ressources Biologiques) d’Angers.

Deux tubes destinés a I'analyse métabolomique ont été envoyés dans la carboglace (-80°C) a la

plateforme METANUTRIBIOTA Metabolomics de Lyon ou I'analyse métabolomique a été réalisée.
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3. Analyse des échantillons

Les échantillons sanguins ont été analysés de facon randomisée, en utilisant 2 kits MxP Quant 500 XL
(Biocrates Life Science AG, Innsbruck, Austria) dans un spectromeétre de masse triple quadripolaire
XEVO TQ-XS®. Cent six métabolites sont quantifiés apres une séparation chromatographique en
utilisant un systeme de chromatographie liquide de haute performance ou HPLC (High Performance
Liquid Chromatography, Waters™, Milford, Massachusetts, USA). Les 913 métabolites restants,
essentiellement des lipides, sont quantifiés sans séparation chromatographique préalable par une
méthode d'injection en flux continu ou FIA (Flow Injection Analysis). Un kit a été utilisé pour I'analyse
de 44 échantillons (septembre 2023), et un second kit pour I'analyse des 50 échantillons restants
(février 2024). La distribution des échantillons entre les 2 kits a été randomisée et ajustée sur leur
statut (controle, présymptomatique ou symptomatique).

Cette analyse globale a été développée pour quantifier 1019 métabolites, provenant de 39 classes
biochimiques distinctes qui peuvent étre classées en métabolites polaires ou apolaires. La famille des
métabolites polaires inclus 93 molécules. La famille des métabolites apolaires inclus 926 molécules
comprenant hormones stéroidiennes, acides gras libres, acylcarnitines, esters de cholestérol,
diglycérides, triglycérides, glycérophospholipides et sphingolipides. Il est important de mentionner
que les consommables, réactifs, méthodes, et instructions inclus dans le kit ont été implémentés
comme mentionné par la société Biocrates® sans modification. Ce kit confére les instructions et les
réglages exacts pour les différents parameétres de la HPLC, de la FIA, et de la spectrométrie de masse
en tandem (MS/MS). Avant |'analyse, les solvants et phases mobiles ont été préparés comme indiqué
par le fabriquant. Les prélevements sanguins, les calibrants et les controles qualités ont été déposés
sur des plaques a 96 puits, avec au préalable des étalons internes disposés dans chacun de ces puits.
Les différentes phases consistaient en une dérivatisation, extraction, et dilution, selon les instructions
du fabricant et expliquées dans le Manuel du kit. Alcaloides, amines oxydes, acides aminés, amines
biogenes et autres métabolites dérivés d'acides aminés, acides biliaires, acides carboxyliques, crésols,
acides gras, certaines hormones, dérivés d'indole, métabolites de bases nucléiques, et la choline ont

été quantifiés par LC-MS/MS en utilisant la colonne MxP Quant 500. Acylcarnitines, acides
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lysophosphatidiques (LPA), acides phosphatidiques (PA), lysophosphatidylcholines (LPC),
phosphatidylcholines (PC), lysophosphatidyléthanolamines (LPE), phosphatidyléthanolamines (LPE),
lysophophatidylglycérols (LPG), phosphatidylglycérols (PG), lysophosphatidylinositols (LPI),
phosphatidylinositols (PI), lysophosphatidylsérines (LPS), phosphatidylsérines (PS), sphinganines et
sphingosines (SPB), sphinganines et sphingosines phosphate (SPBP), sphingomyélines (SM),
céramides (Cer), dihydrocéramides (Cer d), hexosylcéramides (Hex-Cer d), dihexosylcéramides
(Hex2Cer d), trihexosylcéramides (Hex3er d), cholesteryl esters (CE), monoglycérides (MG),
diglycérides (DG), triglycérides (TG) et la somme des hexoses ont été quantifiés par FIA-MS/MS.

La quantification des métabolites a été réalisée au moyen d'une courbe de calibration a 7 points (LC-
MS/MS) ou a 1 point (FIA-MS/MS). Pour la FIA, on injecte directement dans la source du
spectrometre de masse sans séparation chromatographique préalable. Dans ce dernier cas la
méthode est dite semi-quantitative car un seul métabolite marqué sert a quantifier 'ensemble des
métabolites de la méme famille biochimique. La préparation des prélevements (utilisant 2 x 10 pL de
sérum), les instruments d‘analyses, les mesures de controle qualité, et la quantification des
métabolites ont été réalisés la encore selon les instructions du fabricant. Les données ont été
collectées avec le logiciel MassLynx® (Waters, Milford, Massachusetts, USA) et analysées avec le
logiciel Biocrates WebIDQ™(Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria). WebIDQ™ permet le
calcul de plus de 400 indicateurs métabolites quantifiables (sommes et ratios) qui aident a
I'interprétation des données. Parmi ceux-la nous avons exclu ceux dédiés au dépistage néonatal pour
ne conserver que 137 indicateurs.

La limite inférieure de quantification (LLOQ) est définie comme la valeur au-dessous de laquelle
I'incertitude sur la concentration mesurée n'est plus acceptable. Pour retenir un métabolite dans les
analyses statistiques, il devait avoir moins de 30% de ses valeurs inférieures a la LLOQ, ou avoir
entre 30% et 50% de valeurs inférieures a la LLOQ avec un test de Kruskal-Wallis significatif
(comparant la médiane entre les trois groupes). En effet, les métabolites vérifiant la deuxieme
condition sont informatifs dans notre étude méme si d'autres méthodes d'analyse devraient étre

réalisées pour les quantifier de maniere plus précise.

21



4. Statistiques

4.1. Analyses des données démographiques

Concernant les données démographiques, la plupart des variables quantitatives ne suivaient pas une
loi normale (P-value test de Shapiro-Wilk < 0.05). En conséquence le test de Kruskal-Wallis a été
utilisé pour comparer les médianes des trois groupes (contrdle, présymptomatique et
symptomatique). Pour les variables qualitatives, le test de Chi2 ou de Fischer a été employé selon la

taille de I'effectif concerné.

4.2. Analyse des données métabolomiques

Concernant les données métabolomiques, les concentrations a l'intérieur de chaque kit ont été
d'abord centrées et réduites (moyenne de 0 et écart-type de 1) pour s'affranchir d’un « effet kit »
inhérent a la variabilité éventuelle entre les deux kits utilisés. Des analyses multivariées ont été
réalisées par des méthodes non supervisées PCA (principal component analysis) afin d'identifier des
échantillons similaires et atypiques (outliers) qui ont ensuite été éliminés du reste de I'analyse
statistique.

Pour les analyses univariées, le test ANOVA a 2 facteurs sur les concentrations log-transformées a été
réalisé. Le test des étendues de Tukey a permis de desceller plus spécifiquement les groupes
responsables de la significativité du test ANOVA. Pour ces deux tests le seuil alpha a été corrigé par la
méthode de Benjamini et Hochberg afin de prendre en compte l'inflation du risque de 1% espéce.
Chaque métabolite dont la moyenne différait significativement entre les groupes comparés a été
soumis a une régression logistique (RL) afin de mieux connaitre sa capacité a discriminer les individus
présymptomatiques des symptomatiques. L'ensemble des sujets de ces deux groupes a été divisé en
un jeu d'entrainement-validation comprenant 2/3 des échantillons, et le 1/3 restant pour le jeu de
test. Dans le jeu d'entrainement-validation contenant 40 individus (20 présymptomatiques et 20
symptomatiques), nous avons construit 3360 modéles ajustés sur le sexe, chaque modele
correspondant a une combinaison de 12 individus présymptomatiques et 12 individus

symptomatiques pour le jeu d’entrainement (n=24), ainsi que 8 individus présymptomatiques et 8
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individus symptomatiques pour le jeu de validation (n=16). Avec le jeu d’entrainement-validation
plusieurs combinaisons ont été étudiées comprenant un métabolite isolément ou |'association de 2 ou
3 métabolites. L'objectif de cette étape de validation croisée était de proposer un nombre réduit de
candidats biomarqueurs potentiellement quantifiables en routine. Le parametre utilisé pour évaluer la
performance de ces modéles de RL était la surface sous la courbe ROC (AUROC) du modele appliqué
au jeu de validation, avec un seuil a 0.8 pour séparer les modéles jugés discriminants (AUROC >0.8).
Le cas échéant, un modéele de RL construit avec tous les échantillons d’entrainement-validation et les
métabolites choisis a I'issue de cette étape, a été appliqué au jeu de test. Finalement I'estimation des
coefficients de la régression logistique a été réalisé avec I'ensemble des échantillons par une méthode
de type bootstrap en incluant dans le modele final les variables age et sexe (modele complet). La
capacité discriminante de ce modéle « complet » a été comparée a celle de modeles plus
parcimonieux (en enlevant la variable métabolite, age, ou sexe) par test ANOVA pour des modeles
emboités. La significativité de ce test (p-value <0.05) indique que le modéle le plus complet est
significativement plus informatif que le modele réduit, et nous contraint a le conserver.

Un modéle multivarié supervisé de type PLS (partial least squares) comprenant une variable latente a
été appliqué, afin d’expliquer I'évolution du score UHDRS moteur a partir de I'ensemble des
métabolites dans la population des individus symptomatiques. La sélection du meilleur modele et des
métabolites impliqués (méthode emboitée) dans la corrélation entre la variable latente construite par
le modele PLS et le score UHDRS moteur a aussi été faite par I'utilisation d’'une stratégie de type
validation croisée.

Pour cela, les échantillons ont été alloués de maniére aléatoire en un jeu d’entrainement-validation
comprenant 2/3 des échantillons, et le 1/3 restant pour le jeu de test. De maniere succincte : le
modele PLS initial est construit avec les échantillons d’entrainement et contient toutes les variables
(métabolites). Les capacités prédictives de ce modele initial sont évaluées par la corrélation entre la
valeur prédite par le modele de I'UHDRS et la vraie valeur de I'UHDRS moteur pour le jeu de
validation. Ce processus est réalisé un nombre relativement élevé de fois (validation croisée) afin

d'obtenir des estimations de cette corrélation. Dans le cas olU la comparaison du coefficient de
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corrélation a zéro (P value médiane) n’est pas significative, les métabolites les moins importants sont
éliminés puis le processus est répété avec un nombre plus restreint de métabolites. L'importance de
chaque variable pour le modele final et pour la sélection de variables lors de la validation croisée a
été mesurée par le

VIP (variable importance in projection) et le loading. Le VIP mesure limportance globale du
métabolite pour le modéle, tandis que le loading mesure l'importance du métabolite dans la
construction de la variable latente. Les variables avec un VIP > 1 sont considérées comme

importantes.

4.3. Criteres de jugement

Le critere de jugement principal était la différence significative d'un métabolite du groupe
présymptomatique par rapport au groupe symptomatique aprés test univarié et correction du risque
alpha comme détaillé dans le chapitre Statistiques.

Le critere de jugement secondaire était l'importance du métabolite, mesurée par le VIP, dans la
construction de la variable latente (modéele PLS) expliquant le score UHDRS moteur chez les patients

symptomatiques.
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5. Ethique

Lors de linclusion, le consentement était recueilli par l'investigateur aprés un entretien et la
délivrance d'une lettre d'information écrite dans un langage compréhensible par le sujet. Le
formulaire de consentement expliqué était ensuite signé en 2 exemplaires par les différents partis.
Les individus avaient la possibilité de retirer leur consentement ou demander a sortir de I'étude a
n‘importe quel moment et quelle qu'en soit la raison. L'investigateur pouvait interrompre
temporairement ou définitivement la participation d'un sujet a I'étude pour toute raison qui servirait
au mieux les intéréts de l'individu. Compte tenu de la nature transversale de I'étude, il n'était pas
prévu de comité de surveillance indépendant.

Les données ont été recueillies de maniere codée, les participants étaient identifiés par un numéro
composeé d’une lettre selon le type de sujet (A: présymptomatique, B: symptomatique, C: controle) et
d’'un numéro d'ordre d'inclusion. Une liste de correspondance était conservée sous la responsabilité
de l'investigateur principal du centre.

Le dossier de I'étude a été soumis au Comité de Protection des Personnes (CPP), et a été enregistré
sur le registre Commission Nationale Informatique et libertés (CNIL) des « Traitements a finalité de
recherche ou réalisés dans le cadre de la recherche » du CHU d'Angers. L'étude a été validée comme

recherche interventionnelle avec risques et contraintes minimes (catégorie 2).
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RESULTATS

1. Caractéristiques de la population

Les sujets ont été recrutés au CHU d’Angers entre 2017 et 2023 sur la base du volontariat apres
présentation concise du protocole d'étude. Pour I'analyse de population, 2 individus ont d{i étre exclus
pour dossier non conforme. Pour I'analyse des données, 6 sujets ont été exclus : 4 pour hémolyse du
prélevement (1 controle, 2 présymptomatiques, et 1 symptomatique), 1 symptomatique pour
hypertriglycéridémie majeure, et 1 symptomatique pour déclaration de grossesse en cours de

protocole.

Patients volontairesrecrutés au
CHU d’Angers de janvier 2017 a
décembre 2023 :
n=102

| Patients noninclus :
- .
- 2 dossiers non conformes

Patients inclus dans I'analyse de
population:
n=100

Patients exclus :

- 4 prélevements pour hémolyse

> - 1 prélevementpour
hypertriglycéridémie majeure

- 1 prélevement pour gestation

Patients analysés dans I'étude :
n=94

Figure 3 : Diagramme de flux a l'inclusion
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Les caractéristiques de la population d'étude sont décrites dans le Tableau I et II. Les
présymptomatiques (39 ans, p=0.02) étaient en moyenne significativement plus jeunes que les
symptomatiques (46 ans) et controles (44 ans). Il y avait une majorité de femmes dans le groupe
contréle (76.7%, p = 0.03) comparé aux groupes présymptomatique (44.4%) et symptomatique
(52.9%). Il n'existait en revanche pas de différence significative entre les groupes sur le poids, la
taille et I'IMC. Le MMS était significativement plus bas chez les symptomatiques (27/30, p < 0.01)
comparé aux présymptomatiques (28.7/30) et controles (29.4/30). Il existait une différence
significative pour I'antécédent d’hypothyroidie chez les contréles (5 individus, p = 0.03), comparé aux
présymptomatiques (0 individus) et symptomatiques (2 individus), mais il n'existait pas de différence
significative sur la TSH. Il y avait une différence non significative sur les antécédents psychiatriques
entre symptomatique (10 patients, p = 0.07) comparé aux contrdles et présymptomatiques. Il n'y
avait pas de différence significative sur les antécédents de dyslipidémie, diabete et hypertension
artérielle. Il n'y avait pas de différence significative au niveau des traitements sur la prise de
neuroleptiques ou de statines. Il n'y avait pas non plus de différence significative sur le taux
d'albumine, de LDL-c, ou de triglycérides.

En données complémentaires parmi les symptomatiques, les premiers symptomes étaient survenus
en moyenne 4 ans avant leur inclusion dans I'étude (écart-type de 3.0 ans), avec un age moyen au

début des symptomes de 41 ans (écart-type de 11.1 ans).
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Tableau I : Caractéristiques générales de la population (moyenne avec écart-type, ou pourcentage)

Variables C?rr‘\:rzﬁglgs Présynzgt=03n;;|tiques Symp(tno=n;a1t)iques P-value
AR 44 (12.8) 39 (10.9) 46 (10.7) 0,021*
Homme (%) 23,3 55,6 47,1 0,026*

Taille (cm) 166 (8.8) 168 (10.7) 168 (8.3) 0,49

Poids (kg) 66,5 (12.9) 70,3 (19.1) 66,0 (19.4) 0,54
IMC (kg/m?2) 24,0 (4.3) 24,5 (4.6) 23,7 (7.2) 0,37

MMS 29,4 (1.1) 28,7 (1.7) 27,0 (3.1) < 0,01%*
Dyslipidémie £ 3 0 0,16
Diabéte 1 0 0 0,30
Hypertension artérielle £ 2 2 0,79
Hypothyroidie > 0 2 0,022%
Antécédents 2 7 10 0,059
psychiatriques
Neuroleptiques 0 2 2 0,67
Statines 2 3 0 0,21
Albumine (g/I) 45.1(3.5) 45.4 (3.3) 44.8 (3.9) 0,68
LDL-c (g/1) 3,0 (0.9) 3,2 (0.9) 3,3 (0.9) 0,37
Triglycérides (g/1) 1.0 (0.6) 1.0 (0.4) 1.1 (0.7) 0.49
TSH 1.7 (0.8) 1.9 (1.0) 2.02 (1.1) 0.46
* < 0.05; **<0.01
Comme attendu, il existait une différence significative sur I'UHDRS moteur entre les

présymptomatiques (1.11, p < 0.01) et les symptomatiques (18.94) ; ainsi que sur I'ensemble des

échelles cognitives. Il n‘existait en revanche pas de différence au niveau des échelles psychiatriques

entre les groupes présymptomatique et symptomatique, et il n'y avait notamment pas de patient

avec antécédent de psychose.
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Tableau II : Caractéristiques génétiques et cliniques de la population (moyenne avec écart-type)

Variable Présyn(1||:t=o3ng?tiques Symp(tno=m3a4t)iques P-value
Répétitions CAG 43,0 (3.0) 44,7 (3.4) 0.035
UHDRS moteur 1.1 (1.5) 18.9 (12.2) < 0.0001

CFT 13.0 (0.0) 12.5 (0.7) < 0.0001
Score fonctionnel 25.0 (0.0) 24.4 (1.0) < 0.001
Echelle de dépendance 100.0 (0.0) 95.6 (7.8) < 0.01
Fluence verbale (mots) 45.4 (12.5) 35.8 (14.4) < 0.01
Reconnaissance symboles 51.71 (9.3) 37.18 (11.8) < 0.0001
Stroop test dénomination 96.1 (14.1) 68.3 (12.0) < 0.0001
Stroop test lecture 94.3 (11.5) 75.6 (14.4) < 0.0001
Stroop test interférence 50.9 (14.4) 33.6 (9.4) < 0.0001
TMT A (temps) 26.2 (14.7) 48.4 (27.9) < 0.0001
TMT B (temps) 48.3 (15.8) 100.7 (55.4) < 0.0001
Dépression 1.5 (3.1) 3.2 (5.2) 0.13
Irritabilité 0.5 (1.3) 1.2 (2.8) 0.27
Psychose 0.0 0.0 NA
Apathie 0.1 (0.4) 0.6 (1.6) 0.29
Fonctions exécutives 0.1 (0.7) 1.1 (3.2) 0.14
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2. Analyses métabolomiques

2.1. Analyse en composantes principales

684 métabolites ont remplis les critéres d’acceptabilité et ont été utilisés dans les analyses
statistiques univariées et multivariées. L'analyse en composantes principales a montré une variabilité
analytique (représentée par les pools) inférieure a la dispersion biologique des individus pour les deux
kits, comme on peut le voir sur la Figure 4. Un échantillon a été considéré comme outlier car
dépassant la borne 99% de Hotelling. Il s'agit d'un patient symptomatique avec une

hypertriglycéridémie majeure qui a donc été exclu des analyses ultérieures.

[ Contréle PC2 [} Controle
Il Pool 20 ° Il Pool
Présymptomatique 15 4 Présymptomatique
[l Symptomatique © (] ® ‘ [l Symptomatique
5 .O 0 oo (]
,LPC1 ’6 ° °
-5 () o ([ ]
-10 @ Q O . (]
([}
s e Q
= @
-20

Figure 4 : PCA pour le kit 1 (A) et le kit 2 (B). PC : composante principale

2.2. Métabolites discriminants entre les 3 groupes

Les p-values corrigées de I'ANOVA ont mis en évidence 22 lipides dont la concentration variait
significativement entre les 3 groupes (Tableau III) : 5 esters de cholestérol (CE 16:1, CE 17:1, CE
18:1, CE 18:3 et CE 22:5), 4 lysophosphatidylcholines (LPC 16:1, LPC 20:3, LPC 26:0 et LPC 26:1), 2
phosphatidylcholines (PC 32:1 et PC 34:1), 3 lysophosphatidyléthanolamines (LPE 20:3, LPE 20:4 et
LPE 22:4), 2 phosphatidyléthanolamines (PE 34:4 et PE 44:12), 2 phosphatidylsérines (PS 34:2 et PS
36:4) et 4 phosphatidylinositols (PI 16:0_17:0, PI 16:0_17:2, PI 16:0_22:1 et PI 18:0_22:0).

Le test de Tukey a montré que 20 de ces 22 lipides étaient significativement différent entre les
groupes présymptomatique et symptomatique. De plus, la moyenne du PE 44:11 était
significativement différente entre ces deux groupes (Tableau III). Il n'y avait en revanche pas de

différence significative entre groupes controle et présymptomatique, ni entre groupes controle et
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symptomatique. Nous nous sommes donc focalisés sur la comparaison des groupes
présymptomatique et symptomatique pour la suite des analyses.

Tableau III : Moyenne (umol/L) des métabolites significativement modifiés

Controles Présymptomatiques Symptomatiques P-value P-value (Tukey)
Métabolites (n=29) (n=34) (n=31) (ANOVA) symptomatiques VS
générale présymptomatiques
CE 16:1 51,49 43,37 70,05 <0,0001 <0,0001
CE17:1 3,41 2,88 4,06 <0,01 <0,01
CE 18:1 206,69 196,11 270,61 <0,01 <0,01
CE 18:3 41,09 38,02 54,73 <0,001 <0,001
CE 22:5 1,07 1,13 1,44 <0,01 0,0135
PE 34:4 0,05 0,03 0,06 <0,001 <0,001
PE 44:11 0,07 0,05 0,07 0,0029 <0,01
PE 44:12 0,11 0,09 0,14 <0,001 <0,001
LPE 20:3 0,11 0,09 0,15 <0,0001 <0,0001
LPE 20:4 1,01 0,97 1,15 <0,01 <0,01
LPE 22:4 0,17 0,14 0,19 <0,001 <0,001
PC32:1 17,53 14,36 21,16 <0,001 <0,001
PC 34:1 207,00 196,20 238,13 <0,01 <0,01
LPC 16:1 2,53 2,28 2,99 <0,001 <0,001
LPC 20:3 1,81 1,82 2,33 <0,01 0,0067
LPC 26:0 0,27 0,23 0,29 <0,001 <0,001
LPC 26:1 0,30 0,26 0,32 <0,001 <0,001
PS 34:2 0,04 0,02 0,04 <0,01 <0,01
PS 36:4 0,14 0,13 0,16 <0,001 <0,001
PI 16:0_17:0 1,01 1,43 0,51 <0,01 <0,01
PI 16:0_17:2 27,21 27,45 32,01 <0,001 <0,01
PI 16:0_22:1 1,12 1,54 0,80 <0.01 <0,01
PI 18:0_22:0 4,36 6,19 2,20 <0,01 <0,01
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Parmi 137 ratios et sommes analysées, 4 étaient modifiés de fagon significative aprés correction du
risque de premiére espece : la somme des lysophosphatidylcholines a trés longue chaine (3 VLCFA-
LPC), la somme des phosphatidylcholines monoinsaturés (X MUFA-PC), le ratio entre la somme de
phosphatidylcholines polyinsaturées et les phosphatidylcholines mono-insaturées (PUFA-PC/MUFA-
PC), et la somme des esters de cholestérol mono insaturés (3 MUFA-CE), disponible également sur le

Tableau IV.

Tableau IV : Moyennes des sommes (umol/L) et ratios significativement modifiés entre

présymptomatiques et symptomatiques en ANOVA

Sommes et Présymptomatiques Symptomatiques P-value
ratios (n=34) (n=31)

2 VLCFA-LPC 0,65 0,78 < 0,01
2 MUFA-PC 279,63 337,94 < 0,001
PUFA-PC / 4,11 3,68 <0,001

MUFA-PC
2 MUFA-CE 241,76 343,96 <0,01
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2.3. Séparation entre groupes présymptomatique et symptomatique
par un modeéle de régression logistique

Le modéle de régression logistique a permis d'identifier 2 métabolites dans le passage de la forme
présymptomatique a symptomatique aprés validation croisée avec une AUROC >0.8 dans I'ensemble
de validation. Il s'agissait du métabolite LPC 16:1 avec une AUROC de 0.82 (p =0.027), et du

métabolite PC 32:1 avec une AUROC de 0.82 (p=0.048) représentés en Figure 5.
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Figure 5 : Histogramme de I'AUC de la regression logistique incluant LPC 16:1 (a gauche) ou PC
32:1 (a droite)

Il existe de plus une corrélation positive entre la LPC 16:1 et la PC 32:1 (coefficient de corrélation
partielle 7pcig .1 pc32:1 = 0.88, p-value <0.001). Du fait de cette redondance nous avons choisi la LPC

16:1 comme potentiel biomarqueur discriminant entre les groupes présymptomatique et
symptomatique.

Le modéele complet retenu pour la régression logistique contient la LPC 16:1, I'age et le sexe.

En recherchant le modéle le plus réduit en termes de variables d'intérét, c’est le modele de régression
logistique contenant la LPC 16:1 et I'age qui est resté le plus informatif comparé au modéle complet
(p = 0.063). Les p-values médianes des modeles réduits ne contenant pas I'age ou la LPC 16:1
étaient respectivement de 0.00656 et 1.37°-12, ne permettant donc pas d’exclure ces variables.

Le modele de régression logistique ainsi retenu est :

Logit Pr(Symptomatique)= -7.19 + 2.077(LPC 16 :1) + 0.045xage
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2.4. Corrélation entre métabolites et UHDRS moteur dans le groupe
symptomatique

Un modele supervisé de type PLS a une variable latente construit avec 60 métabolites a été obtenu
par validation croisée. Dans ce modele avec les patients symptomatiques, la variable réponse est le
score UHDRS moteur. La corrélation de Spearman entre les valeurs du (vrai) score UHDRS moteur et

les valeurs prédites par le modele est de 0.86 (Figure 6).
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Figure 6 : Graphique représentant le score UHDRS moteur (abscisses) et I'approche de ce score par

le modele PLS (ordonnées) contenant 60 métabolites chez tous les symptomatiques

Les valeurs de VIP et de loadings obtenues par bootstrap sont données dans le Tableau V. Les 17
métabolites les plus importants (VIP > 1) dans la construction de la variable latente sont représentés
Figure 7. Parmi ces métabolites, la glutamine (GIn) corréle positivement avec I'UHDRS moteur. Les
métabolites qui corrélent négativement avec le score UHDRS moteur sont des lipides : six
phosphatidylcholines (PC) dont une plasményicholine (PC-O 38:0) et 3 PC avec 6 insaturations (PC
36:6, PC 40:6 et PC 38:6), la myristoyl-lysophosphatidylcholine (LPC 14:0), deux
phosphatidyléthanolamines dont la PE 44 :12 (PE 22:6/22:6) et une plasményléthanolamine (PE-P
16:0/22:6), un phosphatidylinositol (PI 18:0/18:1), deux céramides (Cer 18:0/22:0 et Cer

18:0/24:1) et deux monohexosylcéramides (Hex-Cer 16:1/20:0 et Hex-Cer 16:1/22:0) ainsi que 2
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triglycérides (TG 16:0/34:0 et TG 18:0/32:0). A noter que ces deux triglycérides sont tres

probablement des isoméres de position contenant chacun deux résidus palmitoyls (16:0/16:0) et un

résidu oléyl (18:0).
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Figure 7 : VIP des métabolites selon leur corrélation avec I'UHDRS moteur (significatif si > 1)
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Tableau V : Valeurs des VIP et loadings pour les métabolites les mieux corrélés a 'UHDRS moteur

Métabolites Loading VIP
PC 36:6 -0,169613202 1,313818213
PI 18:0_18:1 -0,166155457 1,287034633
TG 16:0_34:0 -0,164888662 1,277222081
Glutamine 0,160226336 1,241107859
PC 32:2 -0,154488424 1,196662186
PE.P 16:0_22:6 -0,152217101 1,17916025
PC 40:6 -0,151177334 1,171014594
LPC 14:0 -0,150021555 1,162061967
PC 38:6 -0,148323621 1,148909828
PE 44:12 -0,141379055 1,095117452

Hex.Cer d16:1_20:0
PC.O 38:0
PC 30:0
Hex.Cer d16:1_22:0
Cer d18:0_24:1
Cer d18:0_22:0

TG 18:0_32:0

-0,134609591
-0,13463221
-0,1337041
-0,132930395
-0,132483698
-0,131508084

-0,130363814

1,043294386
1,042856616
1,035667508
1,029758261
1,027429976
1,018683052

1,00979376
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DISCUSSION ET CONCLUSION

1. Discussion des résultats

Les dernieres études avaient davantage insisté sur des perturbations du cycle de Krebs, d'éléments
de la chaine respiratoire, ou de dérivés de la kynurénine intervenant dans la voie de la dopamine en
usant notamment de modéeles animaux. Comme dans notre étude, il a déja été décrit des
perturbations sur les phosphatidylcholines (PC) et lysophosphatidylcholines (LPC), qui étaient
d‘ailleurs majoritairement saturées ou monoinsaturés (66), ainsi que des diminutions d’esters de
cholestérol a acides gras estérifiés monoinsaturés (77). Il a également été démontré, essentiellement
sur des modeles animaux, une augmentation de la glutamine avec I'évolution de la pathologie,
processus supposé commun a plusieurs maladies neurodégénératives (78). Les analyses de la
lipidomique étaient cependant limitées avec les techniques utilisées, et la population d’étude ne
concernait pas de fagon spécifique des patients en début de maladie.

Notre étude a mis en évidence une signature lipidique encore non décrite a notre connaissance. En
effet, les glycérophospholipides dont la téte polaire est faite d’éthanolamine n’avaient pas été
mentionnés dans la littérature avec une longueur et un nombre d‘instaurations aussi importants. Ceci
pourrait s'expliquer par la couverture plus limitée des anciennes analyses ciblées n‘incluant pas des
lipides polyinsaturés a longue chaine de cette classe. Les phosphatidyléthanolamines (PE) et leurs
dérivés les lysophosphatidyléthanolamines (LPE), sont principalement retrouvées au niveau de la
couche interne des membranes cellulaires, et au niveau de la couche externe des vésicules
extracellulaires (79). Une déplétion en phosphatidyléthanolamine a déja été mesurée sur des tissus
port-mortem de patients atteints de la maladie de Huntington (80). Les acides gras a longue chaine
sont particulierement présents au niveau du systéme nerveux central, et leur présence dans le
plasma sous forme de PE et LPE pourrait signifier leur excrétion du cerveau sous forme de vésicules
extracellulaires.

Les vésicules extracellulaires sont des ultrastructures particulieres ayant plusieurs fonctions,

notamment la transmission de molécules (vésicules synaptiques, ou exosomes), et la formation de
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corps apoptotiques (apoptosomes) (81). Les vésicules extracellulaires ont été identifiées comme
jouant un réle important dans I'évolution de la maladie, ol la huntingtine est retrouvée au sein de la
matrice et de la membrane des vésicules extracellulaires dans le plasma (82). De plus il a été montré
que la huntingtine mutée interagissait davantage avec des molécules de phosphatidylinositol et de
phosphatidyléthanolamine comparé a la huntingtine sauvage sur des cellules de modéle murin muté
(83). Les cellules neuronales ne produisant pas de lipoprotéines, et les acides gras observés étant
présents essentiellement au niveau du tissu cérébral, il est plus probable que nos observations
proviennent de ces vésicules extracellulaires pour les phosphatidyléthanolamines.

Nous avons retrouvé plus particulierement des phospholipides contenant de I'acide
docosahexaénoique (DHA) caractérisé par une chaine de 22 carbones avec 6 insaturations (C22:6),
dont le cerveau est particulierement pourvu (84), et dont la déplétion a déja été prouvé dans le
plasma de patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou de déficit cognitif modéré (85). Les
phospholipides en contenant comme la PE 44:12 (PE 22:6/22:6) ou PE 44:11 (22:6/22:5),
discriminant entre les stades présymptomatique et symptomatique débutant dans notre étude,
peuvent étre des biomarqueurs tres intéressant pour anticiper I'entrée en phase symptomatique. Sur
un plan biophysique il est établi que les phosphatidyléthanolamines contenant du DHA, a fortiori
celles contenant deux résidus docosahexaénoyl comme la PE 44:12, privilégient une structure
hexagonale plutot qu’une structure en bicouche, changeant les propriétés de surface membranaire et
favorisant la formation de vésicules extracellulaires (86).

Nous avons identifié d'autres phospholipides dont la concentration diminuait avec I'aggravation de la
maladie contenant explicitement (PE P16:0/22:6) ou potentiellement (PC 36:6, PC 38:6 et PC 40:6)
du DHA. A noter que parmi les variables qui sont aussi importantes pour le modéle PLS avec un VIP >
0.8 on retrouve le DHA libre (FA 22:6), la PE 40:6, la PE P 18:0/22:6 et la PE P 18:1/22:6. Toutes
ces molécules sont négativement corrélées avec I'UHDRS moteur.

Le DHA peut également constituer une cible thérapeutique privilégiée. Il a en effet été démontré que
I'utilisation de DHA ou d'acide eicosapentaénoique (EPA) permet de modifier considérablement la

dynamique des membranes cellulaires (87).
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Des essais thérapeutiques ont déja été réalisés avec I'EPA (C20:5) dans la maladie de Huntington. Un
premier essai publié en 2005 n'avait pas réussi a démontré d’efficacité en intention de traiter mais en
per protocole a 1 an sur I'UHDRS (88). Il y a eu par la suite un double essai publié en 2008 par le
comité Huntington Study Group dans le cadre de I'étude TREND-HD : l'un sur une population
américaine qui a démontré |'efficacité de I'EPA sur I'UHDRS a 1 an mais sur un essai réalisé en ouvert
ne permettant pas de conclure formellement (89), et I'autre sur une population européenne ne
retrouvant pas d'efficacité de I'EPA sur I'UHDRS a 6 mois (90).

Au-dela d'un potentiel thérapeutique qui reste donc a démontrer, les phospholipides contenant des
acides gras polyinsaturés a longue chaine comme la PE 44:11 et PE 44:12, pourraient étre des
marqueurs intéressant pour aider a I'anticipation de I'arrivée en phase symptomatique, avec |'objectif
global d'offrir la meilleure fenétre thérapeutique dans le cadre d'un essai clinique.

Bien que la plupart des métabolites discriminants soient plus élevés chez les individus
symptomatiques débutants par rapport aux présymptomatiques dans notre étude, c’est bien leur
diminution qui est corrélée a I'UHDRS moteur, et qui est retrouvé a des stades plus avancés dans
d'autres études (66). Dans ce sens, parmi les 53 métabolites avec un VIP > 0.8 dans le modéle PLS
nous retrouvons la LPC 16:1 et la PC 32:1 dont les concentrations diminuent avec I'augmentation de
I'UHDRS moteur. Il faut noter qu'il existe trés probablement un lien biochimique directe entre ces
deux glycérophospholipides (PC 32:1 = LPC 16:1 + FA 16:0, réaction catalysée par la phospholipase
Al). Cela suggere donc un switch physiopathologique dans la dynamique de I'excrétion de ces
métabolites lipidiques, qui surviendrait durant la phase symptomatique débutante, potentiellement
par épuisement de leur réserve dans l'organisme dont on peut supposer une origine en partie

cérébrale au vu des études post-mortem (91).
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2. Forces et limites de I'étude

Notre étude comporte des limites inhérentes a I'analyse transversale des données, ne permettant pas
d'évaluer de facon simple I'évolution des métabolites d’un patient dans le temps. Cependant ce
manque d'information longitudinal est contrebalancé par une technique de prélevement sanguin
systématique et précise (prélevement a jeun, temps d'acheminement réduit), permettant une
excellente comparaison des résultats entre les individus. Comparaison d'autant plus forte que les
patients symptomatiques étaient tous considérés en phase débutante, donc avec une certaine
homogénéité du groupe symptomatique sur le plan fonctionnel. De plus la réalisation de I'évaluation
clinique et des tests neuropsychologiques étaient réalisés de facon rapprochée par rapport au
prélevement sanguin, permettant d’avoir une relation trés fiable entre I'état clinique d’'un patient et
son état métabolique a un instant donné.

Il s'agit de patients suivis régulierement au CHU d’Angers, dont le suivi longitudinal clinique est donc
assuré, et pourra éventuellement mener a des études complémentaires pour affiner la corrélation
entre I'évolution des métabolites et I'évolution des signes cliniques moteurs ou neuropsychologiques.
Il existe également une limite de disparité sur le sex ratio dans le groupe controle avec seulement 7
hommes pour 22 femmes, pouvant limiter I'objectivation de métabolites discriminant entre ce groupe
et le groupe présymptomatique ou symptomatique, et ne nous permettant pas de répondre a cet
objectif secondaire.

La taille relativement faible de la cohorte représente également une certaine limite, a modérer avec la
prévalence de la maladie de Huntington dans la population générale, et les objectifs d'effectifs
recommandés par la littérature pour la constitution d’essais cliniques avec I'UHDRS en critere de

jugement principal (76), qui reste concordant avec les effectifs de notre étude.
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3. Perspectives

Par rapport a ce qu'il a été énoncé, I'objectif d'identifier plus particulierement la contenance en acides
gras au sein des phospholipides significativement modifiées entre présymptomatiques et
symptomatiques semble étre une piste prometteuse pour confirmer les hypothéses générées par les
résultats de notre étude. Cela permettrait d'affirmer plus concrétement les variations supposées du
pool de DHA incorporés a certains phospholipides comme la PC 36:6, PE44:11 ou PE44:12. Une
collaboration a d‘ailleurs été engagée dans ce sens avec un laboratoire ayant mis au point une
analyse fine des différentes especes lipidiques présentes dans le plasma afin d'identifier la
composition précise en acide gras de chaque phospholipide (92).

Une autre question essentielle subsiste quant a la nature de ces résultats dans le plasma. Nous ne
pouvons effectivement pas affirmer avec certitude |'origine de leur production, le plasma sanguin
recueillant globalement I'ensemble des métabolites produits par I'organisme. De ce fait, des études
sur un tissu ayant des propriétés similaires aux neurones d‘individus Huntington débutants et
présymptomatiques serait une bonne source d'information de la provenance des métabolites que
nous avons identifiés dans le plasma. Des études sur du tissu post-mortem ont déja apporté des
éléments de réponse (93,94), mais concernent des populations de patients Huntington naturellement
bien plus avancées que dans notre étude. Pour s’approcher au mieux de la métabolomique de
patients Huntington débutants, nous menons actuellement un projet sur des cultures cellulaires de
striatum murin transfectées du gene HTT muté humain, ayant déja été exploré dans le domaine de la
métabolique (62,95). L'objectif de ces explorations sera d‘identifier des métabolites similaires a ceux
retrouvés dans le plasma humain. Cet objectif pourra étre éventuellement complété par des résultats
sur des cultures de cellules fibroblastiques provenant de patients Huntington débutants,
secondairement dédifférenciées en neurone du striatum (96). Dans le méme objectif d‘identification
de la provenance des métabolites, par extrapolation au tissu cérébral quelques résultats proviennent
d'études sur du LCS de patients Huntington (72,97). Mais ces études sont bien plus rares que celles
concernant le plasma humain, et sont difficles a mettre en place du fait de la disponibilité

relativement moins aisée du LCS comparé au plasma ou fibroblastes de patients.
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Enfin des études prospectives par le recueil de plusieurs prélevements sanguins espacés dans le
temps permettra de mieux caractériser |'évolution des métabolites dans les différentes phases de la
maladie, avec des débuts de résultat intéressant sur une étude trés récente (77), approche que nous
tentons de développer également au CHU d’Angers.

De plus, nous envisageons une exploration de la dynamique des vésicules extracellulaires d'origine

neuronale dans le plasma de patients Huntington aux différents stades de la maladie.

4. Conclusion

Cette étude a donc permis de retenir une vingtaine de métabolites lipidiques discriminant dans le
passage de la forme présymptomatique a symptomatique débutant, dont certains n'étaient pas
identifié dans les explorations métabolomiques précédentes. Nous avons choisi la palmitoléyl
lysophosphatidylcholine (LPC 16:1) comme un candidat biomarqueur séparant ces deux formes.
L'étude a permis également dans ses objectifs secondaires d'identifier I'évolution de certains de ces
métabolites dans la phase débutante de la maladie, notamment la PE 44:12 et d'autres
glycérophospholipides enrichies en acide docosahexaénoique (DHA). Nos résultats s'inscrivent donc
plus largement dans la recherche mécanistique et de biomarqueurs dans la maladie de Huntington,
en compléments des biomarqueurs déja proposés, afin d‘anticiper au mieux l'arrivée en phase
symptomatique, et donc proposer une fenétre thérapeutique optimale pour I'inclusion dans les essais

cliniques.
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ANNEXE 1 : UHDRS MOTEUR (TMS)

UHDRS Moteur

Vertical

16 [

Horizontal
1. Poursuite oculaire la.|:|
0 = normale (compléte)
1 = saccadée
2 = poursuwites inferrompues mais complétes
3 = amplitude incompléte
4 = poursuite impossible

Vertical

2] ]

Horizontal
2. Début de saccade 2a. |:|
0 =normal
1 = latence augmentée (1solée)
2 = mouvements de la téte ou chgnements répressibles
3 = mouvements de la téte ou clignements urépressibles
4 = itiation de saccade impossible

Vertical

3] ]

Horizontal

Ea_|:|

3. Vitesse de saccade

0 = normal

1 = léger ralentissement

2 = ralenfissement net

3 = fort ralenfissement. saccade compléte
4 = saccade mcompléte

4. Dysarthrie 4[]
0 = normal
1 = discutable, non nécessatre de fare répéter
2 = nécessité de fawre repéter pour comprendre
3 = quasument mcomprehensible
4= anarthrie

ST
0 = peut tenur la langue complétement protruse pendant 10 s
1 = peut tenur la langue complétement profruse moms del0s
2 = peut tenur la langue completement protruse moms de 5 s
3 =ne peut pas sorfir la langue completement

4 = ne peut pas passer la langue au-dela des levres

5. Protrusion de la langue

Droite Gauche
@[] e[ ]
0 =normal (> ou = 15/5 secondes)
1 = petit ralentissement ( 1 1 a 14/5 secondes) ou légére
reduction d'amphiude
2 =7 a 10/5 secondes. Atteinte nette. Fatigue certame et
précoce. Pauses éventuelles an cours du mouvement
3 = Atteinte sévére, fréquentes hésitations a linitiation
ou pauses en cours de mouvements (3 a 6/5

secondes)
4 = peut a peme faire le mouvement (0 a 2/5 secondes)

6. Opposition pouce-index

Gauche

(.

Droite

al ]

7. Prono-supination

0 = normal

1 = léger ralenfissement et/ou mrégularité

2 = ralenfissement et/ou urégulante nefs

3 = ralenfissement et/ou wrégularnté séveres
4 = impossible

3]

8. Luria (pomg-tranche-paume)
0 == ou=4/10 secondes sans indice verbal
1 = <4/10 secondes sans indice verbal
2 == ou=4/10 secondes avec imndice verbal
3 =< 4/10 secondes avec indice verbal
4 = impossible

Gauche

ob[ |

Droite

9a |

9. Rigidité des bras

0 = absente

1 = légére ou présente seulement lors de l'activation
2 = légére & modérée

3 = sévére, constante au cows du mouvement

4 = gavére et limitation du mouvement

0l ]

10. Bradvkinésie
0 = normal
1 = peut-étre normal, discrétement ralent:
2 = légérement mais clarement ralenti
3 = nettement ralenti, quelques hésitations
4 = trés lents, longs retards a I'mifiation des
mouvements



13. Marche

11. Dvstonie maximale

0 = absente
1 = intermuttente/légére
2 = mtemnuttente/nette, ou habifuellement présente/légére
3 = habituellement présente
4 = permanente/sévére
11a. Tronc
11b. Bras droit
11c. Bras gauche
11d. Jambe droite
11e. Jambe gauche

12. Chorée maximale

0 = absente
1 = intermuttente/légére
2 = mtemuttente/nette, ou habifuellement présente/légere
3 = habrtuellement présente
4 = permanente/sévére
12a. Face
12b. bucco-oro-lmgual
12e. Tronc
12d. Bras dront
12e. Bras gauche
12f Jambe droite
12g Jambe gauche

B3]

0 = normale

1 = lente, polygone de sustentation élargi

2 = polygone de sustentation élarg: et difficulté 8 marcher
3 =ne marche quavec une aide

4 = ne peut pas marcher

14. Marche en tandem

0 =normale sur 10 pas

1 =1 a3 déwiations de la ligne
2 == 3 déwiations

3 = ne peut pas termumer ['épreuve
4 = ne peut pas l'enfreprendre

4]

15. Rétropulsion 15[ ]
0 = normal
1 = anormal maus se récupére de lw-méme
2 = tomberait s1 on ne le retenait pas
3 =a tendance a tomber spontanément

4 = ne peut pas tenir debout

16. Degré de confiance du diagnostic 16 |
Quel est votre degré de certitude sur la présence dun
desordre extrapyranudal sans autre cause évidente que la
MH chez ce patient ?

0 =PAS de désordre

1 = anomahes mofrices non-spécifiques (< 50 % de
certifude)

2 = anomalies mofrices qui pourraient éire des
signes de MH ( 50< -< 89 % de certituds)

3 = anomalies motnices probablement associees a la
MH (90 < - < 98% de certitude)

4 = anomalies motrices lites a laMH (> ou=99%
de cerfitude)

SCORE MOTEUR=| | | |/ 124



ANNEXE 2 : CFT

ECHELLE DE CAPACITE FONCTIONNELLE TOTALE (CFT)

1. Travail

0 = incapable

1 = uniquement marginal

2 = capacité dmunuée mais dans le travail habituel
3 =capacité normale

2. Gestion des finances I:I

0 = incapable
1 = assistance majeure
2 = assistance légere

3 = capacité normale

3. Taches domestiques
(faire la lessive, mettre le table, cuisiner...)

0 = incapable
1 = difficile
2 = capacité normale

4. Activites devie quotidiennes
(manger. s habiller. se laver)

0 = aide pour tout

1 = aide pour certamnes taches
2 = altération mimimale

3 = capacité normale

5. Environnement requis I:I

0 = nursing continu
1 = domueile ou structure de soins chromques
2=adomicile

Sources d’information
Ces capacités fonctionnelles ont été établies a
partir d"informations données par :

1 = le patient seul

2 = le patient et sa famille

SCORE CFT=| | |/13
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METABO-HD : Approche métabolomique ciblée dans la maladie de Huntington chez

des sujets présymptomatiques et symptomatiques débutants

Introduction : La maladie de Huntington (MH) est une maladie génétique neurodégénérative touchant 1 personne sur 10
000 en Europe de I'Ouest. Elle est causée par une expansion de triplets CAG dans le géne HTT, entrainant un
dysfonctionnement de la protéine huntingtine, et a terme une neurodégénérescence. A ce jour, il n'existe pas de traitement
efficace pour ralentir la progression de la maladie. Les répétitions CAG ne peuvent expliquer qu'environ 50 a 70 % de
I'apparition des symptomes moteurs. Des biomarqueurs sont donc en cours de développement pour anticiper la transition
entre stade présymptomatique et symptomatique débutant. Ces biomarqueurs permettront une classification plus détaillée
de la MH avant l'inclusion dans les essais cliniques.

Méthodes : 34 symptomatiques débutants (UHDRS > 5, CFT > 10), 31 présymptomatiques (UHDRS < 5, CFT = 13), et 29
témoins (MMS > 27 et pas de mouvement anormal) ont participé a cette étude portée par le CHU d'Angers (France) entre
2017 et 2023. Une analyse métabolomique ciblée d'échantillons de plasma a jeun a été réalisée avec la technologie Biocrates
MxP 500 XL destinée a quantifier jusqu'a 1019 métabolites.

Résultats : 21 lipides étaient discriminants entre les sujets présymptomatiques et symptomatiques débutants dont 4 esters
de cholestérol (CE), 3 lysophosphatidylcholines (LPC), 2 phosphatidylcholines (PC), 3 lysophosphatidyléthanolamines (LPE), 3
phosphatidyléthanolamines (PE), 4 phosphatidylinositol (PI), 2 phosphatidylsérines (PS). A I'exception de trois espéces de PI,
les 18 autres étaient relativement augmentées chez les symptomatiques débutants. La régression logistique a montré que
LPC 16:1 était le métabolite le plus discriminant entre présymptomatique et symptomatique débutant (AUROC médian > 80
%). En outre, de nombreuses molécules lipidiques contenant de I'acide docosahexaénoique (DHA ou 22:6) présentaient une
corrélation négative avec I'UHDRS.

Conclusion : La transition de la phase présymptomatique a la phase symptomatique s'accompagne d'une augmentation de
certains lipides. LPC 16:1 et PC 32:1 sont proposés comme biomarqueurs de cette transition. La diminution de la
concentration des lipides contenant du DHA, en particulier PE 44:12, est corrélé a I'UHDRS moteur. La variation de
production ou composition des vésicules extracellulaires neuronales est proposé comme mécanisme sous-jacent a cette
signature métabolomique.

Mots clés : maladie de Huntington, métabolomique, phospholipides, DHA

METABO-HD : Targeted metabolomics in Huntington’s disease for premanifest and
early manifest subjects

Introduction : Huntington disease (HD) is a genetic neurodegenerative disorder touching 1 on 10 0000 persons
in Western Europe, and evenly affecting young men and women. Caused by expanded CAG repeats in HTT gene,
it leads to a dysfunctional huntingtin protein and eventually to neuronal death. Up to date, there is no efficient
treatment to slow down HD progression. CAG repeats can explain only around 50-70% of motor clinical onset.
Biomarkers are therefore on active development to anticipate transition between premanifest and early manifest.
Such biomarkers will allow a more detailed classification of HD before inclusion in clinical trials, and uncover
potential new therapeutic targets.

Methods : 34 early manifest (UHDRS > 5, CFT > 10), 31 premanifest (UHDRS < 5, CFT = 13), and 29 controls
(MMS > 27 and no abnormal movement) participated in this study carried by the University Hospital of Angers
(France) between 2017 and 2023. Targeted metabolomic analysis of fasting plasma samples was carried using
Biocrates MxP 500 XL technology intended to quantify up to 1019 metabolites.

Results : 21 lipids including 4 cholesteryl esters (CE), 3 lysophosphatidylcholines (LPC), 2 phosphatidylcholines
(PC), 3 lysophosphatidylethanolamines (LPE), 3 phosphatidylethanolamines (PE), 4 phosphatidylinositol (PI), 2
phosphatidylserines (PS), were retained as discriminating between premanifest and early manifest subjects after
correction for risk I inflation (FDR < 5%). Except for three phosphatidylinositol species, the remaining 18 were
found relatively increased in early manifest. Logistic regression using a cross-validation strategy showed that LPC
16:1 was the best discriminant metabolite between premanifest and early manifest (median AUROC > 80%).
Further, many lipid molecules containing or probably containing docosahexaenoic acid (DHA or 22:6) negatively
correlated with motor UHDRS.

Conclusion : The transition from premanifest to manifest phase is accompanied by an increase in some lipid
species. LPC 16:1 and PC 32:1 are proposed as biomarkers of this transition. Decrease in the concentration of
DHA containing lipids, especially PE 44:12, parallels clinical evolution. Variations on neuronal-derived
extracellular vesicles release following the progression of the disease is proposed as a mechanism underlying the
metabolomic signature.

Keywords : Huntington’s disease, metabolomic, phospholipids, DHA

I s
L2\ besante

UNIVERSITE D'ANGERS



