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et j’espere que nous resterons proches toute notre vie. Je vous aime.

A mon ami du lycée. A Enki. Notre relation amicale m’est chére. Les discussions avec toi sont

toujours passionnantes. Tu fais partie des rares personnes qui savent écouter vraiment.
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Alex, Rémy, Sacha. On est quand méme une sacré bande de zoives. Les études de médecine
sont par certains aspects bien difficiles. Savoir qu’il était toujours possible de se connecter et
de trouver des amis disponibles pour partager un moment autour d’une passion commune m’a
permis de naviguer sereinement a travers les eaux agitées des études médicales. Bien que nous
ne nous voyions pas fréquemment, j’ai partagé tellement d’heures de ma vie avec vous que nous
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a mes yeux. Je n’arrive pas a imaginer ce qu’aurait ¢t€ ma vie sans toi. Tu es définitivement la
piece de puzzle parfaite avec laquelle je m’emboite. Tu m’emplis d’amour. Tu me soutiens
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Résumé

Introduction

L’hémorragie intra cérébrale (HIC) est une pathologie fréquente dont le manque de thérapeutique
efficace est I’une des principales raisons expliquant la morbi-mortalité élevée. La métabolomique est un
outil innovant pour améliorer nos connaissances physiopathologiques en analysant les métabolites
circulants. Notre objectif principal est de décrire le profil métabolomique des HIC a la phase hyperaigiie

pour améliorer la compréhension des mécanismes biologiques mis en jeu.

Matériel et méthode

MéEtAVC est une étude prospective au CHU de Tours entre décembre 2022 et novembre 2023. Nous
avons inclus de maniére consécutive tous les patients en alerte AVC et conservé leur sérum. Tous les
patients atteints d’une HIC ont réalisé une IRM cérébrale multimodale. Un groupe contréle a été créé,
par appariement pour les facteurs de confusion, en sélectionnant des patients parmi ceux qui ne
présentaient pas d’AVC. Une étude métabolomique non ciblée par « High Performance Liquid
Chromatography Mass Spectrometry » a été réalisée. Nous avons comparé les profils métabolomiques
entre HIC et Non-HIC et évalué leurs corrélations avec la durée entre le début des symptomes et le
prélévement, le volume de I’hématome et 1’cedéme péri-lésionnel. En combinant les métabolites les

plus pertinents, nous avons créé un modeéle diagnostique pour identifier les patients atteints d’HIC.
Résultats

Nous avons inclus 58 patients avec une HIC et 27 patients témoins (Non-HIC). Les caractéristiques
cliniques étaient globalement similaires entre les HIC et Non-HIC : 4ge moyen de 68,4 (sd 16,3) ans,
36/58 (62,1 %) hommes, 35/58 (60,3 %) de patients hypertendus et durée depuis le début des symptomes
de 385 (sd 685) minutes. La comparaison entre HIC et Non-HIC a mis en évidence 23 métabolites
statistiquement pertinents (p < 0.05 aprés correction par False Discovery Rate) : 13 sphingomyélines, la
lysophosphatidylsérine LPS(22 4), la guanine, la guanosine, 1’inosine, la phosphatidylcholine
PC(40 9), la linoleyl carnitine, la cadavérine, le 5-hydroxyindolacétate, la L-alanine, la N6-N6-N6-
triméthyl-L lysine et la L-proline. Notre modéle diagnostique présente une AUC de 0,959 (IC 95 % :
[0,882 ;1]). La phosphatidylcholine PC(38 6) est corrélée avec le volume de I’cedéme péri-1ésionnel.

Conclusion

Dans notre cohorte, le profil métabolomique des patients atteints d’HIC en phase aigu€ comporte
principalement des phospholipides, des purines et quelques acides aminés. D’aprés nos résultats
préliminaires, les sphingomyélines semblent jouer un réle capital lors de la phase hyperaigiie des HIC.
Meétabolisés en céramide ou en sphingosine-1-phosphate, les sphingomyélines pourraient participer aux
voies de I’apoptose ou a celles de I’inflammation. La sphingomyélinase qui convertit la sphingomyéline

en métabolite actif pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique.
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Abstract

Introduction

Intracerebral hemorrhage (ICH) is a common condition. The lack of effective therapies is one of the
main reasons for its high morbidity and mortality. Metabolomics is an innovative tool to enhance our
understanding of pathophysiology by analyzing circulating metabolites. The main goal of this study is
to describe the metabolomic profile of ICH in the hyperacute phase to improve our understanding of the

biological mechanisms involved.

Materials and Methods

MéEtAVC is a prospective study conducted at the University Hospital of Tours between December 2022
and November 2023. We consecutively included all patients presenting with stroke symptoms and
collected their serum. All patients diagnosed with ICH underwent multimodal brain MRI. A control
group was created by matching patients without stroke to account for confounding factors. Untargeted
metabolomic analysis was performed using “High Performance Liquid Chromatography Mass
Spectrometry” (HPLC-MS). We compared the metabolomic profiles between ICH and non-ICH patients
and assessed their correlations with the time from symptom onset to sampling, hematoma volume and
perilesional edema. By combining the most relevant metabolites, we developed a diagnostic model to

identify ICH patients.
Results

We included 58 ICH patients and 27 control patients (non-ICH). Clinical characteristics were generally
similar between the ICH and non-ICH groups: mean age was 68.4 (SD 16.3) years, 36/58 (62.1%) were
male, 35/58 (60.3%) had hypertension, and the average time since symptom onset was 385 minutes (SD
685). The comparison between ICH and non-ICH groups revealed 23 statistically significant metabolites
as follows (p < 0.05 after correction for the false discovery rate): 13 sphingomyelins,
lysophosphatidylserine LPS(22:4), guanine, guanosine, inosine, phosphatidylcholine PC(40:9), linoleyl
carnitine, cadaverine, 5-hydroxyindoleacetate, L-alanine, N6-N6-N6-trimethyl-L-lysine, and L-proline.
Our diagnostic model demonstrated an AUC of 0.959 (95% CI: [0.882; 1]). Phosphatidylcholine
PC(38:6) was correlated with the volume of perilesional edema.

Conclusion

In our cohort, the metabolomic profile of acute-phase ICH patients primarily included phospholipids,
purines, and some amino acids. Based on our preliminary results, sphingomyelins appear to play a key
role in the hyperacute phase of ICH. Metabolized into ceramide or sphingosine-1-phosphate,
sphingomyelins may participate in apoptotic or inflammatory pathways. Sphingomyelinase, which

converts sphingomyelin into active metabolites, could be a potential therapeutic target.

16



Mots-Clés

Hémorragie intracérébrale, métabolomique, profil métabolomique, physiopathologie, cibles

thérapeutiques, modele diagnostique, IRM cérébrale, cedéme péri-lésionnel, phospholipides, purines,

sphingomyélines, sphingomyélinase.

Kevwords :

Intracerebral hemorrhage, metabolomics, metabolomic profile, pathophysiology, therapeutic targets,
diagnostic model, brain MRI, peri-lesional edema, phospholipids, purines, sphingomyelins,

sphingomyelinase.

17



Abréviations

5-HIAA : 5-hydroxyindolacétate
5-HT : Sérotonine

AAC : Angiopathie amyloide cérébrale
AAP : Anti-agrégant plaquettaire

Ag : Anticoagulant

AMP : Adénosine monophosphate
AOD : Anticoagulants oraux directs
ATP : Adénosine triphosphate

AUC : Area under the curve

AVC : Accident vasculaire cérébral
BHE : Barriére hémato-encéphalique
C1P : Céramide-1-phosphate

COX : Cyclooxygénase

CQ : contrdle qualité

DFG : Débit de filtration glomérulaire
EPVD : Espaces périvasculaires dilatés
FC : Fold change

FDR : False discovery rate

GMP : Guanine monophosphate

HIC : Hémorragie intracérébrale

HO : Héme oxygénase

HPX : Hémopexine

HSA : Hémorragies sous arachnoidiennes

HTA : Hypertension artérielle
IL : Interleukine

IMC : Indice de masse corporelle

iNOS : Oxyde nitrique synthase inductible

IRAK : Interleukines-1 receptor-activated

protein kinase

IRM : Imagerie par résonance magnétique

IxBs: Inhibiteurs de kB

KEGG : Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes
LC-MS: Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry

lysoPC/LPC: Lysophosphatidyl choline
lysoPE/LPE: Lysophosphatidyl ethanolamine
MAH : Microangiopathie hypertensive
MAO : Monoamine oxydase

MMPs : Métalloprotéases de la matrice
extracellulaire

MPA : Maladie des petites artéres

NETs : Neutrophil extracellular traps
NF-kB : Facteur nucléaire kappa

NIHSS : National institute of health stroke
scale

NoS : Nitric oxyid synthase

OPLS-DA : Orthogonal partial least squares
discriminant analysis

OPTICH : OPTimisation of IntraCererebral
Haemorrhage

PC : Phosphatidylcholine

PCA : Principal component analysis

PE : Phosphatidyle ethanolamine

PP2A : Protein phosphatase 2

ROC : Receiver-operating characteristic
ROS : Espéces réactives a I’oxygene

S1P : Sphingosine-1-phosphate

SM : Sphingomy¢line

SMase : Sphingomy¢linase

SMS : Sphingomy¢line synthétase

SphK : Sphingosine kinase

TGF-p : Facteur de croissance transformant [3
TIMPs : Inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéinases

TNF : Tumor necrosis factor

VCAM : Molécules d'adhésion aux cellules
vasculaires

VIP : Variable importance in projection

18



Table des matiéres

1.  Introduction 21
A. Clinique de I’hémorragie intracérébrale spontanée 21
B. [Etiologies des hémorragies intracérébrales spontanées 21
C. Physiopathologie de la phase aigué de I’hémorragie intracérébrale 24

1. Mécanismes a I’échelle tissulaire 24
2. Meécanismes a I’échelle cellulaire 27
3. Meécanismes a I’échelle moléculaire 29
D. Métabolomique dans ’hémorragie intra cérébrale 38
E. Objectifs de I’étude 44

11 Matériel & Méthode 45
A. Modalités de I’étude 45
B. Population d’étude 46
C. Imagerie 46
D. Analyse métabolomique 47
E. Analyse statistique 48

IIl.  Résultats 51
A. Clinique 51
B. Imagerie 54
C. Meétabolomique 56

1. Analyse principale : HIC vs Non-HIC 57
2. Analyse secondaire : durée depuis le début des symptomes 69
3. Analyse secondaire : volume de I’hématome et de 1’cedéme 71

V. Discussion 77
A. Clinique 77
B. Imagerie 78
C. Meétabolomique 80

1.  Analyse principale : HIC vs Non-HIC 80
2. Analyse secondaire : durée entre le début des symptomes 99
3. Analyse secondaire : volume de I’hématome et de 1’cedéme 100
D. Forces et limites 101

V. Conclusion 103

VI Bibliographies 104

VII. Annexes 111
A. Classification CADMUS 111
B. Classification Boston 2.0 113
C. Liste des métabolites analysés 114
D. Normalisation des concentrations des métabolites 116

19



E. Histogramme de la durée entre le début des symptomes et le prélevement 117

F. Heatmaps de clustering de ’analyse principale HIC vs Non-HIC pour les facteurs de

confusion : Age, Sexe, DFG et obésité. 118
G. Meétrique des modéles d’OPLS sur I’ensemble des métabolites 119
1. HIC vs Non-HIC 119
2. Durée entre le début des symptomes et le prélévement 119
3. Volume de I’hématome 119
4. Volume de I’cedéme péri-1ésionnel 119
H. Corrélation de Spearman concernant ’ensemble des 198 métabolites et la durée entre le
début des symptomes 120
I.  Corrélation de Spearman concernant ’ensemble des 198 métabolites et les volumes_ 121
1. Volume de I’hématome 121
2. Volume de I’cedéme péri-Iésionnel 121

20



I. Introduction

A. Clinique de I’hémorragie intracérébrale spontanée

L'hémorragie intracérébrale (HIC) spontanée représente en moyenne 20% des accidents
vasculaires cérébraux (AVC), cela se traduit par plus de 30 000 patients par an en France et 3,4
millions par an dans le monde (1). Contrairement a la prise en charge des ischémies cérébrales
qui a été révolutionnée par la thrombolyse et la thrombectomie, nous nous sentons souvent
impuissants face aux patients victimes d’HIC. Les années 2010 ont vu I’apparition des premiers
essais cliniques a haut niveau de preuve avec des résultats encourageant pour la prise en charges
des HIC en phase aigiie. Nous pouvons citer par exemple I’essai INTERACT 2 montrant qu’une
réduction de la pression artérielle en phase aigiie permet une amélioration du pronostic
fonctionnel des patients a 3 mois, sans pour autant démontrer une réduction de la mortalité (2).
Le concept de « self-fulfilling prophecies », prophétie auto-réalisatrice, nous rappelle qu’il est
nécessaire de rejeter tout a priori pessimiste pouvant amener le patient a une perte de chance
(3). Comme démontré par Parry-Jones et al. (4), nous pouvons diminuer la mortalité des HIC
a 30 jours par une prise en charge systématisée en phase aigiie : réversion de I’anticoagulation,
diminution de la pression artérielle et prise en charge en réanimation médicale si nécessaire. La
pertinence du concept de prise en charge global du patient en phase aigiie, appelée « Bundle of
Care », a ¢été confirmée par I’essai controlé randomis¢ INTERACT 3 qui montre une
amélioration du pronostic fonctionnel des patients a 6 mois (5). Malgré I’ensemble des soins
prodigués, 1’absence de thérapeutique spécifique explique un taux de létalité¢ et de handicap
extrémement élevé (40 % a un mois et 54 % a un an) et seuls 12 a 39 % des survivants peuvent
espérer une indépendance fonctionnelle a long terme (6,7). Dans les pays a haut revenus comme
la France, le groupe Global Burden of Disease estime 1’'impact des HIC a environ 1200 années
de vie ajustées sur ’incapacité (DALY perdues par 100 000 habitant par an (1). L’importante
incidence des HIC et leur impact sur la qualité de vie des patients rendent la découverte d’un

traitement adapté un enjeu mondial majeur et urgent de santé publique.
B. Etiologies des hémorragies intracérébrales spontanées

La maladie des petites artéres cérébrales (MPA) est la principale étiologie d’HIC spontanée. 11
existe différents sous-groupes, mettant en jeu des mécanismes physiopathologiques varié¢s. On

peut citer la microangiopathie hypertensive (MAH) et I’angiopathie amyloide cérébrale
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sporadique (AAC). La MAH, dont le principal facteur de risque est I’hypertension artérielle
(HTA), touche préférentiellement les artéres perforantes profondes vascularisant les noyaux
gris centraux, la substance blanche profonde et le pont. Elle peut étre a 1’origine d’HIC profonde
ou d’infarctus profond de petit volume appelés infarctus lacunaires. En effet, 1’atteinte
chronique de 'HTA entraine le remodelage de la paroi artérielle dont les descriptions
anatomopathologiques typiques sont la nécrose fibrinoide, la lipohyalinose et I'artériolosclérose
(8,9). D’apres Magid-Bernstein, Jessica, et al. (10), concernant la MAH, les modéles murins et
la recherche translationnelle suggérent qu’une augmentation de la rigidité des arteres
perforantes pourrait étre liée a un déréglement des métalloprotéases de la matrice extracellulaire
(MMPs), de [I¢lastine et du collagéne. D’autres hypothéses physiopathologiques
complémentaires ont ét¢ avancées comme une dérégulation neuro-hormonale, une dérégulation
du systéme rénine-angiotensine ou encore une atteinte inflammatoire médiée par certaines
cytokines telles que le TNF-a ou I’'IL-6. Concernant I’AAC, I’accumulation de dépdt protéique
du type amyloide au sein de la paroi des petites artéres perforantes leptoméningées entraine une
perte des cellules musculaires lisses aboutissant a de la nécrose fibrinoide et a la fragilisation
de I’artére. Les HIC sont typiquement lobaires et superficielles mais il est important de noter
qu’il existe d’autres formes cliniques d’AAC: les troubles cognitifs et les déficits
neurologiques focaux transitoires appelés « aura amyloide ». Ces trois formes cliniques,
HIC/trouble cognitif/aura amyloide peuvent évoluer de fagon isolée ou s’intriquer les unes aux
autres (11). Les mécanismes précis aboutissant a la fragilisation des artéres restent partiellement
incompris. Une hypothése récente évoque un lien avec I’atteinte des péricytes par la protéine
A-B 40, un produit de dégradation de la protéine précurseur amyloide. Cette atteinte des péricytes
entrainerait une augmentation de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique favorisant
ainsi I’activation des MMPs en raison du relargage de cytokine pro-inflammatoire par les
astrocytes (10). Concernant I’accumulation du peptide amyloide dans la paroi des arteres, il
existe peu de preuves évoquant une surproduction protéique. En revanche il semble qu’il
existerait une accumulation due a un défaut de clairance (11,12). Enfin, il est important de
pouvoir diagnostiquer 1’étiologie de la MPA de manicre précise car le pronostic est différent.
D’un c6té les AAC sont a haut risque de récidive hémorragique et peuvent présenter une atteinte

cognitive sévere, d’un autre coté les MAH s’expriment aussi sur le versant ischémique.

Pour évaluer la sévérité clinique et anatomopathologique de la maladie des petites arteéres, nous
pourrons parler de charge 1¢ésionnelle dont les biomarqueurs d’imageries sont un reflet indirect

(on abordera uniquement les biomarqueurs IRM pour cette étude). On sépare volontiers les
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biomarqueurs hémorragiques des biomarqueurs non hémorragiques. Mieux visibles en
séquence de susceptibilit¢ magnétique comme le T2* ou la SWI (séquence plus sensible), on
compte parmi les biomarqueurs hémorragiques : microbleeds (profond ou superficiel), les HIC
(récentes ou anciennes) et les hémorragies sous arachnoidiennes (HSA) dont la sidérose
corticale est le stigmate. Mieux visibles sur des séquences anatomiques comme le T1, le T2 ou
sur une séquence caractérisant la substance blanche comme le FLAIR, on compte parmi les
biomarqueurs non hémorragiques : les hypersignaux FLAIR de la substance blanche, les
espaces périvasculaires dilatés (EPVD), les infarctus lacunaires et I’atrophie cérébrale (13).
Concernant la MAH, les principaux biomarqueurs hémorragiques sont les microbleeds
profonds et les HIC profondes, les principaux biomarqueurs non-hémorragiques sont les
hypersignaux FLAIR de la substance blanche profonde, les micro-infarctus dit infarctus
lacunaires, 1’atrophie cérébrale, les espace périvasculaires profonds dilatés (13). Concernant
I’AAC, les principaux biomarqueurs hémorragiques sont les microbleeds superficiels, la
sidérose corticale, les HSA et les HIC superficielles, les principaux biomarqueurs non-
hémorragiques sont les hypersignaux FLAIR de la substance blanche sous corticale, les micro-
infarctus corticaux, I’atrophie cérébrale corticale focale, les EPVD des centres semi-ovaux (14).
Pour illustrer le concept de charge Iésionnelle concernant ’AAC, on pourra par exemple
distinguer schématiquement quatre stades anatomocliniques en fonction de la durée d’évolution
et de la sévérité de la maladie (cf. Figure 1). Le premier stade, infra clinique, met en évidence
des dépdts amyloides ponctuels au sein de la paroi. Dans le deuxiéme stade, les dépots se font
de maniére plus homogene au sein de la paroi mais toujours avec des portions d’artéres saines.
On pourra ici mettre en évidence une diminution de la vasoréactivité, par exemple grace au
doppler transcranien. Dans le troisi¢éme stade, les dépots sont présents sur I’ensemble de la
paroi, il n’existe plus de portions d’artéres saines et on voit apparaitre des Iésions non
hémorragiques avec atteinte de la substance blanche. A ce stade les patients peuvent volontiers
présenter des troubles cognitifs. Au quatrieme stade, il existe un large remodelage de la paroi
de vaisseaux avec une perte importante des cellules musculaires lisses, les patients développent

rapidement des lésions hémorragiques dont la plus sévere est ’'HIC (12).
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Approximate timeline Vascular disease stage Clinical

(years before first manifestations
intracerebral
haemorrhage)

~30 Stage one Q A deposition

~20 Stage two Loss of
vasoreacticity

~10-15 Stage three Non- —»| Cognitive impairment

haemorrhagic

injury

0 Stage four Haemorrhagic Symptomatic intracerebral
lesions haemorrhage or convexity
—p{subarachnoid haemorrhage

Transient focal
neurological episodes

Figure 1: Schéma de la corrélation entre la charge 1ésionnelle et I’expression clinique de

I’AAC. Figure tirée de Koemans, Emma A., et al. (12).

C. Physiopathologie de la phase aigu€ de I’hémorragie

intracérébrale

La physiopathologie des HIC est un phénoméne complexe et encore partiellement inconnu.
Nous proposons de séparer la description des mécanismes mis en jeu aux différentes échelles :
tissulaire, cellulaire et moléculaire (que nous détaillerons spécifiquement au vu de son intérét

en métabolomique).
1. Mécanismes a 1’échelle tissulaire

L’HIC débute par une rupture de vaisseau avec extravasation de sang dans le parenchyme
cérébral. Cette rupture est la conséquence d’une fragilité vasculaire comme en témoignent la
lipohyalinose, 1’artériolosclérose ou les dépots amyloides. Le facteur précipitant reste a ce jour
inconnu mais il semblerait qu’une ¢lévation de la pression artérielle dans les jours qui précedent

I’HIC puisse étre en cause (15). Pour un patient sur cing, il s’ensuit une phase d’expansion de
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I’hématome, connue pour étre un facteur de trés mauvais pronostic. Cette expansion semble
étre due a ’hématome qui majore les forces de cisaillement sur les micro-vaisseaux adjacents.

volumineu % u ion 1 ani ui peut diminu
Les volumineuses HIC vont augmenter la pression intracranienne ce eut diminuer la
pression de perfusion cérébrale a distance de I’hématome ou entrainer un effet de masse (avec
pour conséquence un engagement ou une hydrocéphalie). L.’extravasation du sang au niveau du
parenchyme va provoquer une réaction inflammatoire intense aboutissant a un cedéme péri-

Iésionnel.

Les modgeles actuels décrivent deux phases successives. A I’endommagement primaire qui est
caus¢ par l’effet de masse, I’expansion de 1’hématome et 1’hydrocéphalie, on oppose
I’endommagement secondaire qui inclut I’cedéme peri-lesionnel, la toxicité du sang et du fer
ainsi que le stress oxydatif (9). En pratique, la dichotomie d’endommagement primaire et
secondaire semble s’entreméler dans un cercle vicieux ou les Iésions secondaires vont entretenir
et aggraver les lésions primaires (cf. Figure 2). Pour exemple, on peut noter que 1’cedéme péri
lésionnel va majorer I’effet de masse (10). Bien qu’ayant un réle délétere a la phase initiale
(16,17), il semble que dans un second temps 1’inflammation cérébrale participe indirectement
a la plasticité cérébrale (17). Ce double-role contradictoire pourrait expliquer que, sans
ajustement précis sur le timing (cf. Figure 3), certaines thérapeutiques anti-inflammatoires
large spectre comme les corticoides n’aient pas montré de bénéfice a la phase aigué des HIC
(18). A ce jour, le timing précis des différentes voies de I’inflammation qui s’activent a la suite

de la rupture d’une artere cérébrale n’a pas été clairement identifié (19).
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Figure 2 : Liens directs et indirects entre les différents mécanismes impliqués dans
I’endommagement primaire et secondaire des HIC. Figure extraite de Magid-Bernstein,

Jessica, et al.(10).
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Figure 3 : Evolution temporelle des mécanismes physiopathologiques impliqués dans "HIC.
Figure extraite de Puy et al. (9).
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2. Mécanismes a 1’échelle cellulaire

Apres seulement quelques heures, les cellules de la microglie s’activent en raison du contact
direct avec les produits sanguins (cf. Figure 4). Via des cytokines et des chémokines, elles
transmettent un signal aux cellules endothéliales qui, a leur tour, vont recruter des cellules de

I’immunité comme les neutrophiles ou les macrophages.

On considere qu’il existe deux stades différents d’activation de la microglie : M1 et M2 (17).
Le stade M1, déclenché par le contact avec des produits sanguins tels que 1’héme ou
I’hémoglobine, va activer la neuroinflammation en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires
tels que le TNF-a ou I'IL-1B. Le stade M2 s’active au bout de 24 heures, il sera pleinement
fonctionnel apreés 14 jours ; c’est un état anti-inflammatoire et neuroprotecteur, secondaire a
certaines cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-4, I’'IL-10, ou au facteur de croissance

transformant B (TGF-p).
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Figure 4 : Activation microgliale lors des HIC. Figure tirée de Tschoe et al. (17).

Les neutrophiles sont les premicres cellules du systéme immunitaire a étre recrutées. Ils vont
traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) grace a la surexpression de molécules
d’adhésion comme ICAM-1, VCAM-1 ou I’E-Selectine. Ils jouent un role dans la cascade de
I’inflammation et peuvent activer un processus cellulaire immunitaire tout a fait spécifique : la
nétose. Le processus de nétose va permettre aux neutrophiles de libérer des fibres composées
de protéines et d’ADN nommées NETs (Neutrophil extracellular traps) ayant un effet pro-

inflammatoire et hémostatique.
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L’ensemble de ces éléments va précipiter la mort neuronale a travers différents mécanismes

(excitotoxicité, nécrose, apoptose, pyroptose et ferroptose) participant ainsi a la formation de

I’cedéme péri-1ésionnel (9,10).
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3. M¢écanismes a 1’échelle moléculaire

Comme le met en évidence la Figure 5, différents mécanisme sont mis en jeu a la phase aigué
des HIC : molécules libérées par les tissus endommagés, présence de composants s€riques dans
la matrice extracellulaire et lyse des érythrocytes. Les tissus endommagés et les molécules
sériques, telles que I’ATP, la thrombine, des acides nucléiques ou des produits de la matrice

extracellulaire, vont activer 1’état pro-inflammatoire M1 des cellules de la microglie.

L’¢étude des mécanismes moléculaires précis mis en ceuvre a la phase initiale des HIC reste un
challenge. A ce jour, les modéles animaux, principalement murins, utilisent deux méthodes
différentes pour mimer une HIC : I’injection de sang directement dans le cerveau ou I’injection
de collagénase. Bien que I’injection de collagénase reproduise mieux le phénoméne de rupture
vasculaire, des doutes sont €émis quant aux effets indirects de I’injection de collagénase ce qui

rend I’analyse et I’interprétabilité des résultats possiblement biaisées (20).
a)  La thrombine

La thrombine est une protéine de type protéase a sérine. Elle est formée a la suite de I’activation
de la prothrombine (Facteur I1) dans la cascade de la coagulation. La thrombine est une protéine
essentielle dans la cascade de la coagulation grace a sa capacité a cliver le fibrinogéne en fibrine,
limitant ainsi 1’expansion de 1’hématome. Néanmoins, la thrombine joue un rdéle non-
hémostatique majeur grace a ses capacités de signalisation via ses 3 récepteurs PARs (Protéase-
activated receptors ; PAR-1, PAR-3, PAR-4) (21). Par I’activation des PARs, la thrombine
participe aux voies de la survie/mort cellulaire et de la neuroinflammation. Ye et al. (22) mettent
en avant la dualité¢ de la thrombine dans différentes pathologies neurologiques, en particulier
neurovasculaires, avec un effet neuroprotecteur a faible dose et un effet délétére a forte dose.
L’inflammation déclenchée par le fibrinogéne extravasculaire se fait via I'activation microgliale
par le récepteur d'intégrine CD11b/CDI18 et la présentation d'antigénes dépendant du complexe
majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) II. Cette activation microgliale va augmenter la sécrétion
de chimiokines telles que la CXC-chemokine ligand 10 (CXCL10), la CCL2/monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP1) ou l'interleukine 12 (IL-12), favorisant ainsi le recrutement
des lymphocytes T et des macrophages. En dehors du cerveau, en particulier au niveau du
systéeme immunitaire, il a été mis en évidence que la thrombine peut cliver le pro-interleukine-

la (IL-1a) en IL-1a (23), participant ainsi a I’inflammation au niveau systémique.
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Les PARs, sont des récepteurs couplés a des protéines G exprimés sur de nombreuses cellules
comme les plaquettes, les cellules endothéliales, les monocytes, les neurones ou les astrocytes.
Les voies de signalisation activées par ces protéines G sont: la voie MAPK, la voie
phospholipase C, la voie phosphokinase C, la voie ERK/MAPK, la voie PI3K et la voie
Rho/RhoA. On remarquera que la faible affinité des récepteurs PAR-1 et PAR-3 permet leur
activation avec de faibles quantités de thrombine (< 5 nmol/L), alors que PAR-4 nécessite de
plus fortes concentrations en raison de son affinité moindre. De plus, Posma et al. (24)
soulignent, qu’a concentration égale, la durée d’exposition de la thrombine sur le récepteur fait
varier la voie de signalisation activée. De maniere générale, l'activation des PARs facilite la
libération de la cyclooxygénase-2 (COX-2), de 1'oxyde nitrique synthase (NoS), du facteur de
nécrose tumorale-a (TNF-a), de I'IL 1a/1P, de I'[L-6, de I'[L-12 et active le complément. Au
niveau endothélial, la thrombine active les PAR-1, ce qui induit une entrée de calcium activant
alors I’actine-F, le tout aboutissant a un relachement des jonctions serrées intercellulaires et a

I’augmentation de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique.
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Figure 6 : Voies de signalisation non hémostatiques de la thrombine dans I’'HIC. A gauche,
Figure extraite de Babu, Ranjith, et al. (21). A droite, Figure extraite de Posma et al. (24).

b)  L’hémoglobine, le fer et [’heme

La lyse des érythrocytes libére des produits de dégradation tels que 1’hémoglobine, le fer et
I’héme qui sont pro-inflammatoires et toxiques via le stress oxydatif. Pour limiter leurs effets
déléteres, les macrophages et les cellules de la microglie utilisent différents mécanismes (cf.
Figure 7). D’un c6té, elles vont phagocyter les globules rouges via le récepteur CD36, d’un
autre coté, ’hémoglobine libre va se lier a ’haptoglobine et étre internalisée via le récepteur
CD163. De plus, I’hémopexine (HPX), qui est une protéine qui a la propriété de se lier a I’héme

libre, va étre internalisée via le récepteur CD91. Malheureusement, les stocks d’haptoglobine
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et d’HPX sont rapidement consommeés. Une solution de secours est alors développée avec la
production rapide d’hémopexine par le foie et d’haptoglobine par les oligodendrocytes (25).
Cette production répond a un signal des facteurs antioxydants Nrf2 (facteur de transcription de
la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathionne-S-transférase, la glutathionne peroxydase,
la HO-1, la NAD(P)H quinone oxydoreductase-1, la peroxyredoxine ou la thioredoxine) et
PPARYy (facteur de transcription de 1’antioxydante catalase et de la cuivre/zinc superoxyde
dismutase). Une fois internalisée, I’hémoglobine et son héme vont étre dégradés en biliverdine,
monoxyde carbone et fer libre par I’héme oxygénase (HO). Pour éviter la toxicité oxydative du
fer libre, celui-ci va étre séquestré par des protéines telles que 1’hémosidérine ou la ferritine
(ces déchets ferriques resteront a vie dans le parenchyme cérébral ; c’est grace a eux que les
séquences d’IRM de susceptibilité magnétique, telles que la SWI, nous informent sur les
séquelles hémorragiques). Il existe deux isoformes de HO, HO1 (ou HSP32) qui est inductible
et HO2 qui est constitutionnelle. Des ¢tudes murines ont montré des résultats divergents : les
souris knock-out (KO) pour HOI présentent a court terme un meilleur pronostique que les
souris Wild-type (WT) et les souris KO pour HO2 présentent un moins bon pronostique que les
souris WT (23, 24). Néanmoins, les auteurs soulignent I’importance du timing car 1’évaluation
du pronostique chez les souris était faite a 3 jours. En effet, d’autres études murines mettent en
avant un effet positif de la sulforaphane, qui agit via la surrégulation de HO1 par Nrf2. Il est
alors avancé qu’HO1 pourrait jouer un role délétere a la phase aigué en libérant une quantité de
fer libre supérieure aux capacités anti-oxydatives mais reste nécessaire apres la phase hyper-

aigué€ pour sécuriser I’hémolyse de I’hématome.
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Figure 7 : Voies de dégradation de I’hémoglobine dans I’HIC. Figure extraite de Aronowski
et al. (25).
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Avant d’étre totalement dégradé, I’héme libre va entrainer du stress oxydatif via les especes
réactives a I’oxygene (ROS) et va participer a I’état pro-inflammatoire en stimulant I’expression
des protéines endothéliales d’adhésions ICAMI1, VCAMI et E-Selectine. Par ailleurs, les
dépots ferreux activent la microglie via le récepteur TLR4 et majorent I’expression des AQP4,
participant une fois de plus a la balance pro-inflammatoire et a la majoration de 1’cedéme péri-

Iésionnel.

De facon intéressante, Wagner et al. (28) ont mis en évidence une majoration du volume de
I’cedéme péri-lésionnel pour les hommes par rapport aux femmes. Cette différence pourrait
s’expliquer par le réle protecteur qu’ont les cestrogenes en limitant la neurotoxicité de I’héme

et du fer (29).
c)  L’interleukine I : IL-1

Les interleukines sont une famille de cytokines régulant le systéme immunitaire et produites
par de nombreuses cellules. Le génome humain comporte plus de 50 génes encodant pour des
interleukines. Ces molécules régulent différents mécanismes tels que la migration, 1’adhésion

ou la prolifération de cellules immunitaires ainsi que leur différentiation et leur activation.

Historiquement, la famille de I’interleukine 1 a été la premicre a étre décrite, c’est de loin
I’interleukine la plus étudiée. La famille de I’interleukine 1 comporte 11 protéines différentes,
dont les plus pertinentes sont I’IL-1a et ’IL-1pB. Les interleukines sont produites initialement
dans une forme inactive, elles nécessitent un clivage par des protéases telles que la caspase-1
pour avoir une activité biologique (30). Comme visible sur la Figure 8, les membres de cette
famille se lient au récepteur IL-1 (IL-1R) activant ainsi la voie de signalisation MyD88 grace a
la phosphorylation de protéines de la famille IRAK (Interleukines-1 receptor-activated protein
kinase). Cette voie de signalisation aboutit a un état pro-inflammatoire grace a la transcription
de genes tels que NF-xB, AP-1, c-Jun N-terminal kinase (JNK) ou p38-MAPK. Il existe un
antagoniste a I’IL-1R nomm¢ IL-Ra qui se lie a I’'IL-1R sans activer sa voie de signalisation

permettant alors d’exercer un retro-control négatif.
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Figure 8 : Résum¢ des voies de signalisation de la famille des IL-1. Figure extraite de Frenay
etal. (31).

Loan et al. (32) dans leur revue de la littérature mettent en évidence plus de 20 000 molécules
analysées dans le tissu humain cérébral aprés une HIC. Ils semblent porter un intérét tout a fait
spécifique a I'interleukine-1p (IL-1B) qui a prouvé une bonne reproductibilité¢ avec 3 études

différentes mettant en évidence une augmentation des 6 heures apres le début de I’'HIC.

Ye et al. (33) font une revue de la littérature concernant le role des différentes interleukines dans
I’HIC. Concernant I’IL-1 et son antagoniste IL-1Ra, ils expliquent que 1’augmentation de 1’IL-
1B entraine une augmentation des métalloprotéases de type MMP-9. La concentration d’IL-1
atteint un pic vers J3 apres le début de I’HIC et va commencer a décroitre entre J7 et J14. Quant
a I’IL-1Ra, elle exerce une activité anti-inflammatoire en entrant en compétition avec I’IL-1p.
Sa surexpression sur des modeles murins permet de diminuer I’cedéme péri-1ésionnel induit par
la thrombine et la perte neuronale. Une étude de phase Il menée par Parry-Jones et al. (34) sur
25 patients a montr¢ la faisabilité de I’administration d’ Anakinra (un anticorps recombinant IL-
1Ra) dans la phase aigué¢ des HIC mais ils n’ont pas réussi a montrer une différence

statistiquement significative sur le volume de 1I’cedéme péri-lésionnel.
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Par ailleurs, différents modeles murins semblent montrer que I’IL-1a active rapidement les
cellules endothéliales via la voie NF-kB et favorise la thrombose. Ye et al. (33). soulignent que
le role de I’IL-1a semble avoir été négligé par rapport a celui de I’IL-1p dans I’HIC alors qu’elle

pourrait étre une cible spécifique de la neuroinflammation.
d)  Lavoie facteur nucléaire kappa : NFxB

Guo et al. font une excellente revue de la voie du facteur nucléaire kappa (NF-kB) (35). On y
retrouve que le NF-kB est une famille de protéines qui joue un rdle de facteur de transcription
dans la régulation de la réponse immunitaire, de l'inflammation et de la survie cellulaire. NF-
kB est généralement inactif dans le cytoplasme car il est 1i¢ a des protéines inhibitrices connues
sous le nom d'IkBs (Inhibiteurs de kB). L’IkB kinase est une enzyme qui est activée par divers
récepteurs membranaires. Il existe la voie dite « canonique » et la voie dite « non canonique »
en fonction des récepteurs membranaires activés et des voies de signalisation sous-jacentes (cf.
Figure 9). Les protéines kB sont alors dégradées, ce qui permet a NF-xB de se transloquer
vers le noyau ou il va moduler I’expression de nombreux genes. La voie NF-kB canonique est
principalement activée par les cytokines suivantes : le TNF-a, l'interleukine (IL)-1P et le
lipopolysaccharide. La voie du NF-kB non canonique est principalement activée par le facteur

d'activation des lymphocytes B (BAFF), le ligand CD40 (CD40L) et la lymphotoxine 3 (LTP).

In fine, la complexité de la voie de signalisation du NF-kB et la quantit¢ importante de génes
qu’il cible rendent la description précise de son activation délicate. On pourra néanmoins noter
que la voie NF-kB va activer la transcription de geénes tels que ceux codant pour des cytokines
(IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, interféron-y), les protéines de mort et de survie (Bcl-2, Bcl-
xL, Bcl-xs, Bax, NIAP, p53, Myc, Fas), les molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM, ELAM-
1, E-Selectin), la cyclooxygénase-2 (COX-2), la manganése-superoxyde dismutase (MnSOD),
I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), la cycline-D1 (36).

La voie NF-«B joue donc un réle pro-inflammatoire en régulant la production de cytokines pro-
inflammatoires, le recrutement des leucocytes et la survie des cellules. En revanche, NF-xB
présente aussi des fonctions anti apoptotiques qui peuvent s’avérer nécessaires a la plasticité
neuronale. Au total, le NF-xB peut favoriser 1'apoptose dans certains contextes et contribuer a
la résolution de l'inflammation dans d’autres. Les situations aboutissant a 1’un ou a 1’autre sont,

a ce jour, encore imparfaitement comprises (37).
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Figure 9 : Voies de signalisation canonique et non canonique du NF-kB. Figure extraite de

Guo et al. (35).

En 2005, Aronowski et al. (38) évoquaient le role majeur du NF-kB dans la physiopathologie
de la phase aigué de I’HIC. Ils confirment que le NF-kB va favoriser la production de molécules
inflammatoires telles que les cytokines IL-1p ou TNF-a, de protéines telles que 1’oxyde nitrique
synthase inductible, la cyclooxygénase 2, I’héme oxygénase HO-1 ou encore les
métalloprotéases de type MMP-9. Comme confirmé par la base de données KEGG (cf. Figure
10), il existe un phénomene d’auto-amplification via certaines molécules de type IL-13 ou TNF-
a qui sont a la fois des produits et des activateurs du NF-kB. D’un autre co6té, le NF-kB semble
étre activé par les especes réactives de 1’oxygene qui sont massivement produites a la phase
aigué€ de I’HIC via le stress oxydatif (cf. I.C.3.b). Aronowski et al. (38) ont expérimentalement
prouvé chez le rat que I’activation du NF-kB est un phénomene précoce dont les produits de
transcription sont mesurables dés 6 h aprés le début des symptomes. Ces résultats ont été
confirmés par Wagner et al. (39) qui montrent une activation dés les premicres minutes de

I’HIC.
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Figure 10 : Résumé des voies de signalisation du NF-xB. Figure extraite du site KEGG.
e) MMPs

Les métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMPs) font partie de la famille des enzymes
endopeptidases zinc-dépendantes. Ces enzymes peuvent dégrader des molécules de la matrice
extra cellulaire telles que le collagéne ou 1’¢lastine. Il en existe 23 types chez I’humain ; leur
production est régulée par différentes cytokines telles que I’IL-1B, I’'IL-6 ou le TNF-a. Elles
sont produites et disponibles sous forme de proenzyme inactive grace a un groupe cystéine dans
le prodomaine, bloquant ainsi le site actif du zinc. C’est le clivage de cette liaison cystéine-zinc
qui va activer 1’autocatalyse du prodomaine, aboutissant alors a la forme active des MMPs.
Dans le plasma, 1’a2-microglobuline va inhiber les MMPs alors que dans les tissus, ce sont les

inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) qui jouent ce role.

Lattanzi et al. ont réalisé en 2022 une synthése du role des MMPs dans I’HIC (40). Les MMPs

participent directement aux mécanismes inflammatoires de la phase aigu€¢ de I’HIC, en
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particulier en jouant un réle clef dans I’augmentation de la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique et dans le développement de 1’cedéme péri-lésionnel. De plus, les MMPs
amplifient la cascade inflammatoire en convertissant certaines cytokines dans leur forme active
telles que le TNF-a, I’IL-6 ou le Fas-Ligand. MMP-9, une gélatinase B, est surexprimé dés 2 h
apres le début de I’HIC. L’augmentation de son expression, modulée par le VEGF, semble

favoriser la croissance de ’hématome.

Parall¢element, une fois la phase aigué passée, les MMPs jouent un role capital dans la
récupération fonctionnelle et le remodelage cérébral. Elles participent a la migration cellulaire,
au relargage de facteurs d’angiogenese et de croissance neuronale. En effet, sur des modé¢les

murins, I’inhibition des MMPs entre J7 et J10 post HIC aboutit a un pronostic défavorable.

Cette dualit¢ endommagement/réparation (cf. Figure 11) des MMPs semble directement lié¢e a
la modalité biphasique de leur expression avec un pic de production entre J1 et J3 puis, apres
une phase de décroissance, un second pic de production vers J7. Castellazzi et al. (41) ont mis
en évidence que les MMP-9 et MMP-2, ainsi que leurs TIMPs correspondants, suivent un profil
d’expression variable au cours du temps. A distance de la phase aigué, environ J7, I’expression
de MMP-9 est directement corrélée au volume de I’cedéme péri-1ésionnel alors que 1’expression
de MMP-2 est inversement corrélée au volume de I’cedéme péri-lésionnel. Une analyse en sous-
groupe de la relation entre sept isoformes de MMP et le sexe a permis de mettre en évidence
des phénotypes d’expression variable avec des variations au cours du temps pour MMP-1,
MMP-2, MMP-3 et MMP-9 pour les hommes alors que seul MMP-8 semble varier chez la
femme (42).

L’ensemble de ces informations, en particulier la dualit¢ endommagement/réparation et les
variations temporelles des différentes isoformes, explique le challenge que représentent les

MMPs en tant que cible thérapeutique.
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Figure 11 : Résumé des mécanismes d’action des MMPs dans I’HIC. Figure extraite de
Lattanzi et al. (40).

De manicre tout a fait intéressante, une augmentation de 1’expression des MMPs a été mise en
évidence a distance de I’hémorragie. Ce fait semble étre directement en lien avec le concept
émergent de « Global Brain Inflammation » (16) : I’HIC crée une réaction inflammatoire qui

n’est pas seulement péri-lésionnelle mais qui touche aussi des zones ¢loignées de I’hématome.

Pour finir, il existe un faisceau d’arguments pour penser que le role des MMPs n’est pas
symétrique entre la MAH et ’AAC. L’activité des MMPs, en particulier MMP-9 et MMP-2,
est majorée par la présence de dépdts béta-amyloides, jouant alors un rdle probable a la fois

dans I’induction de I’HIC et dans sa pathogénicité (43).
D. Me¢étabolomique dans I’hémorragie intra cérébrale

La métabolomique, technique permettant d’évaluer 1’ensemble des métabolites circulants, a
déja démontré son utilit¢ dans la compréhension de la physiopathologie et la découverte de
biomarqueurs diagnostiques pour différentes affections neurologiques (44—46). A I’instar de
I’étude INTERACT 4 (réduction précoce de la pression artérielle préhospitaliere permettant
d’améliorer le pronostic fonctionnel des HIC a 3 mois) (47), ou de I’étude SWITCH (réduction
de la mortalité par craniectomie décompressive en phase aigu€) (48), de nombreuses études
visent a réduire les effets déléteres de I’endommagement primaire. Il semble cependant capital
de poursuivre les recherches pour lutter contre I’endommagement secondaire. Nous pensons
que l'analyse métabolomique est une technique de choix pour mieux caractériser

I’endommagement secondaire en identifiant les conséquences métaboliques aboutissant a la
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cascade inflammatoire. Cela permettrait de fournir de nouvelles cibles thérapeutiques pour
limiter les conséquences néfastes de I’expansion de I’hématome ou du développement de

I’cedéme péri-lésionnel.

Par ailleurs, la métabolomique est un outil puissant pour découvrir de nouveaux biomarqueurs
diagnostiques qui pourraient étre utiles a la prise en charge initiale des AVC. En effet, a ce jour,
seule I’imagerie cérébrale permet de poser un diagnostic précis d’AVC. Un biomarqueur
sanguin, aussi fiable que la troponine pour I’infarctus du myocarde, permettrait d’améliorer la

prise en charge initiale des patients en réduisant le délai avant traitement.

Il existe a ce jour peu d’études sur la métabolomique dans la phase aigué des HIC, encore moins

chez ’humain.

En 2017, Zhang et al. (49) ont réalisé une étude en comparant 129 AVC ischémiques, 128 HIC
et 65 sujets sains. Des échantillons sanguins ont été prélevés entre 2 et 12 heures apres le début
des symptomes et une analyse par Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) a été
réalisée. Les auteurs ont mis en évidence 11 métabolites pertinents pour le diagnostic des HIC
en les comparant a ceux des patients atteints d’AVC ischémiques. Ils ont ainsi pu montrer que
les taux de 3-hydroxylbutyrylcarnitine, de glutarylcarnitine, de glutarylcarnitine/3-
hydroxyisovalerylcarnitine, de glutarylcarnitine/palmitoylcarnitine, de (somme de 5 carnitines :
CO0+ C2+C3+C16+ C18:1)/citrulline et de propionylcarnitine/méthionine étaient élevés dans
le groupe HIC par rapport au groupe ischémique. En revanche, les taux de myristoylcarnitine,
de 3-hydroxypalmitoylcarnitine, de tyrosine/citrulline, de valine/phénylalanine et de
hydroxystearoylcarnitine sont diminués dans le groupe HIC. Leur modé¢le diagnostique ainsi
créé¢ a une précision d’environ 76 %. Ils insistent sur 1’augmentation de 1’arginine chez les
patients avec ischémies et HIC par rapport aux sujets sains ainsi que sur la diminution de la
thréonine chez les patients HIC. L’arginine pourrait jouer un réle via I’arginase et la nitric oxide
synthase (NoS) dans D’activité vasculaire. Pour finir, ils rapportent une altération du
métabolisme de la carnitine et de certaines acylcarnitines chez les patients atteints d’AVC
(ischémique et HIC), en particulier une diminution des acylcarnitines a longue chaine dans les

HIC.

En 2020, Zhang et al. (50) ont réalis¢ une étude en comparant 70 AVC ischémiques, 42 HIC et
65 sujets sains. Des échantillons sanguins ont été prélevés durant les 5 premiers jours

d’hospitalisation et une analyse par LC-MS a été¢ réalisée. Les auteurs ont montré que

39



I’¢lévation du 20-hydroxy leucotriene B4 (20-OH-LTB4), dérivé de ’acide arachidonique,
permet une excellente classification des patients HIC versus AVC ischémiques ou versus sujet
sain avec une AUC respectivement de 0,96 et 0,92. Ils concluent qu’un taux ¢levé de 20-OH-
LTB4 dans les HIC pourrait, via l'activation des récepteurs BLT, augmenter la permeéabilité
vasculaire, favoriser l'infiltration des neutrophiles et renforcer 1'adhésion endothéliale des

cellules pro-inflammatoires.

En 2022, Sun, Guozhang et al. (51) ont réalis¢ une ¢tude en comparant 30 HIC et 30 sujets
sains. Des échantillons sanguins ont été prélevés sans que la durée depuis le début des
symptdmes ne soit précisée, une analyse par LC-MS a ¢été réalisée. Les auteurs ont mis en
évidence les 11 métabolites pertinents suivant: L-carnitine, L-octanoylcarnitine,
phytosphingosine (PHS), lysophosphatidyl choline (lysoPC) (14:0/0:0), lysophosphatidyl
¢thanolamine (lysoPE) (0:0/18:2), (lysoPC) (20:5/0:0), phosphatidylcholine (PC) (14:1/18:1),
(lysoPC) (18:3), lactosylcéramide (d18:1/12:0), phosphatidyle éthanolamine (PE) (22:4/P-
18:0) et PC (20:3/22:6). Ils ont montré que la L-carnitine et la phosphatidylcholine PC
(20:3/22:6) sont de bons candidats au titre de biomarqueurs diagnostiques avec une AUC de
leur modele estimée a 0,97. D’aprés les auteurs, la diminution de la carnitine et I’augmentation
de I’octanoylcarnitine chez les HIC pourraient traduire des anomalies de I’oxydation des acides
gras et du métabolisme des lipides. L’augmentation du lactosylcéramide pourrait traduire une
participation indirecte a des voies de signalisations telles que I’adhésion endothéliale, la voie
Ras ou la voie du NF-xB. Il semblerait que 1’octanoylcarnitine et le lactosylcéramide soient
positivement corrélés a la rigidité artérielle (52). Le sphingolipide PHS peut étre métabolis¢ en
céramide, molécule de signalisation impliquée a de nombreuses voies cellulaires de
I’inflammation et de la mort cellulaire. C’est ainsi qu’ils justifient sa diminution dans les HIC.
De plus, le PHS a montré une activité anti-inflammatoire via 1’activation des récepteurs PPAR.
Pour finir, les auteurs décrivent les différents changements des phospholipides PC, lysoPC, PE
et lysoPE. Ils rapportent que la phospholipase A2 peut dégrader ces phospholipides en acide
arachidonique ou acide docosahexaénoique. L’impact précis de ces phospholipides dans les
HIC reste incertain mais les auteurs soulévent un possible lien avec le métabolisme des lipides

dans I’HTA (53).

En 2021, Mader et al. (54) ont réalis¢ une étude en comparant 25 HIC/hémorragie
intraventriculaire ayant nécessité la pose d’une dérivation ventriculo-péritonéale et 19 sujets
sains. Des échantillons sanguins et de liquide cérébro-spinal (LCR) ont été prélevés sur 3

périodes (0 a 3 jours, 4 a 7 jours et 9 a 11 jours). Les auteurs ont réalisé une analyse par LC-
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MS spécialement paramétrée pour évaluer la L-arginine et ses métabolites. Dans le sérum
prélevé a la phase précoce, ils ont observé une diminution de la L-ornithine, la L-lysine et la L-
citrulline. A la phase aigué, les auteurs ne trouvent pas de variations de concentration de la L-
arginine dans le liquide cérébrospinal ou le sérum des patients atteints d’HIC. A la phase aigué
des HIC, les auteurs supposent, a partir des différents dosages des métabolites de la L-arginine,

une augmentation de I’activité de la nitric oxide synthase (NoS).

Dans un domaine proche de ’'HIC, Harshfield et al. (55) ont étudié¢ le métabolome sérique dans
une cohorte de patients souffrant de maladie des petites artéres (MPA) cérébrales, en le
corrélant aux biomarqueurs d’IRM et aux profils cognitifs. Les patients proviennent de deux
cohortes différentes avec réalisation réguliere d’IRM pour un suivi total entre 5 et 14 ans.
L’analyse métabolomique a été faite par LC-HRMS et par IH NMR spectroscopie. Concernant
les biomarqueurs d’IRM de MPA (microbleeds, lacunes, anomalies de la substance blanche),
ils mettent principalement en évidence une association avec des métabolites lipophiles tels que :
les sphingomyélines (SM), les céramides, les phosphatidylcholines (PC), les
lysophosphatidylcholines (LPC), le cholestérol, le HDL-4 Apo-A2, I’acide gras non saturé¢ FA
(18:2(OH)), ainsi que la créatine, la caféine et la paraxanthine (cf. Figure 12 pour le sens de

I’association).
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Figure 12 : Association statistique des métabolites avec les biomarqueurs de MPA et les
profils cognitifs, d’aprés Harshfield et al. (55).

D’autres études ont mis en évidence une association entre les sphingolipides tels que la
céramide ou les sphingomy¢élines avec la MPA. You et al. (56), dans une petite cohorte, ont
compar¢ des patients atteint d’une maladie athéromateuse des gros vaisseaux, une MPA, une
maladie de Fabry (une MPA d’origine génétique) a des patients controles. Par rapport aux sujets
témoins, ils mettent en évidence une association entre I’augmentation des céramides et des
sphingolipides sériques avec la maladie athéromateuse des gros vaisseaux, la MPA et la maladie
de Fabry. Ighodaro et al. (57) confirment I’importance des céramides en montrant une
association significative entre 1’augmentation des céramides sériques et la présence de
microbleeds. En revanche, contrairement a Harshfield et al. (55), ils ne mettent pas en évidence

d’association entre le dosage des céramides sériques et la présence de lacunes.

De ces ¢tudes, il semble émerger un signal concernant la pertinence des sphingolipides dans la
MPA. Malheureusement, certains résultats semblent contradictoires avec des directions

d’associations inverses entre 1’étude de Harshfield et al. (55) et celles de Ighodaro et al. (57)
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ou de You et al. (56). De plus, les sphingolipides tels que la céramide et les sphingomyélines
présentent un manque de spécificité. Ils ont par ailleurs prouvé une association statistiquement
significative dans d’autres pathologies neurologiques comme la sclérose en plaques (58), ou

non neurologiques comme les maladies cardiaques (59).

En conclusion, nous pouvons remarquer que les résultats d’analyses métabolomiques dans la
phase aigué d’HIC sont épars. Les populations étudiées ainsi que les groupes de comparaison
ne reflétent pas toujours la réalité clinique globale et représentent en majorité¢ des populations

asiatiques qui sont plus a risque d’HIC (16).
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E.  Objectifs de I’étude

C’est dans ce contexte que nous avons réalisé¢ 1’étude exploratoire MétAVC pour étudier le

métabolome sérique des patients en phase aigué d’HIC.

L’objectif principal de cette ¢tude est de mettre en évidence une différence de signature
métabolomique sérique entre patients HIC versus Non-HIC. De cette maniére, nous pourrons
améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu a la phase hyperaigiie des
hémorragies intracérébrales chez I’humain. Nous espérons que ces connaissances pourront
participer au développement de nouvelles cibles thérapeutiques et permettront la découverte de

nouveaux biomarqueurs diagnostiques.
Les objectifs secondaires de cette étude sont :

- L’¢tude de la corrélation entre le métabolome des patients HIC et la durée entre le début
des symptomes et le prélevement. Ces résultats permettront d’argumenter notre
discussion en s’assurant que la durée entre le début des symptomes et le prélevement
n’est pas un biais de confusion.

- L’¢tude de la corrélation entre le métabolome des patients HIC et le volume de
I’hématome. De cette maniére, nous espérons pouvoir mettre en lien une signature
métabolomique proportionnelle au volume de I’hématome. Renforcant ainsi la causalité
des métabolites les plus pertinents dans la physiopathologique de I’HIC.

- L’¢étude de la corrélation entre le métabolome des patients HIC et le volume de I’cedéme
péri-lésionnel. De cette manicre, nous espérons mettre en évidence des métabolites

spécifiquement liés aux voies inflammatoires actives en phase hyperaigiie d’HIC.
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II. Matériel & Méthode

A. Modalités de 1’étude

M¢EtAVC est une étude observationnelle prospective monocentrique prenant place au CHU de

Tours.

Nous avons créé une biobanque en conservant tous les fonds de tube des patients ayant eu un
bilan biologique en urgence sur les soins intensifs de neurologie vasculaire au CHU de Tours
entre le 1¢ décembre 2022 et le 1°" novembre 2023. Cette biobanque a ¢té déclaré a la CNIL
(commission nationale de I'informatique et des libertés) au dossier DC-2015-2549, autorisé par
le ministére de la Recherche. Ces patients représentaient pour la quasi-totalité des alertes AVC.
Le diagnostic étiologique a été établi sur I’imagerie de phase aigué, IRM cérébrale ou scanner
cérébral avec séquence de perfusion en cas de contre-indication a ’IRM (Pacemaker, agitation
trop importante, valve cardiaque non compatible ...). Les informations cliniques (antécédents
médicaux dont les facteurs de risques cardiovasculaires
tabac/obésité/dyslipidémie/diabete/HTA, traitements personnels dont la  présence
d’antiagrégant plaquettaire/anticoagulant/statine, heure de début des symptomes, évaluation
clinique initiale avec NIHSS, évolution au cours du séjour avec conclusion étiologique du bilan
intra-hospitalier, NIHSS et score de Rankin modifi¢ de sortie) et les informations biologiques
(ionogramme sanguin, NFS, bilan rénal, bilan hépatique complet, bilan de coagulation
TP/TCA/Fibrinogéne, marqueurs cardiaques NT-ProBNP et troponine) sont disponibles dans
le dossier médical des patients. Ces données ont été extraites a distance de leur sortie
d’hospitalisation. La consommation d’alcool n’a pas été prise en compte car cette information
clinique n’a pas suffisamment été renseignée. L’obésité a ét¢ définie comme un IMC supérieur
a 30 kg/m?. Les patients étaient considérés comme présentant une HTA s’ils le déclaraient a
I’interrogatoire ou s’ils prenaient des traitements a visée antihypertensive. Il en va de méme
pour le diabete et la dyslipidémie. Les patients étaient considérés comme présentant une
insuffisance hépatocellulaire s’ils le déclaraient a I’interrogatoire ou si leur bilirubinémie était
supérieure a 30 nmol/L. Les patients étaient considérés comme présentant une insuffisance
rénale s’ils le déclaraient a 1’interrogatoire ou si leur DFG selon la formule CKD-EPI était

inférieur 2 60 mL/min/1,73m>.
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B. Population d’¢tude

Les criteres d’inclusion pour cette étude sont : diagnostic d’HIC sur I’imagerie initiale d’alerte
AVC, non opposition du patient a la recherche anonyme sur données cliniques et biologiques,

patient majeur.

Les criteéres d’exclusion pour cette étude sont : déces dans les 7 premiers jours d’hospitalisation,

matériel biologique insuffisant ou HIC post-traumatique.

Nous avons décidé d’exclure les déces précoces car ces patients ont souvent un recueil de
données cliniques, de biologique et d’imagerie incomplet. De plus, ils présentent un profil
métabolomique perturbé en lien avec la cause du déces (60—62). Ces différents parametres
rendent I’interprétation des analyses métabolomiques délicate. Nous pouvons ainsi cibler une

population de patients cliniquement mieux phénotypée.

Nous avons créé¢ un groupe controle de 27 patients par appariement pour les facteurs de
confusions décrits ci-apres. Pour réaliser cet appariement, nous avons utilisé la méthode des
« voisins les plus proches » (K-means clustering). Cet appariement est réalisé par rapport aux
variables suivantes : facteur de risque cardiovasculaire (HTA/diabete/dyslipidémie/age/sexe),

présence de statines dans les traitements, insuffisance rénale et insuffisance hépatocellulaire.
C. Imagerie

Tous les patients présentant une HIC sont inclus dans la cohorte prospective OPTICH
(OPTimisation of IntraCerebral Haemorrhage) de I’hopital universitaire de Tours. Tous les
patients inclus dans le protocole OPTICH ont un controle d’imagerie par IRM cérébrale
multimodale réalisé¢ dans les 72 h apres le début des symptomes. Cette IRM cérébrale dédiée
comporte les séquences suivantes : Axial DWI, Axial SWI, Axial Turbo SpinEcho T2, Axial
3D TOF, Axial 3D Echo Spin, T1 without fat saturation, Arterial Spin Labeling, Axial 3D Echo
gradient T1 WE Gado, Axial T2 FLAIR Echo Spin Gado.

Sur 'IRM d’alerte AVC et sur I’IRM des 72 h, différents critéres sont systématiquement
mesurés et analysés pour tous les patients inclus dans la cohorte OPTICH. Parmi lesquels on
pourra noter : la présence d’hypersignaux DWI a distance de la I€sion, les marqueurs SWI de
MPA tels que les microbleeds (nombre et localisation) et sidérose la corticale (nombre et

localisation), les marqueurs T2 de MPA tels que le nombre et localisation des EPVD, les

46



marqueurs de MPA sur la séquence FLAIR tels que la gradation de la leucopathie vasculaire
selon I’échelle de Fazekas ainsi que sa localisation, la recherche du « mutlispot partern », la
recherche d’HSA aigiie, la recherche d’anomalies perfusionnelles sur la séquence ASL en
faveur d’'une malformation artérioveineuse (MAV), la mesure du volume de I’hématome et de
son expansion sur la séquence morphologique T1, sa localisation selon la classification

CHARTS (63) et la mesure de 1’cedéme péri-1ésionnel sur la séquence FLAIR (64).

Le diagnostic d’angiopathie amyloide cérébrale est retenu selon les critéres de Boston 2.0. (14)
pour les patients classifiés « probables ». Nous avons utilis¢ CADMUS, la récente classification
de MPA, pour classer les autres patients en trois catégories : MAH, Mixte MAH-AAC et

indéterminée (65).
D. Analyse métabolomique

Du 1° avril 2024 au 1° juin 2024, il a été réalisé une analyse métabolomique non ciblée par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution (LC-HRMS).
L'analyse LC-HRMS a ¢été réalisée apres extraction avec 100 ul de méthanol a partir de 20 pl
de plasma. Un systeme UPLC Ultimate WPS-3000 (Dionex, Allemagne) a été couplé a un
spectrometre de masse Q-Exactive (Thermo Fisher Scientifc, Bremen, Allemagne) fonctionnant
en modes d'ionisation par é€lectrospray positif (ESI+) et négatif (ESI-). La chromatographie
liquide a été réalisée a l'aide d'une colonne Phenomenex Kinetex 1,7 um XB-C18 (100
mmx2,10 mm) maintenue a 40 °C. Deux gradients de phase mobile (précédés d'un temps
d'équilibre de 3 min ; A : H20 + 0,1% d'acide formique ; B : méthanol + 0,1% d'acide formique)
ont été utilisés. Le gradient a été maintenu a un débit de 0,4 mL/min. Le gradient en plusieurs
étapes a été programmé comme suit : 0-2 min, 0,1 % B ; 2-6 min, 0,1-25 % B ; 6-10 min, 25-
80 % B ; 10-12 min, 80-90 % B ; 12-16.5 min, 90-99.9 % B ; 16.5-20 min, 99.9-0.1 % B. Deux
colonnes différentes ont été utilisées pour augmenter la couverture métabolique. Ainsi, une
chromatographie liquide a interaction hydrophile (CORTECS UPLC HILIC 150 mm x 2,1 mm
x 1,6 um (WATERS)) a également été utilisée. Deux gradients de phase mobile ont ¢galement
été utilisés (A : H20 + 10 mM formiate NH4 + 0,5% acide formique ; B : acétonitrile + 10 mM
formiate NH4 + 0,5% acide formique) et le gradient a ét¢ maintenu a un débit de 0,3 mL/min.
Le gradient en plusieurs étapes a été programmé comme suit : 0-1,5 min, 95 % B ; 1,5-8 min,
95-82 % B ; 8-15 min, 82-75 % B ; 15-15.5 min, 75-25 % B ; 15.5-16 min, 25-3 % B ; 16-22
min, 3-95 % B. Pendant l'acquisition a balayage complet (MS complet, AGC cible 1e6, temps

d'injection maximal 250 ms), qui allait de 58 a 870 m/z, l'instrument a fonctionné a une

47



résolution de 70 000 (m/z = 200). Comme pour toutes les analyses biologiques, les étapes pré-
analytiques et analytiques de I'expérience ont ét¢ validées par les résultats du controle qualité
(CQ). La solution de contrdle qualité a été préparée a partir d'un mélange de 20 échantillons
aléatoires de notre cohorte. Ainsi, ce pool était représentatif de notre cohorte et les échantillons
ont ¢té extraits exactement avec le méme processus que les échantillons des patients. Par
conséquent, ils représentaient a la fois la variation technique et la variation d'extraction. Les
coefficients de variation [CV = (écart-type/moyenne) X 100] ont été calculés a partir de toutes
les données sur les métabolites. Les métabolites dont le CV des CQ était supérieur a 30 % ont
¢été exclus de I'ensemble des données finales. Les CQ ont été analysés au début de la série, tous
les 10 échantillons et a la fin de la série. Une analyse ciblée a été appliquée aux échantillons,
sur la base d'une bibliothéque de composés standard (Mass Spectroscopy Metabolite Library
(MSML) of standards, IROA Technologies). Les critéres suivants ont été utilisés pour identifier
les métabolites : temps de rétention du métabolite détecté dans un délai de £20 s par rapport a
la référence standard, masse moléculaire exacte mesurée du métabolite dans une fourchette de
10 ppm autour de la masse moléculaire connue du composé de référence et correspondance
entre les rapports isotopiques du métabolite et de la référence standard. La valeur du signal a
¢été calculée a I'aide du logiciel Xcalibur (Termo Fisher Scientifc, San Jose, CA) en intégrant la
surface du pic chromatographique correspondant au métabolite sélectionné. L'ensemble des

données a été validé par le spécialiste de la spectroscopie de masse du laboratoire (66).
E. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel en ligne gratuit MetaboAnalyst et sur
Python grace au package sklearn. Les données ont été normalisées, transformées selon une
¢échelle logarithmique et mises a 1’échelle automatiquement grace au logiciel MetaboAnalyst.
Une premicere classification a été effectuée par une analyse multivariée supervisée basée sur la
méthode « orthogonal partial least squares discriminant analysis » (OPLS-DA). Les métabolites
avec un score VIP > 1,5 sur le modéle OPLS-DA ont été sélectionnés comme les plus pertinents.
Cette méthode a permis de limiter le bruit de fond des métabolites non-sélectionnés et de

maximiser le recueil d’information pertinente.

Pour I’ensemble des métabolites pertinents (VIP > 1,5), nous avons réalisé les analyses
statistiques suivantes. Une analyse statistique univariée a ¢té réalisée par le test de Student. La
méthode « False discovery rate » (FDR) a été utilisée pour corriger le risque ler (@) des tests

statistiques par rapport au grand nombre de tests réalisés. Le calcul de la variation des niveaux
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de métabolites entre les groupes, « Fold Change » (FC), a été calculé sur les concentrations non
normalisées. Pour rechercher des métabolites covariants, nous avons réalis¢é une Heatmap de
corrélation avec une mesure de la distance de Pearson et un clustering selon la méthode Ward.
Nous avons réalis¢ une Heatmap de clustering hiérarchique avec dendrogramme en utilisant
une mesure de la distance Euclidienne et un clustering selon la méthode Ward. Nous avons
réalisé une classification non supervisée par la méthode multivariée « principal component
analysis » (PCA) afin d'évaluer la distribution globale. Nous avons établi un nouveau un modele
de classification multivari¢ supervis¢ OPLS-DA. Vingt pour cent des données n’ont pas été
utilisées pour I’'implémentation du modele et ont permis alors une validation indépendante.
Nous avons utilis€ une permutation sur 100 échantillons pour s’assurer de la robustesse du

modéle.

Nous avons ensuite cherché des biomarqueurs diagnostiques d’HIC. Initialement, nous avons
évalué les performances diagnostiques univariées des métabolites pertinents par leur AUC.
Ensuite, nous avons créé un modele diagnostique multivarié en sélectionnant la meilleure
combinaison de métabolites parmi les plus prometteurs. Nous avons utilis€¢ un algorithme de
classification Random Forest pour la création de ce mode¢le multivarié. Nous avons évalué les
performances du modé¢le diagnostique par une courbe ROC avec calcul de I’AUC. Nous avons
estimé la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative

de notre mode¢le a 1’aide d’une matrice de confusion moyennée sur 100 permutations.

Grace a un modele linéaire, nous avons pu ajuster les analyses statistiques pour certains facteurs
de confusion connus en métabolomique (age, sexe, HTA, diabéte, prise de statines, DFG,

obésite).

Chez les patients atteints d'HIC, nous avons identifi¢ les métabolites dont la concentration était
corré¢lée a la durée écoulée entre le début des symptomes et le prélévement. Pour ce faire, nous
avons utilis¢ un modele multivarié type OPLS-Regression (équivalent de I’OPLS-DA adapté
aux variables continues) afin de mettre en évidence les métabolites pertinents avec un VIP >
1,5. Ensuite, nous avons réalis¢ des tests de corrélations univariés type Spearman avec
correction par la méthode FDR. Nous avons ensuite ajusté les tests de corrélations de Spearman
pour les facteurs de confusions suscités. Nous avons ainsi pu contrdler un potentiel de biais de
confusion. Lors de la discussion, nous avons pu ajuster nos principales conclusions si certains
métabolites montraient une forte corrélation avec la durée écoulée depuis le début des

symptomes.
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Pour finir, nous avons cherché les métabolites corrélés au volume de I’hématome et au volume
de I’cedéme péri-lésionnel. Nous avons utilisé la méme méthode que pour la corrélation avec la
durée depuis le début des symptomes. Dans notre modele d’ajustement pour les facteurs de
confusion, nous avons rajouté le volume de I’hématome et le volume de 1’cedéme péri-lésionnel

car ils sont connus pour étre corrélés (67).
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III. Résultats

A. Clinique

La biobanque ainsi constituée entre novembre 2022 et décembre 2023 recense 1 005
échantillons dont 87 patients ayant présenté une HIC, 448 un AVC ischémique, 92 un accident

ischémique transitoire et 378 contrdles n’ayant pas présenté un événement neurovasculaire (cf.

Figure 13).

Parmi les patients présentant une HIC, nous avons exclu 25 patients décédés au cours des sept
premiers jours de la prise en charge, trois patients dont la quantité de matériel biologique apres
analyse de routine était insuffisante pour les analyses métabolomiques et un patient avec HIC

post traumatique. Nous avons ainsi abouti & un groupe de 58 patients avec HIC.

1005 patients acceptés en
alerte AVC

Non-Inclus :
AVC ischémique : 448
Non AVC : 378
AlT : 92

Exclus :
25 décédés dans les 7 jours
1 HIC post traumatique
3 manques de sérum

58 patients avec HIC

Figure 13 : Organigramme de flux des patients de I’étude MétAVC.

Grace a notre méthode d’appariement, les caractéristiques cliniques des patients sont
globalement équilibrées entre le groupe d’HIC et le groupe controle (cf. Tableau 1). L’age
moyen est de 68,4 (sd 16,3) ans pour le groupe d’HIC et de 71,5 (sd 14,5) ans pour le groupe
Non-HIC. La proportion d’hommes est similaire, avec 62,1 % pour les HIC par rapport a 63 %

pour les Non-HIC. Le facteur de risque cardiovasculaire le plus retrouvé est 'HTA, comme
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attendu chez des patients présentant une HIC, avec 60,3 % de patients hypertendus contre 51,9
% chez les patients Non-HIC. En seconde position, on retrouve la dyslipidémie avec une
proportion de 24,1 % dans le groupe d’HIC contre 25,9 % dans le groupe contrdle. Puis en
troisiéme position, le diabete avec une proportion de 13,8 % dans le groupe HIC et de 14,8 %
dans le groupe controle. On pourra noter que 21,8 % des patients avec HIC présentent une

obésité (IMC > 30 kg/m?) contre seulement 8,3 % dans le groupe Non-HIC.

Concernant les traitements, 24,1 % des patients présentant une HIC prennent un traitement par
statines ou ézetimibe contre 25,9 % dans le groupe Non-HIC. En revanche, il existe un
déséquilibre dans les proportions de patients sous anti-agrégant plaquettaire (AAP) ou
anticoagulant (Ag) avec respectivement 8,6 % et 6,9 % dans le groupe HIC versus 25,9 % et

11,1 % dans le groupe Non-HIC.

En rapport avec le diagnostic d’HIC, les patients ont une présentation clinique initiale plus
sévere dans le groupe hémorragique avec un score NIHSS moyen a 9,7 (sd 6,7) par rapport a

3,2 (sd 4,8) pour le groupe Non-HIC.

La quasi-totalité des patients a pu avoir au minimum une IRM cérébrale au cours de leur sé¢jour
avec 100 % dans le groupe HIC et 92,6 % dans le groupe Non-HIC. Dans le groupe contrdle, 2
patients n’ont pas réalis¢ d’IRM, le premier car aprés un interrogatoire précis, nous n’avons pas
retenu un déficit neurologique focal et le deuxiéme car il était porteur d’un pacemaker. La durée
précise entre le début des symptdmes et le prélévement sanguin a pu étre calculée pour 73/85
(85 %) des patients, et en particulier pour 49/58 (84 %) des HIC. Elle est en moyenne de 385
minutes mais comme le démontre son écart type de 685 minutes il existe des variations tres
importantes, avec notamment 4 patients pris en charge au moins 2 000 minutes apres le début

des symptomes.
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HIC Non-HIC

6841163 71,5145
36/58(62,1) 17/27(63)
25753 23,84
[ HTA-nb./nb. total (%) 35/58 (60,3) 14/27 (51,9)
P oystipidémie -nb./nb. total (%) 14/58 (24,1) 7/27(25,9)
[ piabete -nb./nb. total (%) 8/58(13,8) 4/27(14,8)
_ Tabagisme actif-nb./nb. total (%) 1/58 (2,6) 0/27 (0)
P obesité-nb./nb. total (%) 12/58(21,8) 2/27(8,3)
_ Antiaggrégant plaquettaire - nb./nb. total (%) 5/58(8,6) 7/27(25,9)
_ Anticoagulant - nb./nb. total (%) 4/58(6,9) 3/27(11,1)
_ Statine/Ezetimibe - nb./nb. total (%) 14/58 (24,1) 7/27(25,9)
des symptomes *sd (min)

P NiHss moyen + sd 9,7+6,7  3,2:4,8
[ Au moins une IRM cérébrale réalisée -nb./nb. total (%) 58/58 (100) 25/27 (92,6),

Tableau 1: Caractéristiques cliniques des patients de 1’é¢tude MétAVC.

Parmi les HIC, nous avons diagnostiqué 84,5 % d’HIC spontanées, 13,7 % d’HIC secondaires
et le bilan n’a pas été contributif pour 1,7 % des HIC (cf. Tableau 2). Dans notre ¢tude, la MAH
est la premiere cause d’HIC spontanée avec 42,9 % par rapport a I’AAC qui représente 28,6 %.
Cette répartition est a pondérer étant donné qu’il y a 18,4 % des HIC qui présentent une MPA
mixte et 10,2 % pour lesquelles 1’étiologie précise est inconnue. Dans notre étude, parmi les
causes d’HIC secondaire, la principale est la MAV avec 5 patients sur 8. On pourra noter aussi

2 patients avec une tumeur cérébrale et 1 patient avec une rupture d’anévrisme.

Concernant les patients Non-HIC, les deux principales étiologies ayant entrainé 1’alerte AVC
sont les crises d’épilepsie (5 patients) et les vertiges ORL (4 patients). On pourra aussi noter
une tumeur cérébrale non hémorragique, un hématome sous dural (HSD) et un trouble

neurologique fonctionnel (TNF).
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Non-HIC

Hemorragle intra cérébrale (HIC)

Spontanee nb./nb. total (%) 49/58 (84 5) -
_ Secondaire -nb./nb. total (%) 8/58 (13,7) -
_ Incertain - nb./nb. total (%) 1/58(1,7) -
I
49 -
s MaH -nb./nb. total (%) 21/49 (42,9) -
P Aac-nb./nb. total (%) 14/49 (28,6) -
[ Mixte MAH - AAC - nb./nb. total (%) 9/49 (18,4) -
_ Inconnue -nb./nb. total (%) 5/49 (10,2) -
- -
8 :
s MAV-nb. /nb. total (%) 5/8(62,5) -
_ Tumeurs-nb./nb. total (%) 2/8(25) =

_ Rupture d'anévrysme - nb./nb. total (%) 1/8(12,5) -

- 27
_ Autres diagnostiques - nb./nb. total (%) - 15/27 (55,6)
_ Crise epileptique-nb./nb. total (%) - 5/27 (18,5)
P Vertige ORL - nb./nb. total (%) - 4/27 (14,8)
[ tumeur ; HSD ; TNF -nb./nb. total (%) - 3/27(11,1)

Tableau 2 : Conclusions étiologiques des patients de I’étude MétAVC.
B. Imagerie

Concernant les données d’imageries (cf. Tableau 3), le volume moyen des HIC est de 21,4 mL
(sd 21,1) et celui de I’cedéme péri-1ésionnel de 30,7 mL (sd 22,3). Les HIC sont réparties de
maniere équitable entre HIC lobaires et HIC profondes avec respectivement 43,1 % et 48,3 %.
Les hémorragies du cervelet et du tronc cérébral représentent 5,2 % chacune. 1l est fréquent
d’avoir un envahissement des structures adjacentes par 1’hémorragie comme le témoigne la
proportion des inondations intraventriculaires associées de 41,4 % et des HSA aigiies présentes
chez 27,6 % des patients. Enfin, on notera la haute prévalence de séquelles d’HIC, estimée a

19,0 %.

Nos patients et nos contrdles présentent une leucopathie vasculaire importante. La leucopathie
a été évaluée sur la séquence BO pour un patient a cause d’un artefact de mouvement sur la
séquence FLAIR. Seuls 15 a 20 % des HIC ont une leucopathie vasculaire cotée 0 sur le score
de Fazekas, environ 80 % ont un score de Fazekas a 1 ou plus et 17,2 % ont un score
Fazekas 3. Ces résultats sont a peu pres similaires dans le groupe controle avec une proportion
plus importante de Fazekas 1 autour de 45 % et moins importante de Fazekas 2 a 20 %. On

pourra noter une distribution plutét homogene entre 1’atteinte profonde et superficielle de la
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leucopathie vasculaire. On notera une proportion plus importante de « multi-spot pattern »

FLAIR parmi les HIC évaluée a 33,3 % versus 12,0 %.

Les patients présentant une HIC ont plus fréquemment des lacunes (56,1 % contre 32 %) mais
sont moins souvent porteurs de séquelles ischémiques (3,5 % contre 12 %). On remarquera la
trés grande proportion de 1ésions positives DWI chez les patients avec HIC estimée a 46,6 %.
Le seul patient du groupe Non-HIC a présenter une 1ésion DWI positive a été pris en charge
pour une OACR (occlusion de I’artére centrale de la rétine) de cause athéromateuse

carotidienne ; cette 1ésion DWI est punctiforme.

Chez les HIC, les espaces périvasculaires dilatés (EPVD) ont été¢ quantifiés sur des séquences
Axiale T2 TSE quand disponibles (48/58 (82,7 %) des HIC) ou a défaut sur des séquences T1
MPRAGE (3/58 (5,2 %) des HIC). Pour les patients non inclus dans le protocole OPT-ICH
(6/58 (10,3 %) des HIC et les Non-HIC), les séquences réalisées sur I’'IRM d’alerte AVC ne
permettent pas d’évaluer les EPVD de maniere suffisamment fiable. Environ 40 % des patients
HIC ont moins de 10 EPVD, environ 35 % ont entre 10 et 20 EPVD et environ 25 % ont 20

EPVD ou plus. La répartition est relativement homogéne entre EPVD profonds et superficiels.
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Non-HIC

Hematome intra cerebral

Volume moyen de l'hématome £ sd (mL) 21,4+21,1 -

_ Volume moyen de l'oedéme peri-hématome # sd (mL) 30,7+22,3 -
I

_ Lobaire -nb./nb. total (%) 25/58 (43,1) -
[ erofonde-nb. /nb. total (%) 28/58 (48,3) -
I Tronc cérébral - nb./nb. total (%) 3/58(5,2) -
_ Cervelet -nb./nb. total (%) 3/58(5,2) -
_ Innodation intra ventriculaire associée - nb./nb. total (%) 24/58 (41,4) -
PN HsAaigiie associée - nb./nb. total (%) 16/58 (27,6) -
I

Séquelle d'une ancienne HIC (%) 11/58 (19) 0

Données d'IRM disponibles : séquence FLAIR 57 25
_ Volume moyen #sd (mL) 22,3+25 13,2+16,1
[N Fazekas 0 : périventriculaire ; profond -nb (%) ; nb (%) 9(15,5);12(20,7)  4(16);9 (36)
N Fazekas 1 : périventriculaire ; profond -nb (%) ; nb (%) 23(39,7); 16 (27,6) 14 (56);9 (36)
_ Fazekas 2 : périventriculaire; profond -nb (%), nb (%) 16 (27,6);20(34,5) 5(20);5(20)
N Fazekas 3 : périventriculaire ; profond - nb (%) nb (%) 10(17,2);10 (17,2)  2(8);2(8)
P FLAIR "'multi-spot patern” - nb./nb. total (%) 19/57 (33,3) 3/25 (12)
]

Données d'IRMdisponibles : séquence FLAIR ; DWI 57,58 25;25
N erésence de lacunes -nb./nb. total (%) 32/57 (56,1) 8/25 (32)
I presence de séquelles ischémiques - nb./nb. total (%) 2/57 (3,5) 3/25(12)
_ Présence de lésion DWI-nb./nb. total (%) 27/58 (46,6) 1/25 (4)
0000 ]

Lésions hémorragiques Données d'IRMdisponibles : séquence SWI 58 24
_ Présence de microbleeds profonds - nb./nb. total (%) 22/58(37,9) 3/24(12,5)
_ Moyenne du nombre de microbleeds profonds +sd 2,1+4,3 0,1+0,3
PN présence de microbleeds superficiels - nb./nb. total (%) 28/58 (48,3) 28/58 (48,3)
_ Moyenne du nombre de microbleeds superficiels + sd 3,4+6,4 0,5+1,7
_ Présence de sidérose superficielle - nb./nb. total (%) 6/58(10,3) 1/24(4,2)
_ Moyenne du nombre de sidérose superficielle + sd 0,2+0,6 0+0,2
I

A EES TV ES EEEGI B Données d'IRM disponibles : séquence T2 ou T1 MPRAGE 52 4
Moinsde 10 : NGC - centre semiovaux -nb (%) ; nb (%) 22 (42,3);20(38,5) -

N entre 10 et 20 : NGC - centre semiovaux-nb (%) ;nb (%) 19(36,5);17 (32,7) -
_ Entre 20 et 40 : NGC - centre semiovaux -nb (%) ; nb (%) 8(15,4);11(21,2) -
_ Plusde 40 : NGC - centre semiovaux -nb (%), nb (%) 3(5,8);4(7,7) - .
Tableau 3 : Biomarqueurs d’imagerie des patients de 1’étude MétAVC.
Localisation lobaire : Frontal, Pariétal, Occipital, Insulaire, Temporal.
Localisation profonde : NGC : noyaux gris centraux (noyau lenticulostrié¢ et noyau caudé¢) et

Thalamus.
C. Mc¢étabolomique

Nous avons pu mettre en évidence 198 métabolites (liste complete en Annexe C).
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1.  Analyse principale : HIC vs Non-HIC

Le modele de classification supervisé multivari¢ OPLS-DA réalisé sur I’ensemble des
métabolites a permis de mettre en évidence une liste de 25 métabolites pertinents avec un
VIP > 1,5 (cf. Tableau 4). Comme détaillé dans la méthode, la suite des analyses de cette

section a été réalisée sur le sous-groupe des 25 métabolites pertinents.
a)  Analyse univariée des métabolites pertinents

Parmi les 25 métabolites pertinents, seules la L-histidine et la L-asparagine ne présentaient pas
de différence statistiquement significative avec une p valeur de 0,095 et 0,103. Le Fold Change
(FC), ou Rapport de Niveau, mesure I’amplitude d’écart de concentration avant normalisation.
Nous avons mis en évidence des variations pertinentes du FC concernant la guanine et la
guanosine avec un taux de 1,6 ainsi que certaines sphingomyélines comme SM(36 1) et
SM(38 1) avec un taux de 0,65 (cf. Figure 14). La correction par la méthode FDR n’a pas

entrainé de différence statistiquement significative.

Ces métabolites pertinents pourraient €tre regroupés en trois familles: la famille des
phospholipides (sphingomyé¢line, LPS(22 4), PC(40 9)), la famille des purines (guanine,
guanosine, inosine) et la famille des acides aminés (linoleyl carnitine, L-alanine, N6-N6-N6-
triméthyl-L  lysine, L-proline). En remarquera en priorit¢ la grande proportion de
sphingomy¢line SM (avec la référence standard X(‘Nombre d’atome de carbone ° "Nombre de

double liaison’).
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|__Metabolites | _pvalue | FDR | _Fold Change | VIP _

sSM(38_1)

LPS(22_4)

Linoleyl carnitine

PC(40_9)

CADAVERINE
5-HYDROXYINDOLEACETATE
N6_N6_N6-Trimethyl-L-lysine

L-ALANINE
L-PROLINE
L-HISTIDINE
L-ASPARAGINE

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0002
0,0004
0,0006
0,0011
0,0019
0,0027
0,0038

0,0095
0,0114
0,0106
0,0131
0,0306
0,0955
0,1036

<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0002
0,0002
0,0002
0,0003
0,0004
0,0007
0,0010
0,0018
0,0030
0,0040
0,0053
0,0125
0,0132
0,0135
0,0149
0,0333
0,0995
0,1036

0,63
0,75
0,64
0,75
1,29
0,7
0,71
0,68
0,73
0,76
0,64
0,7
1,62
0,63
1,61
1,34
1,18
1,1
0,69
1,09
1,44
0,85
0,89
0,92
0,9

2,64
2,4
2,59
2,78
2,55
2,22
2,12
2,24
2
2,23
1,74
1,63
1,55
2,07
1,62
1,84
1,91
2,04
1,69
2,09
1,63
2,11
1,78
1,55
1,75

Tableau 4 : Analyses univariées des métabolites pertinents mis en évidence par le modele

OPLS-DA permettant de différencier les patients HIC et Non-HIC.

SM(36_1)
Normalized Conc.

LPS(22 4)
Normalized Conc.

GUANINE

Normalized Conc.

HIC
Non HIC

Figure 14 : Différences de concentrations normalisées entre HIC et Non-HIC pour trois

HIC T

Non HIC 1

HIC

métabolites d’intérét : la SM(36 1), le LPS(22 4) et la guanine.

Non HIC
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Pour rechercher une éventuelle covariance des métabolites entre eux, nous avons réalisé une
Heatmap de corrélation avec clustering visible en Figure 15. Nous pouvons constater différents
groupes de métabolites covariant grace a une analyse visuelle confirmée par le dendrogramme.
Le premier groupe correspond a 1I’ensemble des sphingomyélines SM, quel que soit le nombre
d’atomes de carbone ou de double liaison, le deuxiéme correspond aux acides aminés (L-
histidine, = L-asparagine, = L-proline, L-alanine), le troisitme correspond au
lipophosphatidylsérine LPS(22 4), au N6 N6 _N6-Triméthyl-L-lysine et a la cadavérine, le
quatrieme correspond a la guanine, a la guanosine et a I’inosine. On pourra noter un discret

signal concernant une possible covariance entre les SM et les acides aminés.

[N :

L-HISTIDINE

L-ASPARAGINE

L-PROLINE

L-ALANINE
5-HYDROXYINDOLEACE 0.5
SM(35_1)

SM(33_1)

SM(34_1)

SM(42_3)

SM(38_1) 0
SM(36_1)
SM(39_1)
SM(36_2)
SM(38_2)
SM(40_2)
SM(32_1)
SM(34_0)
GUANINE
GUANOSINE 1
INOSINE

Linoleyl carnitine

CADAVERINE
N6_N6_NG6-Trimethyl

LPS(22_4)

PC(40_9)
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Figure 15 : Heatmap de corrélation des métabolites d’intérét avec réarrangement par groupe

homogene.

Pour essayer d’identifier des sous-groupes, nous avons réalis¢ une Heatmap de clustering
hiérarchique visible sur la Figure 16. Concernant les sphingomyélines, qui sont un des
métabolites les plus discriminants de notre modéle, nous pouvons remarquer trois sous-groupes.

A gauche de la Figure 16, avec une majorité de patients contrdles, se trouve un sous-groupe oul
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les sphingomy¢lines sont augmentées. Au centre de la Figure 16, avec une majorité de patients
HIC, se trouve un sous-groupe ot les sphingomyélines sont diminuées. A droite de la Figure
16, avec une majorit¢ de patients HIC, un sous-groupe ou les concentrations de
sphingomy¢lines sont hétérogenes (parfois augmentées ou parfois diminuées). Concernant les
acides aminés (L-histidine, L-asparagine, L-proline, L-alanine), on pourra remarquer que les
patients Non-HIC présentent principalement des concentrations augmentées alors qu’il existe
des variations importantes parmi les patients présentant une HIC, en particulier au niveau du
sous-groupe a droite de la Figure 16 ou les concentrations sont diminuées. Pour finir,
concernant la lipophosphatidylsérine LPS(22 4), le N6 N6 N6-Triméthyl-L lysine, la
cadavérine et la phosphatidylcholine PC(40 9), on remarquera que ces métabolites sont
principalement diminués chez les patients Non-HIC, qu’ils sont augmentés dans le sous-groupe
de patients HIC a droite de la Figure 16 alors que le reste des patients HIC présentent des

variations de concentrations importantes.

|

class class
. L-HISTIDINE 4 lH'C
I L-ALANINE Non HIC
2

L-ASPARAGINE
I I L-PROLINE 0
SM(34_0)
I 5-HYDROXYINDOLEACE 2

\ SM(35_1)
| SM(@33_1) I 4
— 1 SM(39_1)

| SM(32_1)
SM(42_3)
SM(34_1)
SM(36_2)
SM(38_2)
SM(40_2)
SM(38_1)

SM(36_1)
GUANINE
I GUANOSINE
| [ INOSINE
l I Linoleyl carnitine
CADAVERINE
N6_N6_N6-Trimethyl
| LPS(22_4)
| pcwog

Figure 16 : Heatmap de clustering hiérarchique avec dendrogramme HIC versus Non-HIC.
b)  Analyse multivariée avec facteur de confusion

Pour prendre en compte d’éventuels biais de confusion, nous avons utilis€¢ un mod¢le multivarié

avec ajustement pour les facteurs de confusions connus en métabolomique (68). Le modele
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linéaire ainsi créé prend en compte les facteurs de confusion suivants : age, sexe, HTA, diabéte,
prise de statines, DFG, obésité. L insuffisance hépatocellulaire n’a pas été prise en compte car
un seul patient de la cohorte présente une bilirubinémie modérément élevée a 60 umol/L avec

un TP normal.

Le mod¢le linéaire multivarié a permis de confirmer la significativité des métabolites du modele

univarié, méme apres correction par la méthode FDR (cf. Tableau 5).

Metabolites p value FDR

>0,0001 >0,0001

Tableau 5 : p valeur et FDR du mod¢le linéaire avec ajustement sur les facteurs de confusion

pour les 25 métabolites pertinents pour HIC versus Non-HIC.

De plus, nous avons réalis¢ des Heatmaps de clustering en fonction des 4 principaux facteur de
confusion de notre cohorte : age, sexe, DFG et obésité. Nous pouvons confirmer visuellement

et par le dendrogramme que les métabolites d’intéréts ne semblent pas étre séparés en fonction
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des variables de confusions mais plutdt en fonction du groupe HIC vs Non-HIC (cf. Annexe

VILF).

c¢)  Modéle de classification

L’analyse par composante principale (Principal Component Analysis — PCA), une méthode de

classification non supervisée, ne permet pas de différencier convenablement les groupes HIC

vs Non-HIC. En effet, nous constatons une superposition des clusters HIC et Non-HIC en rouge

et vert sur la Figure 17. De plus, PC1 et PC2 ne rendent compte respectivement que de 37,5 %

et 18,3 % de la variation des données. Ce manque de performance se confirme par le Scree Plot

de la PCA (cf. Figure 18) qui prouve le peu d’informations supplémentaires apportés par PC3,

PC4 et PCS, avec respectivement 10 %, 7,3 % et 5,4 %.

PC 2 (18.3 %)

Scores Plot

o @o
o O
08 O 8 o®
6) (@)
(@) )
(@)
(@]
T T T T
-10 -5 0 5
PC 1 (37.5 %)

Figure 17 : PCA Score plot HIC versus Non-HIC.

o HIC
© Non HIC
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Scree plot
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Figure 18 : PCA Scree plot HIC versus Non-HIC.

En utilisant uniquement les métabolites d’intérét dans un modele de classification supervisé
OPLS-DA, nous avons pu améliorer les performances du mod¢le (cf. Figure 19 et Figure 20).
Le Q? du modéle est correct a 0,414 et statistiquement robuste sur 100 permutations avec un Q>
40,474 en moyenne et un p < 0,01. Le R?X de la principale variable p/ est modeste a 0,281 en
rapport avec le R?X du premier composant orthogonal o/ a 0,248. Ceci signifie que le modéle
ne refléte pas trés bien la variance inter métabolites et que la composante orthogonale comporte
autant d’informations que la composante principale. Le R?Y du modéle est correct a 0,430 et
statistiquement robuste sur 100 permutations avec un R?Y a 0,517 en moyenne et
un p < 0,01. On peut alors conclure que le modele rend correctement compte de la variance

entre HIC et Non-HIC.
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Scores Plot
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Figure 19 : OPLS-DA Score plot HIC versus Non-HIC.
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Figure 20 : Performance du modele OPLS-DA HIC versus Non-HIC et reproductibilité sur

100 permutations.

Grace a la méthode VIP, on peut s’intéresser plus spécifiquement aux métabolites utiles au
modele OPLS-DA pour classer les patients (cf. Figure 21). On remarque toujours I’importance
capitale des sphingomyélines qui sont en général diminuées dans les HIC. A quoi s’oppose la

lipophosphatidylsérine LPS(22 4), la guanosine, la cadavérine, 1’inosine, le N6 N6 N6-
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Triméthyl-L-lysine, la guanine, la L-alanine et la phosphatidylcholine PC(40 9) qui sont

augmentés chez les patients HIC.
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Figure 21 : VIP score du modele OPLS-DA HIC vs Non-HIC pour les métabolites pertinents.

d)  Modéle et performance diagnostique

Comme le démontre la Figure 22 et le Tableau 6, les performances des mode¢les diagnostiques
univariés sont modestes avec une AUC maximale pour la SM(36 1) a 0,826 avec un intervalle
de confiance a 95 % de [0,724 ;0,910]. On remarquera les AUC des autres métabolites
pertinents susmentionnés : 0,793 pour la LPS(22 4), 0,707 pour la cadavérine et 0,702 pour la
PC(40 9).

65



True positive rate

True positive rate

SM(36_1) LPS(22_4)
e | o
- -~
0 0
S 7 IS
jo)
© | g ©
o = o
Q
2
AUC: 0.826 K AUC: 0.793
Q
< (0.724-0.91) S < (0.7-0.873)
S 7 2 o
=
~N N
S 7 oS
o o
S 7 S
I T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
False positive rate False positive rate
CADAVERINE PC(40_9)
e o
- -
0 0
S 7 IS
Q
o | T @
o = o
[}
2
AUC: 0.707 @ AUC: 0.702
Q
< (0.589-0.826) S < (0.571-0.82)
S 7 2 o
=
N ~N
S 7 oS
o o
S 7 S
T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

False positive rate

False positive rate

Figure 22 : modc¢le diagnostique univari¢ HIC versus Non-HIC. AUC et intervalle de
confiance a 95 % pour 4 métabolites d’intérét : SM(36 1), LPS(22_4), cadavérine et
PC(40 9).



__Metabolites | AUC_| pvalue |
0,828 <0,001

Tableau 6 : modele diagnostique univarié HIC versus Non-HIC. AUC et p value des 25

métabolites d’intérét.

Pour améliorer la performance diagnostique de notre modele nous avons calculé des ratios de
métabolites pertinents. En effet, un ratio de métabolite apporte parfois plus d’information que
la variation individuelle de chacun de ses métabolites. Grace aux informations de 1’analyse
univariée, et en particulier celles acquises par la Heatmap de clustering hiérarchique, nous
avons ciblé les métabolites suivants : la SM(36 1), la LPS(22 4), la PC(40 9), la Linoleyl
carnitine, la guanine et le 5- Hydroxyindolacétate. Les ratios choisis sont les suivants :
SM(@36 1)/LPS(22 4), SM(36 _1)/PC(40 9), SM(36_1)/Linoleyl carnitine, SM(36_1)/guanine
et LPS(22 4)/5-Hydroxyindolacétate. Comme en témoigne la Figure 23, le mod¢le ainsi créé
a partir du dosage de 6 métabolites différents présente alors d’excellentes performances
diagnostiques avec une AUC a 0,959 et un intervalle de confiance a [0,882 ;1]. La précision
diagnostique est de 0,854 sur 100 permutations, ces résultats sont robustes avec un p < 0,0001.
En moyenne, sur 100 permutations, on aboutit a la matrice de confusion visible sur la Figure

24 avec 10 erreurs de classement sur 58 pour les HIC et 3 sur 27 pour les Non-HIC. De plus, le
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fait que la majorité des HIC et des Non-HIC présentent des probabilités de classification

polarisées aux extrémités du graphique suggere une bonne robustesse du mode¢le.

La matrice de confusion nous permet de calculer une Sensibilité (Se) a 0,941, une Spécificité

(Sp) a 0,706, une Valeur Prédictive Positive (VPP) a 0,828 et une Valeur Prédictive Négative

(VPN) 4 0,889.

Figure 23 : mode¢le diagnostique multivarié HIC versus Non-HIC avec 6 métabolites
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Metric Value
Sensitivity 0,941
Specificity 0,706

PP 0,828

NPV 0,889 P

Figure 24 : Performances diagnostiques du modéle multivarié HIC versus Non-HIC.
Probabilité de prédiction sur 100 permutations, matrice de confusion, précision prédictive,

caractéristiques du modele.
2. Analyse secondaire : durée depuis le début des symptdmes

Etant donné que la durée précise entre le début des symptomes et le prélévement n’était
disponible que pour 49 des 58 patients avec HIC, nous n’avons pas pu incorporer cette variable
de maniére satisfaisante dans nos modéles multivariés. Alternativement, nous avons décidé de
rechercher s’il existait des métabolites corrélés a la durée entre le début des symptomes et le
prélévement. Nous avons donc utilisé un modele de corrélation avec coefficient de Spearman
étant donné que la durée entre le début des symptomes et le prélévement ne suit pas une

distribution normale (cf. Annexe VILE).

Le modele OPLS-Regression a permis de mettre en évidence 26 métabolites pertinents avec un
VIP > 1,5. Le Tableau 7 résume les coefficients de corrélation de Spearman des métabolites
pertinents ainsi que leurs significativités. Parmi les métabolites avec une p value < 0,05, on
pourra constater plusieurs lysophosphatidylcholines (LPC) et phosphocholines (PC) ainsi que
la L-asparagine et I’adipoyl-L-carnitine. Tous ces métabolites, a I’exception de la L-asparagine,
présentent une corrélation négative avec la durée depuis le début des symptomes. Ces
métabolites ne font pas partie des métabolites pertinents de 1’analyse principale HIC versus
Non-HIC. Bien que la PC(40 9) et la linoleyl carnitine (métabolites pertinents de 1’analyse
principale) ne fassent pas partie de cette liste, I’adipoyl-L-carnitine (qui fait partie de la voie
métabolique de la carnitine) et de nombreux métabolites de la famille des phosphocholines (PC)
semblent étre liés a la durée entre le début des symptdmes et le prélévement. Aucun de ces

métabolites ne garde une corrélation significative aprés correction par la méthode FDR.
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Correlation

Metabolites ..
coefficient
-0,3530 0,0128 0,1026 2,4239
-0,3450 0,0152 0,1026 1,5456
-0,3405 0,0167 0,1026 2,6127
-0,3352 0,0185 0,1026 2,3574
-0,3321 0,0197 0,1026 2,1233
0,3100 0,0302 0,1281 1,5725
-0,3028 0,0345 0,1281 2,5352
0,2884 0,0445 0,1447 1,9280
-0,2581 0,0733 0,2116 2,6033
-0,2515 0,0814 0,2116 1,9236
-0,2417 0,0944 0,2231 1,5731
-0,2106 0,1463 0,2863 1,9630
0,2100 0,1476 0,2863 1,5993
0,2039 0,1600 0,2863 1,7841
-0,2014 0,1652 0,2863 2,2424
smB322) | -0,1848 0,2036 0,3077 1,9877
-0,1847 0,2040 0,3077 2,1625
-0,1811 0,2130 0,3077 1,9936
-0,1730 0,2344 0,3208 2,2154
-0,1556 0,2856 0,3536 1,7893
-0,1556 0,2856 0,3536 1,6158
-0,1226 0,4013 0,4743 1,5541
-0,0819 0,5760 0,6511 1,9707
-0,0581 0,6915 0,7491 2,3455
-0,0372 0,7995 0,8315 1,8383
0,0275 0,8512 0,8512 1,5950

Tableau 7 : Analyse de corrélation univariée des métabolites pertinents pour la durée entre le

début des symptomes et le prélévement.

Grace a un modéele multivarié, nous avons ensuite ajusté ces résultats pour les facteurs de
confusions en métabolomique. D’aprés le Tableau 8, seuls la L-asparagine, la PC(28 0), la
PC(30 _0),la LPC(14_0) et I’adipoyl-L-carnitine ont un coefficient de corrélation de Spearman
statistiquement significatif avec un p <0,05. Les PC sont négativement corrélés a la durée entre
le début des symptomes et le préleévement alors qu’il existe une corrélation positive avec la L-
asparagine et 1’adipoyl-L-carnitine. A nouveau, aucun de ces métabolites ne garde une

corrélation significative aprés correction par la méthode FDR.
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Correlation

Metabolites -
coefficient

0,4482 0,0029 0,0758 1,5725
-0,4140 0,0064 0,0834 2,6127
-0,3948 0,0097 0,0838 2,5352
-0,3712 0,0155 0,1008 1,5456
0,3190 0,0395 0,1935 1,9280
-0,2952 0,0577 0,1935 1,5731
-0,2945 0,0584 0,1935 2,3574
-0,2932 0,0595 0,1935 2,4239
-0,2672 0,0871 0,2517 2,1233
-0,2317 0,1398 0,3295 1,9236
0,2272 0,1480 0,3295 1,5993
-0,2250 0,1521 0,3295 2,6033
-0,2027 0,1979 0,3776 1,9936
sm@3o.1) 0 | -0,2004 0,2033 0,3776 1,9630
sm@322) -0,1813 0,2505 0,4085 1,9877
-0,1784 0,2584 0,4085 2,2424
-0,1701 0,2814 0,4085 2,1625
-0,1696 0,2828 0,4085 2,2154
-0,1497 0,3440 0,4707 1,6158
LPC(18_1) -0,0979 0,5374 0,6801 1,7893
0,0951 0,5493 0,6801 1,5950
0,0798 0,6155 0,7274 1,7841
-0,0533 0,7374 0,8336 1,5541
-0,0227 0,8866 0,9391 1,9707
-0,0194 0,9030 0,9391 2,3455
0,0005 0,9975 0,9975 1,8383

Tableau 8 : Analyse de corrélation multivariée avec ajustement sur les facteurs de confusion

pour la durée entre le début des symptomes et le prélévement.
3. Analyse secondaire : volume de I’hématome et de I’cedéme

Pour rappel, nous avons réalisé les analyses de corrélations des volumes uniquement sur les
patients présentant une HIC ; c’est-a-dire que nous n’avons pas inclus les patients Non-HIC en

considérant leur volume égal a 0.

Comme en témoigne la Figure 25, la distribution des volumes des hématomes et des volumes
des cedémes péri-lésionnels ne suit pas une distribution normale. Etant donnée 1’absence de
distribution normale des volumes, nous avons a nouveau utilisé une corrélation selon Spearman

pour mettre en évidence des différences statistiquement significatives en lien avec ces volumes.
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Histogramme du volume de I'hnématome Histogramme du volume I'oedéme péri Iésionnel
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Figure 25 : Histogramme de fréquence des volumes de I’hématome et de I’cedéme péri-

lésionnel.
a)  Volume de I’hematome

Le modele OPLS-Regression a permis de mettre en évidence 24 métabolites pertinents avec un
VIP > 1,5. Comme en témoigne le Tableau 9, concernant I’analyse univariée des métabolites
corrélés au volume de I’hématome, seule la créatine a montré une corrélation statistiquement
significative. Avec un signal moindre, la glutarylcarinitine est a la limite de la significativité.

La créatine garde sa significativité apres correction par la méthode FDR.
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Correlation

Metabolites -
coefficient
-0,4118 0,0014 0,0346 2,1592
0,2568 0,0519 0,6105 1,5919
0,2144 0,1060 0,6105 2,9432
LPER26) | 0,2052 0,1224 0,6105 1,7983
PC(0-18_4_2_0) 0,1794 0,1773 0,6105 2,1101
Ssuccinicacid | -0,1725 0,1948 0,6105 1,9031
0,1719 0,1964 0,6105 1,6759
0,1581 0,2353 0,6105 2,6799
ADENINE | 0,1576 0,2373 0,6105 1,9697
LPC(20_4) 0,1515 0,2555 0,6105 2,1437
0,1427 0,2854 0,6105 1,8639
0,1362 0,3070 0,6105 2,8782
-0,1252 0,3482 0,6105 1,9120
-0,1252 0,3489 0,6105 1,5476
0,1168 0,3816 0,6105 1,7893
0,1080 0,4197 0,6295 1,8393
0,0923 0,4897 0,6882 1,8217
0,0868 0,5162 0,6882 1,6836
-0,0558 0,6772 0,8554 1,7670
0,0318 0,8128 0,9150 1,6278
-0,0243 0,8559 0,9150 1,5856
-0,0225 0,8667 0,9150 1,7208
smEa2) | -0,0208 0,8768 0,9150 2,2450
0,0088 0,9476 0,9476 2,0997

Tableau 9 : Analyse de corrélation univariée des métabolites pertinents pour le volume de

I’hématome.

Nous avons ensuite utilisé¢ un modele de corrélation multivariée prenant en compte les facteurs
de confusions susmentionnés, auquel nous avons ajouté le volume de 1’cedéme péri-lésionnel
(il existe une corrélation trés forte entre volume de I’hématome et volume de I’cedéme péri-

l1ésionnel).

D’apres le Tableau 10, les résultats changent drastiquement. Avec une corrélation négative
statistiquement significative, on retrouve les métabolites suivants: la lysophosphatidyl
¢thanolamine LPE(22 6), la PC(42 9) et la PC(40 6). La créatine n’a pas gardé sa
significativité aprés ajustement pour les facteurs de confusion. Aucun de ces métabolites n’a
gardé sa significativité¢ apres correction par la méthode FDR. On remarquera néanmoins le
coefficient de corrélation important du LPE (22 6) et du PC(42_9) respectivement a -0,41 et -
0,39.

73



Nous avons pu mettre en évidence que la variation des résultats est principalement due a

I’ajustement pour le volume de 1’cedéme péri-1ésionnel.

Correlation

Metabolites -
coefficient

-0,4152 0,0032 0,0762 1,7983
-0,3951 0,0094 0,0816 1,6278
-0,3519 0,0102 0,0816 1,5856
-0,3126 0,0631 0,3788 2,0997
0,2141 0,1316 0,5828 1,5919
-0,1939 0,1457 0,5828 1,6759
-0,1928 0,2549 0,6207 2,1437
-0,1924 0,2709 0,6207 1,6836
0,1923 0,2802 0,6207 1,5476
-0,1913 0,3519 0,6207 1,9120
-0,1289 0,3756 0,6207 1,8393
-0,1284 0,3933 0,6207 2,9432
-0,1005 0,4009 0,6207 1,8639
-0,0749 0,4056 0,6207 1,7893
0,0727 0,4158 0,6207 2,8782
-0,0558 0,4358 0,6207 2,6799
-0,0524 0,4397 0,6207 2,1101
Succinicacid | -0,0480 0,5235 0,6980 1,9031
sM342) | 0,0350 0,5530 0,6986 2,2450
[ADENINE | 0,0283 0,6725 0,7608 1,9697
-0,0246 0,6892 0,7608 2,1592
0,0224 0,7210 0,7608 1,7208
-0,0221 0,7291 0,7608 1,8217
-0,0075 0,9794 0,9794 1,7670

Tableau 10 : Analyse de corrélation multivariée des métabolites pertinents pour le volume de

I’hématome.
b)  Volume de l’cedeme péri-lésionnel

Le modele OPLS-Regression a permis de mettre en évidence 25 métabolites pertinents avec un
VIP > 1,5. Le Tableau 11 résume les résultats de 1’analyse de corrélation univariée des
métabolites au volume de 1’cedéme péri-lésionnel. On retrouve une corrélation négative
statistiquement significative pour la créatine, la PC(40_9), la PC(40 7), la PC(38 6) et une
corrélation positive statistiquement significative pour la créatinine. Seules la créatine, la
PC(40 9) et la PC(40 _7) ont montré une différence statistiquement significative apres

correction par la méthode FDR.
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Correlation

Metabolites o
coefficient

-0,4656 0,0003 0,0065 2,4785
-0,3732 0,0041 0,0496 1,7035
-0,3570 0,0062 0,0496 1,7098
0,3148 0,0165 0,0987 2,5103
-0,3021 0,0215 0,1034 1,9793
0,2422 0,0670 0,2678 1,5088
-0,2258 0,0884 0,3029 2,4200
0,2112 0,1115 0,3345 1,5503
0,1909 0,1513 0,3686 1,8923
[ADENINE | 0,1898 0,1536 0,3686 1,5654
0,1646 0,2169 0,4733 2,0921
0,1554 0,2441 0,4882 2,0699
0,1407 0,2914 0,5379 1,9646
-0,1213 0,3634 0,6231 2,1656
0,0934 0,4856 0,7596 3,1467
-0,0888 0,5064 0,7596 1,8467
0,0804 0,5477 0,7732 2,0003
0,0618 0,6449 0,7852 2,0620
0,0610 0,6484 0,7852 1,8418
0,0599 0,6544 0,7852 2,6560
0,0457 0,7336 0,8385 1,6041
0,0323 0,8100 0,836 1,6683
0,0241 0,8569 0,8942 1,5276
0,0042 0,9754 0,9754 2,0148

Tableau 11 : Analyse de corrélation univariée des métabolites pertinents pour le volume de

I’cedéme péri-lésionnel.

Nous avons a nouveau réalis¢ une analyse multivariée d’ajustement sur les facteurs de
confusion, dont le volume de I’hématome. D’apres le Tableau 12, nous constatons a nouveau
une grande modification concernant les métabolites statistiquement significatifs. Il existe une
corrélation négative statistiquement significative pour la PC(38_6), la PC(40 7), la PC(40 9),
la L-lysine et la L-histidine. I1 existe une corrélation positive statistiquement significative pour
la phosphatidyléthanolamine PE(18 1 18 1). Seule la PC(38 6) garde une corrélation
statistiquement significative apres correction par la méthode FDR avec un tres fort coefficient

de corrélation a -0,51.

Nous avons pu mettre en évidence que la variation des résultats est principalement due a

I’ajustement pour le sexe et pour le volume de I’hématome.
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Metabolites

PC(38_6)

PC(40_7)

PE(18_1_ 18_1)
PC(40_9)

L-LYSINE

L-HISTIDINE

PC(31_0)

CREATININE

L-ARGININE
5_6-DIHYDROURACIL
5'-METHYLTHIOADENOSINE
[p]0) 44V]:{[»] ][5
CREATINE

PC(35_2)
PC(0-16_3_2_0)
PC(35_1)

PC(33_1)
Tetradecenoyl-L-carnitine
5-Hydroxypipecolic acid
LPC(18_4)
Succinylcarnitine

N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
LPC(16_0)

Correlation

coefficient

-0.51281
-0.39056
0.35937
-0.31973
-0.30016
-0.29247
0.26339
0.25818
-0.25063
0.22051
0.20976
0.19618
-0.18961
0.18316
0.17447
0.17095
0.12577
-0.10647
0.085335
-0.085106
0.083047
0.076786
0.029712
0.0049664

0,0001
0,0050
0,0104
0,0236
0,0342
0,0393
0,0646
0,0703
0,0792
0,1238
0,1437
0,1721
0,1872
0,2030
0,2256
0,2352
0,3842
0,4618
0,5557
0,5568
0,5664
0,5961
0,8377
0,9727

I’cedéme péri-lésionnel.

0,0034
0,0605
0,0830
0,1417
0,1572
0,1572
0,2108
0,2108
0,2111
0,2972
0,3136
0,3442
0,3456
0,3479
0,3529
0,3529
0,5423
0,6157
0,6473
0,6473
0,6473
0,6503
0,8741
0,9727

1,9793
1,7098
2,1656
1,7035
1,9646
1,8467
2,0699
2,5103
2,4200
3,1467
1,5503
2,6560
2,4785
1,5276
2,0921
1,8418
2,0003
2,0148
1,6041
1,6683
1,5088
1,5654
1,8923
2,0620

Tableau 12 : Analyse de corrélation multivariée des métabolites pertinents pour le volume de
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IV. Discussion

A. Clinique

Parmi les patients acceptés en alerte AVC au CHU de Tours qui présentent un AVC sur
I’imagerie initiale, nous retrouvons environ 80 % d’AVC ischémiques et 20 % d’HIC. Nous
remarquerons une fois de plus le trés fort taux de mortalit¢ précoce des HIC. Sur ce petit
¢échantillon, il est évalué a 28,6 % durant les 7 premiers jours d’hospitalisation. Ces données
refletent malheureusement les proportions attendues en vie réelle, avec en moyenne 40 % de

déces a un mois (69).

Grace a notre méthode d’appareillage, nous avons pu sélectionner, parmi les patients admis en
alerte AVC au CHU de Tours, un groupe controle avec un phénotype clinique proche des HIC.
En effet, les patients du groupe Non-HIC sont globalement agés et présentent de multiples
facteurs de risque cardio-vasculaire. D’apres le Tableau 2 et contrairement aux habitudes de
pratique clinique, on pourra noter 1’absence de migraine avec aura et la trés faible proportion
de troubles neurologiques fonctionnels dans le groupe Non-AVC. C’est la conséquence de
I’appareillage pour les facteurs de confusion notamment 1’age et les facteurs de risque cardio-
vasculaire (70,71). Dans la cohorte multicentrique INTERSTROKE (72), chez les patients
présentant une HIC, O'donnell, Martin J. et al. retrouvent une prévalence de ’HTA et du
diabéte respectivement autour de 70 % et de 20 %. Comme nous pouvons constater sur le
Tableau 1, ces proportions sont similaires dans notre échantillon d’HIC. Dans notre étude, la
proportion de patients fumeurs est de 2,4 % alors qu’elle est attendue autour de 30 %. Cette
différence peut s’expliquer par une forte proportion de données manquantes concernant ce
facteur de risque (plus de 30 %). Il existe un important déséquilibre concernant la proportion
de patients sous antiagrégants plaquettaires (AAP) et anticoagulants (Ag) dans le groupe HIC
par rapport au groupe Non-HIC. D’apres la littérature (73,74), les proportions attendues
correspondent au groupe d’HIC avec environ 10 % de patients sous AAP et 5 % sous Ag. De
la méme manicre, cette surreprésentation de patients sous AAP et Ag dans le groupe controle
est la conséquence indirecte de la sélection de patients agés avec de nombreux facteurs de risque
cardiovasculaire ; population de patients traités en prévention primaire ou secondaire par AAP
et Ag. Bien que fortement débattu, un traitement par statines pourrait étre un facteur de risque

d’HIC (75). Etant donné qu’un traitement par statines va entrainer une modification importante
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du profil métabolomique sérique (68,76), il est important de noter que la proportion de patients
traités par statines est la méme dans le groupe HIC et le groupe Non-HIC. D’apres la littérature
(77), I’AAC représente environ 20 % des HIC spontanées et les formes mixtes 25 % ce qui est
globalement concordant avec les proportions retrouvées dans notre étude. Grace a notre
méthode d’inclusion, nous avons pu analyser des prélévements biologiques de phase
hyperaigiie, comme en témoigne la durée moyenne depuis le début des symptomes de 385
minutes. Malheureusement, certains patients de notre étude sont parfois pris en charge 24 h
apres le début des symptomes (4 patients pris en charge au moins 2000 minutes apres le début
des symptomes). Leur inclusion dans 1’étude est, premieérement, le fait que certains patients
i1solés ne sont pas pris en charge immédiatement apres le début des symptomes et qu’il peut
exister un long délai avant le premier contact hospitalier. Deuxiémement, il arrive parfois que,
pour des raisons logistiques (manque de place), un patient initialement hospitalisé dans un
centre hospitalier adjacent ne soit transféré a I’UNV de Tours qu’un peu plus tardivement. Nous
rappellerons que la durée précise n’est connue que pour 73/85 (85 %) des patients, et en
particulier pour 49/58 (84 %) des HIC. Nous retrouvons cette situation quand il n’y a pas de
témoin de la phase initiale et que les patients ne sont pas en mesure de donner 1’heure exacte

du début des symptdmes (aphasie ou trouble de la conscience) (54,78).

Au vu de ces résultats, nous pouvons raisonnablement supposer que notre population est

représentative des patients présentant une HIC et que le groupe controle est comparable.
B. Imagerie

Concernant les données multimodales d’imagerie, on remarquera une variation importante du
volume des HIC entre les patients étant donné que la déviation standard (20,9 mL) est presque
égale a la moyenne (21,1 mL). Cette remarque s’applique aussi au volume de I’cedéme péri-

1ésionnel directement lié au volume de 1’hématome.

Dans une étude réalisée pour chercher une corrélation entre des biomarqueurs radiologiques de
maladie des petites artéres (MPA) et I’expansion de I’hématome, Boulouis et al. (79) étudient
une cohorte rétrospective de 419 patients avec une HIC. Les auteurs décrivent 60 % d’HIC
lobaires, 17 % de sidérose corticale, 17 mL de médiane pour le volume de la leucopathie, 37 %
de microbleeds lobaires et 17 % de microbleeds profonds. Grace aux données du Tableau 3,
nous pouvons comparer ces résultats par rapport a notre cohorte. : 43% d’HIC lobaires, 10 %

de sidérose corticale, 22 mL pour le volume moyen de la leucopathie, 48 % de microbleeds
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superficiels et 37 % de microbleeds profonds. Ces résultats sont confirmés comparativement a
d’autres ¢études des biomarqueurs de MPA chez les patients HIC (80—82). Les différences que
nous observons, comme la plus faible prévalence de sidérose corticale dans notre cohorte, sont
typiquement des biomarqueurs radiologiques d’angiopathie amyloide cérébrale (AAC). Cette
différence pourrait s’expliquer par la proportion plus faible d’HIC lobaire dans notre cohorte,
souvent synonyme d’AAC sous-jacente. De plus, nous mettons en évidence dans notre cohorte
une surreprésentation de lacunes et de lésions DWI avec respectivement 56 % dans notre
cohorte pour 22 % dans la littérature et 46 % dans notre cohorte pour 23 % dans la littérature
(80—82). Contrairement a la majeure partie des études citées, notre cohorte ne se limite pas
uniquement aux HIC spontanées. Par ailleurs, nous avons exclu les déces précoces. Nous
rappelons que les HIC liés a I’AAC sont volontiers plus séveres que celles liées a la MAH. En
excluant ces patients, nous avons peut-étre augmenté la proportion de patients porteurs d’une
MAH. Or la MAH s’exprime aussi sur le variant ischémique avec comme conséquence la
présence de lacunes. Ces différences de population pourraient participer a expliquer les

différences radiologiques constatées entre notre cohorte et la littérature.

Etonnamment, dans notre étude, la répartition des HIC lobaire/profonde est identique autour de
45 % alors qu’il existe plus de MAH que d’AAC (42,9 % vs 28,6 %). Plusieurs hypotheses
permettent d’expliquer cette discordance : 1 — Bien que typiquement profondes pour les MAH
ou superficielles pour les AAC, la localisation des HIC n’est pas pathognomonique du type de
MPA sous-jacent. En reformulant, le type de MPA atteint préférentiellement certaines
localisations d’artéres mais dans les atteintes séveres, avec une importante charge lésionnelle,
cette distinction s’efface et toutes les petites artéres sont atteintes (83,84). 2 — Une petite
proportion (8 patients) des HIC sont secondaires, n’étant donc pas en lien avec une MPA. 3 —
On pourra aussi expliquer cette différence par des difficultés de classification précise. En effet,
la proportion importante de patients classifiés dans le groupe angiopathie mixte est de 18,4 %.
Pour ces patients, les difficultés de classification basées uniquement sur des biomarqueurs non-
invasifs soulignent la nécessité d’améliorer nos compétences diagnostiques (85,86). Grace a la
description multimodale précise des différents biomarqueurs d’IRM de MPA, notre ambition
initiale était de réaliser une corrélation entre les profils métabolomiques et la charge 1ésionnelle
du type de MPA (quantification et distribution d’hypersignaux de la substance blanche, de
microbleeds, de lacunes et d’EPVD). Le petit nombre de patients MAH et AAC, respectivement

21 et 14, a rendu ces analyses peu robustes et nous avons manqué de puissance statistique pour
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aboutir a de solides conclusions. Nous avons I’ambition de poursuivre ce travail grace a la

cohorte OPT-ICH ; cohorte prospective multicentrique de plus grande ampleur.

Nos patients contrdles présentent de nombreux biomarqueurs IRM de MPA : environ 50 % de
leucopathie Fazekas 1 ou 2, 12 % de microbleeds profonds, 32 % de lacunes. Nous avons donc
pu centrer nos analyses sur 1’activité métabolique en phase hyperaigiie de I’hémorragie grace a
une bonne comparabilité entre groupes HIC versus Non-HIC. Limitant ainsi les biais de

confusion.

C. Meétabolomique

Dans cette section, nous discuterons principalement les métabolites statistiquement
significatifs, apres correction par la méthode FDR, mis en évidence par les analyses
multivariées avec ajustement sur les facteurs de confusion. De cette maniére, nous pourrons
cibler uniquement les métabolites les plus pertinents mis en évidence avec une méthode robuste

pour limiter les biais possibles.
1. Analyse principale : HIC vs Non-HIC

D’apres notre revue de la littérature (cf. I.D), les métabolites pertinents pour différencier HIC
de Non-HIC sont les suivants: 3-hydroxylbutyrylcarnitine, glutarylcarnitine,
palmitoylcarnitine, propionylcarnitine, myristoylcarnitine, 3-hydroxyisovalerylcarnitine, 3-
hydroxypalmitoylcarnitine, hydroxystearoylcarnitine, L-carnitine, L-octanoylcarnitine,
citrulline, tyrosine, valine, phénylalanine, méthionine, arginine, L-lysine, 20- hydroxy
leucotriecne B4, acide arachidonique, phytosphingosine (PHS), lysophosphatidylcholine
(lysoPC), lysophosphatidyléthanolamine (lysoPE), phosphatidylcholine (PC), lactosylcéramide
et phosphatidyléthanolamine (PE). Schématiquement, on pourra noter plusieurs familles de
métabolites : des acides aminés (dont différents métabolites de la carnitine), des phospholipides

et des acides gras.

Afin de discuter d’éventuelles différences entre nos résultats et la littérature, nous devons nous
assurer que nous avons dosé les mémes métabolites. D’apres I’Annexe C, qui recense le nom
des 198 métabolites que nous avons mis en €évidence, les métabolites suivants sont en commun :
presque tous les acides aminés (citrulline, lysine, arginine, tyrosine, valine, phénylalanine), de
nombreux métabolites de la carnitine (glutarylcarnitine, hydroxylbutyrylcarnitine,

propionylcarnitine, myristoylcarnitine, L-carnitine) et presque tous les phospholipides (lysoPC,
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lysoPE, PE, PC). Par rapport a notre revue de la littérature, les métabolites suivants n’ont pas
été dosés dans notre <¢tude: Palmitoylcarnitine, 3-hydroxyisovalerylcarnitine, 3-
hydroxypalmitoylcarnitine, hydroxystearoylcarnitine, L-octanoylcarnitine, méthionine, 20-
hydroxyleucotriecne B4, acide arachidonique, PHS. Malheureusement, la liste précise de
I’ensemble des métabolites mis en évidence n’est pas fréquemment publiée dans les études. De
ce fait, il est délicat de savoir si les études par rapport auxquelles nous comparons nos résultats

ont pu doser les métabolites pertinents que nous avons mis en €vidence.

Nous rappelons qu’il existe plus de 200 000 métabolites décrits dans le sérum humain (87). La
métabolomique est une technique extrémement sensible produisant des résultats variés en
fonction des nombreux parametres choisis. Dans notre étude, les parametres choisis n’étaient
pas adaptés a 1’évaluation des lipides. Seuls les petits lipides, comme les phospholipides, ont

¢été dosés. Un prochain travail sera réalisé pour étudier la lipidomique sur cette cohorte.

Pour rappel, dans notre étude, les métabolites mis en évidence pour différencier HIC de Non-
HIC (cf. Tableau 5) pourraient étre regroupés en trois familles : la famille des phospholipides
(sphingomy¢line, LPS(22 4), PC(40 9)), la famille des purines (guanine, guanosine, inosine)
et la famille des acides aminés (linoleyl carnitine, L-alanine, N6-N6-N6-triméthyl-L lysine, L-

proline).

Comparativement a I’étude de Zhang et al. (49), nous n’avons pas mis en évidence de signal en
provenance du métabolisme des mémes acides aminés, en particulier de la citrulline, de la
tyrosine, de la valine, de la phénylalanine et de la carnitine. En effet, seules la linoleyl carnitine,
la L-proline et la L-alanine ont montré dans notre étude une différence statistiquement
significative. Il est tout a fait notable que dans cette étude les auteurs ont comparé les profils
métabolomiques des patients présentant une HIC avec ceux présentant un AVC ischémique.
Par notre choix d’un groupe contrdle sans événement neurologique vasculaire, et donc
présentant un métabolome franchement différent, il n’est pas étonnant que nos résultats ne

soient pas similaires.

Il ne nous est malheureusement pas possible de comparer nos résultats a 1’étude de Zhang et al.
(50). En effet, comme précisé ci-dessus, nos paramétres d’analyse métabolomique n’ont pas
permis 1’évaluation globale des lipides, tout particuliecrement des leucotriénes et de 1’acide

arachidonique.
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Comparativement a Sun, Guozhang et al. (51) nous avons mis en €évidence une signature
métabolomique proche. En effet, en dehors de la L-carnitine et de la L-octanoylcarnitine, la
majeure partie des métabolites mis en évidence par les auteurs sont des phospholipides et des
amines. Bien que nous n’ayons pas mis en évidence les mémes métabolites, notre signal le plus

fort provient de phospholipides tels que les sphingomyélines, la LPS(22 4) ou la PC(40 9).

En accord avec Mader et al. (54), nous n’avons pas mis en évidence de modification de la L-
arginine sérique a la phase initiale. En revanche, les auteurs avaient montré une diminution de
la L-lysine et de la L-citrulline que nous n’avons pas retrouvée dans notre analyse. Ces
différences peuvent s’expliquer par plusieurs raisons. Premi¢rement, Mader et al. travaillaient
sur des patients avec inondation ventriculaire nécessitant une dérivation ventriculo-externe,
ainsi le recrutement des patients est différent. Deuxiémement, les effectifs de Mader et al. sont
modestes avec 25 HIC et 19 Non-HIC ; notre cohorte, bien que légérement plus volumineuse,
reste néanmoins de petite taille. Nous tempererons ces propos car, dans notre étude, nous avons
mis en évidence la modification de certains métabolites présents dans la voie métabolique de la

lysine tels que la N6-N6-N6-triméthyl-L lysine ou la cadavérine.

Pour finir, ’ensemble de ces différences pourrait résulter du fait de notre méthode de sélection
car nous avons présélectionné par modéle OPLS-DA les métabolites les plus pertinents avec un
VIP > 1,5. De ce fait, il se pourrait que certains métabolites mis en évidence dans la littérature
présentent une différence statistiquement significative dans notre cohorte, sans pour autant
qu’ils fassent partie des métabolites les plus pertinents de notre modele OPLS-DA pour

différencier les HIC des Non-HIC.

Au vu du tres fort signal concernant la pertinence des sphingomyélines SM dans notre analyse
(cf. Tableau 5), nous allons tout spécifiquement détailler les voies métaboliques des
phospholipides (dont la SM, la LPS et la PC font partie). Nous discuterons dans un second

temps les autres métabolites de fagon plus succincte.

a)  Les phospholipides : SM, LPS, PC

Les phospholipides sont des lipides associés a un groupe d’acide phosphorique. Ce sont des
lipides amphiphiles, ¢’est-a-dire qu’ils possedent une téte hydrophile et une queue hydrophobe.
Par ces capacités, ce sont des constituants essentiels de la bicouche lipidique de la membrane
plasmatique. Les deux principaux représentants de la famille des phospholipides sont les

sphingolipides (incluant la SM) et les phosphoglycérides (incluant la LPS et la PC).
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Les sphingolipides sont une famille de molécules dérivées de la membrane plasmatique qui ont
des propriétés signalétiques en plus de leur fonction structurelle. Elles participent a la
prolifération/mort cellulaire, a la migration cellulaire et font partie de nombreux paternes de

reconnaissance.

D’apres Sun et al. (88), nous allons résumer les principales voies métaboliques des
sphingolipides. Visible en détail sur la Figure 26, la synthése de novo des sphingolipides
commence au niveau du réticulum endoplasmique avec la condensation de la sérine et du
palmitoyl coenzyme A (CoA) par la sérine palmitoyltranstérase (SPT) pour former la 3-céto-
dihydrosphingosine. Ce composé est ensuite transformé en dihydrosphingosine par la 3-keto-
dihydrosphingosine réductase, qui est ensuite N-acylée par les céramides synthases (CerS) pour
former les dihydrocéramides. La déshydrogénation par la désaturase des dihydrocéramides
permet la production des céramides. Les céramides poursuivent leur maturation en étant
transportées au niveau du Golgi par la céramide transférase ou se déroulera la syntheése des
sphingomy¢lines. Les céramides peuvent également étre phosphorylés par la céramide kinase
pour former le céramide-1-phosphate (CI1P) ou étre transformés en sphingosine par la
céramidase. Quant aux sphingomy¢lines, elles sont métabolisées soit a partir des céramides en
rajoutant un groupe phosphocholine grace a la phosphatidylcholine choline-phosphotransférase
ou grace a la N-acylsphingosine choline -phosphotransférase, soit a partir des sphingosyl-
phosphocholines en transférant un acide gras de 1’acyl-CoA grace a la sphingosine
acyltransférase. Remarquablement, la sphingomy¢line n’est métabolisée qu’en céramide par la
sphingomy¢line phosphodiestérase ou en céramide phosphorylé par la sphingomyéline

phosphodiestérase D.

83



SPHINGOLIPID METABOLISM

Phospho-

Dihydrosphingosine-1P hanol [a1227] _ Sphingosine-1P Psychosine Glucosylsphingosine
o 412270 e —) 5*41 o)
Glycine,serine and I
thivonine metabolism 3134](3.13- 7.1 24123][24.147] [32146] [32.145
J——

[3134][313-] [27.191] LACI

|
I LAGI Sphingosine
I ('E‘mmldc
[278.4] phospho-
0O Phyto. ethanola o
L-Serine Phyto- YPC! Q ceramide o chh:::::m.m
Dibd sphingosine ciliatine Sphing olp!;oslphohpld
metabolism
3-Delyr-| éh‘;‘m'&.m [r1a185] [[14185] 27827
sphinganinel phinganine) LAGI 2183
almitoyl-CoA O 3. [} = o 23.124—0
Palmitoyl-CoA O—123.1.30 —o g [cErs | r)m»um 31412 ! : o
515 ceramide phosphocholine
Glycosphingolipid biosynthesis Jq _ _ _ YIC1
- lacto and neolacto series \I 2
Lactos: \al
_________________ — | ceramide
241274 = 3.
f 32145 =— O Ceramide-P
| ———\ [32.123] Clm - G2i%) 13.
ceramide
} [3.163] 24147
| 32118 32122 28211 |
I Globclnm\] L:kum] e
| 0 GM3 L mm.m t l.mudx sulfate GM4 O 32118 o} 28211 Sulfatide (SM4)
| ?) HE) |
| 3.16.1
| 32152 [321s2 2519 ! 1es
| 24192 : 32122 ;
| [241-]
' . |
|oomg oMz Qllbeside O Cerchrosde.sulftid
| 2; et;
| I | Melabolism o 282.11—#O Digalactosylceramide sulfate
| 32123 [32123 | ! Digalactosyl-
| | : ceramide
| |
GAIO oam | !
} N E AGMla) | I
v | | | ¥

Glycosphingolipid biosynthesis Giycosphingolipid biosynthesis
- ganglio sefies globo series

00600 8/25/23
(c) Kanehisa Laboratories

Figure 26 : Voies du métabolisme des sphingolipides (KEGG). Début de la voie métabolique
décrite visible en haut a gauche. Métabolisme des céramides et sphingomy¢lines dans la

portion supérieure droite.

Les céramides, qui jouent un rdle central dans les voies métaboliques des sphingolipides,
peuvent donc étre formées soit de novo (comme suscit€¢) ou a partir des sphingomy¢lines
membranaires. Ils servent de métabolites intermédiaires de choix soit pour générer des
sphingolipides complexes comme les sphingomy¢lines ou les glycosphingolipides, soit pour
générer des sphingolipides signalétiques comme la céramide-1-phosphate (C1P) ou la
sphingosine-1-phosphate (S1P). Les céramides sont aussi des seconds messagers dans
différents domaines tels que la croissance, la différenciation, la nécrose, la prolifération et
I'apoptose des cellules. Les protéines phosphatases PP1, PP2A et PP2C sont activées par les
céramides et sont responsables de fonctions pro-apoptotiques, en particulier la
déphosphorylation de I'Akt par PP2A. Pour finir, les céramides font partie des micro-domaines
de type radeaux lipidiques des membranes plasmatiques, aussi appelés « lipidic raft ». Ainsi,
leur densité au sein des radeaux lipidiques va moduler la transmission des signaux externes en
favorisant ou non I’exposition des récepteurs membranaires au ligand plasmatique, en

particulier dans des voies de signalisation telles que la réponse immunitaire cellulaire et
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I’apoptose. La CI1P peut activer la phospholipase-A2a cytosolique (cPLA2a) et, par
conséquent, la production d'eicosanoides. La C1P a aussi une action inhibitrice sur I'enzyme de
conversion du facteur de nécrose tumorale TNF (TACE ou ADAM17) qui clive le pro-TNF

pour libérer la forme inflammatoire active.

Les sphingosines kinases (SphK1 et SphK?2) phosphorylent les sphingosines pour former la
sphingosine-1-phosphate (S1P), métabolite crucial dans les voies de signalisation des
phospholipides. La S1P peut alors étre transportée hors de la cellule par la protéine-canal
spinster 2 (Spns2). La S1P pourra ensuite aller agir sur un des cing récepteurs membranaires de
la famille des récepteurs couplés aux protéines G : SIPR1 a S1PRS. Inversement, la S1P peut
étre déphosphorylée en sphingosine par une sphingosine phosphate-phosphatase (SPPase) ou

convertie en phosphoéthanolamine et hexadécénal par la S1P-lyase (SPL).

La S1P joue un role dans de multiples voies de signalisation intracellulaire, dont la croissance
cellulaire, le controle de la survie, la mobilité, I’angiogenese, ’intégrit¢é de la barriére
endothéliale et la contractilit¢ vasculaire. Ces fonctions sont controlées par les récepteurs
membranaires suscités SIPR1 a SIPRS qui s’expriment sur différentes cellules comme les
cellules immunitaires, endothéliales ou gliales. Grossierement, SIPR1, SIPR2 et SIPR3 sont
exprimés de manicre globale, et en particulier au niveau du systéme immunitaire et des cellules
cardiaques, S1PR4 au niveau du systéme lymphatique et SIPRS5 au niveau des cellules gliales
de la substance blanche. Plus précisément, au niveau du systéme nerveux central, les neurones
expriment plutét SIPR1 et S1PR3, la microglie SIPR1 et les astrocytes et oligodendrocytes
S1PR1 et SIPRS. Comme on peut le constater sur la Figure 27, les différents récepteurs aux
S1P n’ont pas une voie de signalisation spécifique mais il existe bien au contraire un
chevauchement. Les mécanismes d’aval des différents récepteurs S1PR sont encore
impartialement compris. L activation de SIPR1 entraine principalement l'activation de la voie
Ras/ERK (promotion de la prolifération), de la voie PI3K/Akt (prévention de I'apoptose), de la
voie PI3K/Rac (promotion du réarrangement cytosquelettique et la migration cellulaire), de
l'activation de la phospholipase C (PLC) (augmentation du calcium intracellulaire et inhibition
de l'adényl cyclase ; réduisant ainsi la production d'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc)). On notera que S1PRS, plus spécifiquement exprimé au niveau du systéme nerveux
central, participe a I’activation du NF-«B par la voie Rho. Pour finir, comme présenté dans
I’introduction (cf. I.C.3.a), la thrombine en se liant & des récepteurs de type PAR-1, PAR-3 et
PAR-4 participe a ’endommagement secondaire. Il a ét¢ mis en évidence que PAR-1 activé par

la thrombine peut se coupler a SIPR3 pour augmenter la perméabilité¢ vasculaire. A I’inverse,
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S1PR1 (via I’activation de la protéine C) favorise 1’efficacité de la barriére endothéliale. Une
fois de plus, ces mécanismes avec des effets diamétralement opposés rendent compte de la

complexité des phénomenes mis en jeu.

Pour finir, comme visible dans la Figure 27, le métabolisme des sphingolipides est li¢ a la voie
du TNF-a qui agit sur la sphingosine kinase et la sphingomy¢linase neutre (SMase N) que nous
détaillerons ci-dessous. In fine, la sphingosine-1-phosphate (S1P) va alors agir comme ligand
des différents récepteurs membranaires suscités et moduler différentes voies comme celle du

NO ou encore celle de NF-xB.
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La lysophosphatidylsérine (LPS) est un phospholipide de la famille des glycérophospholipides.
Comme visible sur la Figure 28, c’est une molécule composée d’un unique groupe d'acides
gras variables (bleu ou vert), d’un groupe glycérol (noir), d’un groupe phosphate (rouge) et
d’un groupe sérine (violet). La LPS est un métabolisé a partir de la phosphatidylsérine par la
« phosphatidylserine-specific phospholipase Al » (PS-PA1) qui vient tronquer un des deux

groupes d’acides gras.
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Figure 28 : Formule chimique de la lysophosphatidylsérine (LPS) a gauche et de la
phosphatidylsérine a droite : groupe d'acides gras (bleu et vert), groupe glycérol (noir), groupe

phosphate (rouge), groupe sérine (violet). Source : KEGG et Wikipédia.

En 2021, Omi et al. (89) font une revue de la littérature concernant 1’activité biologique de la
LPS. Il est connu depuis de nombreuses années que la LPS stimule la dégranulation des
mastocytes. Il a récemment été mis en évidence le réle immunomodulateur de la LPS a travers
des récepteurs membranaires spécifiques (GPR34, P2Y10, et GPR174) et le récepteur
membranaire des macrophages TLR2. D’aprés les auteurs, I’activation du systéme immunitaire
semble aboutir a une augmentation de la LPS, en particulier via une production et une libération
par les macrophages et par les plaquettes. En effet, dans certaines pathologies inflammatoires
telles que la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Sjogren ou le lupus, il semble que
I’activité de la PS-PA1 soit augmentée. Cette augmentation d’activité enzymatique pourrait
ainsi expliquer I’augmentation de la concentration de la LPS. De maniére tout a fait intéressante,
les auteurs rapportent, chez la souris, que les plaquettes expriment fortement la PS-PAT1 et que
la LPS pourrait étre un marqueur de 1’activation plaquettaire. Néanmoins, plusieurs études ont
mis en évidence une surexpression de la LPS dans le cadre de cancers, suggérant aussi un
potentiel réle de la LPS dans la genése tumorale. A ce jour, et comme en témoigne le Tableau

13, le role physiopathologique précis de la LPS n’est pas précisément connu.
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Receptor Experiment  Model or cell-types Functions

GPR34/LPS; Invivo DTH model Suppress pro-inflammatory cytokine production
Invivo Fungal infection model Promote fungal clearance
Invivo Neuropathic pain model Enhance microglial pro-inflammatory responses
Invitro Primary microglia Promote phagocytosis
Invitro Cellivical cancer cell gastric cancer cell colorectal cancer  Promote cellular invasion and proliferation
ce
P2Y10/LPS,  Invitro Primary dendritic cell, microglia Suppress cytokine production
Invitro Primary eosinophil Promote degranulation, survival, and formation of EET
GPR174/LPS3 Invivo EAE model sepsis model Attenuate disease severity by suppressing Treg cell function
Invivoin Primary CD4 T cell Suppress IL-2 production
vitro
Invivo Splenic follicular B cell Inhibit the cellular migration into the follicle center
Invivo Splenic marginal zone B cell Inhibit the inflammatory responses, proliferation, and

differentiation

Tableau 13 : Role physiopathologique supposé de la LPS dans différentes études. Tableau
tiré de Omi et al. (89)

A notre connaissance, nous sommes les premiers a avoir découvert un lien entre HIC et la LPS
sérique. L ensemble de ces informations rend I’interprétation de I’augmentation de la LPS dans
notre cohorte d’HIC aigiie délicate : cela pourrait étre un marqueur précoce de I’inflammation,

la conséquence directe des mécanismes d’hémostase ou un tout autre processus encore inconnu.

La phosphatidylcholine (PC), parfois appelée lécithine, est un lipide appartenant a la famille
des glycérophospholipides. Sa composition chimique est détaillée dans la Figure 29. C’est un
autre composant essentiel des membranes plasmatiques, en particulier au niveau cérébral ou
elle représente environ 30 % du poids sec du cerveau. Les voies du métabolisme de la PC sont
complexes, comme en témoigne la Figure 30, avec de nombreux métabolites d’amont et d’aval.
On pourra néanmoins mentionner la proximit¢ métabolique avec [’acétylcholine, la
phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine (PE). Van Der Veen et al. (90)
détaillent le role physiopathologique de la PC. En plus de son role structurel, ils rapportent que
la PC est un métabolite intermédiaire capital des voies métaboliques des lipides et de
I’acétylcholine. Son role physiopathologique est évoqué dans des maladies telles que la NASH
(Non Alcoolic Steato Hepatitsis) ou les pathologies du surfactant pulmonaire, dont elle est un
des principaux composants. A ce jour, la PC ne semble pas €tre décrite comme un messager
direct des voies de signalisations intracellulaires. En revanche, la PC peut étre métabolisée en
acide arachidonique qui peut €tre a son tour métabolisé en eicosanoides, second messager pro-
inflammatoire. De plus, la PC peut étre métabolisée en diacylglycérol (DAG) et en
phosphocholine par la Phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC). La
phosphocholine est connue comme second messager de différentes voies de signalisation

intracellulaire en lien avec 1’apoptose, 1’inflammation ou 1’athérogénése (91). Dans un mode¢le
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murin, Wang et al. (92) décrivent la PC comme un métabolite en lien avec la présence de
microbleeds liée a ’HTA. Dans un modele murin d’HSA, Li et al. (93) ont mis en évidence un
impact péjoratif de la PC-LPC sur le pronostique neurologique des souris. Une diminution de
I’activité de la PC-LPC permettait de diminuer I’cedéme cérébral, les dommages de la BHE et
ceux induits par I’inflammation. De maniére tout a fait intéressante, Clark et al. (94) ont réalisé¢
une ¢tude pharmaceutique de phase I concernant la Citicoline (un précurseur de la PC) dans
I’HIC. La Citicoline a montré son bénéfice dans des modeles d’AVC ischémique en diminuant
la concentration en acides gras libres, en augmentant la concentration de phosphatidylcholine
et en améliorant la survie des neurones. Les auteurs ont montré, dans leur modéle murin d’HIC,
que le traitement Citicoline améliore le pronostique fonctionnel et réduit le volume des 1ésions

ischémiques péri-hématome.

Similairement a la LPS, I’ensemble de ces informations rend I’interprétation de I’augmentation
de la PC dans notre cohorte d’HIC aigiie délicate : cela pourrait étre un faux positif (parmi toute
les PC dosées, une seule a montré une différence statistiquement significative), la conséquence
directe de la mort cellulaire avec le relargage de composants de la membrane plasmatique dans
le sérum, le reflet indirect de 1’initiation d’un mécanisme de protection cellulaire ou un tout

autre processus encore inconnu.

0
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o CH;
phosphatidylcholine

Figure 29 : Formule chimique de la phosphatidylcholine. En bleu les acides gras a chaine
carbonée variable, en noir le groupe glycérol, en rouge le groupe phosphate et en vert le

groupe choline. Figure tirée de Siraj et al. (95).
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Figure 30 : Extrait des voies du métabolisme des glycérophospholipides (KEGG). PC visible

en haut en rouge.

Maintenant que nous avons briévement parcouru les voies du métabolisme et de la signalisation

des phospholipides, nous allons détailler tout spécifiquement le réle des sphingomyélines.

Les sphingomy¢lines sont des sphingolipides que 1’on retrouve en particulier dans la membrane
des couches de my¢lines. Comme on peut le voir grace a la Figure 31, ils sont formés a partir
d’une sphingosine a laquelle s’ajoute un groupe phosphocholine (en bleu) et un acide gras dont
la chaine carbonée est variable (en rouge). Les sphingomyélines représentent environ 85 % des
sphingolipides, ils participent a hauteur de 15 a 20 % a la composition des membranes

plasmatiques et leur concentration est trés importante dans les tissus nerveux.

90



Single sugar residue Oligosaccharide residue

\ ¢
o o Ho! —'\ HOsee-{ >—‘
Sphingosine backbone N o 0\/ J \oH \ J %
o 0/ o o/ o o/ '
N WOH
HyNe— NH— NH— o ]
- . 0:1/' o / .
OH o= OH ¢ . OH o= OH 0= NN
| R —_— R |
\ — \ Prosemostmmtamine \ | S "R N
Phosphocholine group \  oH
/ ‘\\\
o ) s OH
\\\ //
/ OH
9 -
,J\ OH
0 N\
NN
Y 'OH
&
Sphingosine A Ceramide A Sphingomyelin A Sphingomyelin A Cerebroside A Ganglioside

Figure 31 : Formule chimique des différents sphingolipides (Wikipédia).

En plus de leur réle structurel isolant de membrane, comme nous pouvons le constater dans la
Figure 27, les sphingomy¢lines jouent un réle dans la voie signalétique de I’apoptose en étant
dégradées en céramide par la sphingomyéline phosphodiestérase, qui a son tour pourra
participer a la voie signalétique de 1I’apoptose BAX/BCL-2 (96). De plus, les céramides peuvent
étre métabolisés en sphingosine et participer a la nécroptose via 1’augmentation de la

perméabilité lysosomale, comme en témoigne la Figure 32.
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Figure 32 : Extrait du role de la sphingomy¢line dans la nécroptose (KEGG).
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Milhas, Delphine et al. (97) font en 2011 une revue de littérature concernant le métabolisme de
la sphingomy¢line. Comme suscité, lorsque I’on s’intéresse a la sphingomyé¢line, il est capital
d’¢étudier les enzymes qui interagissent avec elle: la sphingomyélinase (SMase) et la
sphingomy¢line synthétase (SMS). De maniére tout a fait pertinente, il existe différentes
localisations de la sphingomy¢linase : au niveau du lysosomale, au niveau du feuillet interne de
la membrane plasmatique ou dans le sérum (cf. Figure 33). Il existe aussi une possibilité¢ de
translocation de la SMase depuis le lysosome a la membrane plasmatique avec pour
conséquence une activité pro inflammatoire et pro apoptotique. Pour fonctionner normalement
dans le lysosome, la SMase a besoin d’un pH acide. Il existe néanmoins une classe de SMase
qui peut fonctionner a pH neutre. Cette SMase se situe au niveau de la membrane plasmatique
ou dans le sérum et palie au manque de pH acide grace a des ions Mg?". Cette SMase neutre
semble activer la voie Fas et TNF-Alpha. Elle joue aussi un rdle dans le processus
inflammatoire en réponse a I'IL-1pB. Plus précisément, son activation renforce la signalisation
de I'IL-1B (cf. I.C.3.c) en empéchant la phosphorylation et 'ubiquitination d’IRAK-1 a travers
la protéine phosphatase 2 (PP2A) (enzyme activée par les céramides comme suscité). De plus,
l'activation de la SMase neutre induite par le TNF-a est impliquée dans I'induction de molécules
d'adhésion aux cellules vasculaires (VCAM). Kornhuber et al. (98) détaillent le fonctionnement
de la SMase sérique, mais il existe encore des zones d’ombre. On notera tout de méme que son
activité enzymatique est augmentée par certaines cytokines, la lysophosphatidyl choline (LPC)

et le stress oxydatif.
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Figure 33 : Schéma détaillant la production et la translocation de la SMase (97).

De Dl’autre coté, la sphingomyéline synthéase (SMS) est exprimée au niveau du Golgi ou au
niveau membranaire. Son role au niveau membranaire est mal connu et des études ont montré

des résultats contradictoires avec soit un effet pro-apoptotique, soit un effet anti-apoptotique.

D’un point de vue clinique, a notre connaissance, il existe peu d’études chez ’humain mettant

en lien le métabolisme des sphingolipides et les HIC.

Chez le rat, Shen et al. (99) ont mis en évidence un lien avec la voie du catabolisme des
sphingolipides avec une approche multi-omics pour évaluer de potentiels biomarqueurs
prédictifs de pronostique d’HIC. Les auteurs émettent I'hypothése que l'accumulation de
sphingolipides pourrait provoquer une production excessive de céramide et finalement

contribuer a la neuroinflammation et induire 1'apoptose des cellules dans I'HIC.

Dans une étude sur base de données finlandaise, Huang et al. (100) mettent en évidence un lien
entre le métabolisme lipidique et le risque d’HIC. Les auteurs décrivent que des modifications
de type « Single nucleotide polymorphisms » (SNP) dans les loci des génes en lien avec le
métabolisme de la sphingomy¢line, des esters de stérol et de la phosphatidylcholine augmentent

le risque d’HIC. Pour expliquer cette corrélation, les auteurs émettent I’hypothése d’un lien
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avec les voies de I’inflammation, en particulier via la protéine TRAIL (de la famille du TNF)

et ’HGF (hepatic growth factor).

Dans une étude transcriptomique, comparant 4 patients ICH a 7 sujets sains, Diao et al. (101)
mettent en évidence une surexpression de SphK1 (kinase phosphorylant les sphingosines en
S1P). Les auteurs rappellent que la S1P est possiblement en lien avec la ferroptose (cf. I.C.3.b).
Ils émettent I’hypothése que la surexpression de SphK1 puisse favoriser 1’inflammation. Pour
mieux explorer cette piste, ils réalisent un modele murin avec ou ils inhibent 1’activité¢ de la
SphK1 par des inhibiteurs chimiques de Sphk1 et des siRNA. Cette inhibition semble protéger

contre la ferroptose et atténuer les 1ésions cérébrales chez la souris.

Comme le rappellent Shao et al. (102), des résultats prometteurs, bien que parfois
contradictoires, ont abouti a de petits essais cliniques concernant de potentiels thérapeutiques
agissant sur la voie de la S1P. Une étude murine avait mis en évidence un effet protecteur d’un
agoniste de S1PR1. C’est dans ce contexte que le Fingolimod, un analogue de la S1P se liant
sur S1PR1, 3, 4, et 5, a été ¢étudié sur des modeles murins d’HIC. Pour rappel, le Fingolimod
est un médicament qui a son AMM pour le traitement de la sclérose en plaque. Il a un effet
immunosuppresseur sur les lymphocytes T via S1PRI. Sur une étude murin d’HIC, le
Fingolimod a mis en évidence un effet neuroprotecteur. Malheureusement, une seconde étude
murine d’HIC n’a pas permis de reproduire cet effet bénéfique. Malgré ces résultats divergents,
en 2014, Fu et al. (103) mettent en évidence sur une ¢tude pivot (23 patients HIC répartis en 2
bras : traitement et controle) un effet bénéfique du Fingolimod sur les HIC. IIs montrent une
atténuation des déficits neurologiques, du volume de 1’cedéme péri-lésionnel et une
amélioration du rétablissement. A notre connaissance, il n’y a pas eu d’autre étude de plus

grande envergure concernant I’utilisation du Fingolimod en phase aigué¢ d’HIC.

La sphingomy¢line a déja montré son rdole dans d’autres pathologies neurologiques comme la
maladie de Niemann-Pick ou la sclérose en plaque. Dans la maladie de Niemann-Pick, une
inactivité enzymatique de la SMase entraine une accumulation lysosomale de sphingomyéline
dans différents organes, dont le cerveau. Dans la sclérose en plaque, il existe des arguments
pour penser que 1’augmentation de certaines cytokines comme le TNF-a activerait la SMase.
Cette activation aboutirait a I’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide, favorisant ainsi les
voies de I’apoptose (104). Il a aussi été mis en évidence une association entre la concentration

sérique de sphingomy¢line et le risque coronarien athéromateux par Clark Nelson et al. (105).
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Dans le domaine proche de I’hémorragie sous-arachnoidienne, Testai, Fernando D. et al. ont
mis en évidence une augmentation importante du taux de céramide dans le LCR des patients
par rapport a des controles. De plus, cette augmentation était plus importante chez les patients
présentant un vasospasme concomitant (106). I1 a ét€¢ mis en évidence chez le rat que I’ischémie
cérébrale est associée a une augmentation des concentrations de céramide, résultat de
l'activation de la SMase (107). Zheng et al. ont mis en évidence chez le chien que la céramide
et la SMase neutre provoquent une vasoconstriction des artéres cérébrales en augmentant la
concentration intracellulaire de Ca?" dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux
cérébraux (108). Pour finir, il a ét¢ démontré que la céramide active la cascade des caspases

participant une fois de plus aux voies de I’apoptose (109).

En synthése de cette section : en phase aigué d’HIC, nous avons observé une tendance a la
diminution des sphingomy¢lines sériques ; en particulier dans un sous-groupe spécifique qui
reste a caractériser. En confrontant cette diminution aux données de la littérature suscités, nous
pouvons émettre I’hypothése qu’il existe une augmentation de I’activité de la SMase sérique en
réponse aux lésions tissulaires cérébrales. Cette suractivité entrainerait une augmentation du
catabolisme de la sphingomy¢line en céramide. Céramide qui pourrait participer a I’activation
des voies de I’apoptose ou étre métabolisé en sphingosine-1-phosphate (S1P), second messager
participant aux voies de I’inflammation telles que la voie NF-«xB. Pour confronter cette
hypothése, d’autres travaux sont nécessaires. Il serait pertinent d’évaluer, en phase aigué d’HIC,
I’activité de la SMase, la concentration des différents métabolites suscités (céramide, S1P) ainsi
que les médiateurs des voies de signalisation d’aval. La SMase semble une cible thérapeutique
pertinente, soit grace un inhibiteur direct, soit a travers un inhibiteur de sa translocation du

cytoplasme dans le sérum.
b)  Le métabolisme des purines

En dehors des phospholipides, on pourra noter un signal métabolomique pertinent par rapport

au métabolisme des purines : guanine, guanosine et inosine.

Dans notre cohorte, les patients HIC présentaient en moyenne une ¢€lévation conjointe de la
guanine, de la guanosine et de I'inosine. Comme en témoigne la Figure 34, les voies
métaboliques des purines sont complexes. Les purines sont des bases azotées essentielles aux
acides nucléiques mais elles participent aussi aux voies de production €nergétique via I'ATP.
De plus, elles jouent un rdle clé¢ dans la signalisation cellulaire et la régulation des processus

métaboliques. Bien que Xiao ef al. (110) mettent en évidence une atteinte du métabolisme des
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purines a la phase aigué de leur modele murin d’HIC, les auteurs montrent une corrélation
négative de ces métabolites (avec par exemple une diminution de la concentration de la guanine
chez les souris HIC). En 2005, Nakamura et al. (111) ont mis en évidence une augmentation de
I’oxydation de la guanine dans des modéles murins d’HIC. Lorente et al. (112) confirment ces
résultats et prouvent que 1’augmentation des produits de 1’oxydation de la guanine est corrélée
a une mortalité plus importante chez des patients HIC. Comme visible a droite de la Figure 34,
I’adénosine peut étre directement dégradée en inosine. Zhai et al. (113) ont mis en évidence
une suractivation des récepteurs Al a 1’adénosine en phase initiale d’HIC sur des modeles
murins. Les auteurs montrent que cette suractivation aboutit & une diminution de la mort

neuronale et de I’cedéme péri-lésionnel.
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Figure 34 : Extrait des voies du métabolisme des purines (KEGG). Guanine, la guanosine et

I’inosine visibles en rouge.

Au vu de I’ensemble de ces éléments, nous pouvons émettre plusieurs hypothéses pour
expliquer 1’augmentation des purines dans notre cohorte d’HIC : la conséquence direct du
relargage dans le sérum de I’ADN intranucléaire des cellules détruites, les produits de
dégradation de nombreux messagers cellulaires tels que I’AMP ou le GMP (conséquence de
I’hyperactivité métabolique induite par ’HIC), les conséquence de 1’activation de mécanismes

de sauvegarde cellulaire ou un tout autre processus encore inconnu.

c¢)  Modéle diagnostique

Contrairement a la découverte de la troponine dans 1’infarctus du myocarde, la recherche d’un
unique biomarqueur sérique spécifique et sensible aux HIC s’est révélée €tre un échec. Notre
étude n’a pas fait exception, comme en témoignent les AUC modestes des différents métabolites

pris isolement (cf. Figure 22). En effet, bien que ’AUC de la SM(36 1) soit bonne avec une
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valeur a 0,826, nous pouvons constater sur la Figure 16 qu’une grande proportion d’HIC
semblent avoir une concentration de SM non franchement abaissée par rapport aux contrdles.
Cette distinction met en avant deux sous-groupes d’HIC : ceux avec des concentrations de SM
franchement diminuées et ceux avec des concentrations de SM intermédiaires. Nous avons
essay¢ de trouver un marqueur clinique ou physiopathologique pouvant expliquer ces deux
sous-groupes, en particulier nous avons exploré un possible lien avec I’étiologie de I’HIC.
Comme visible Figure 35, I’interprétation des résultats est précaire en raison des petits effectifs
dans chaque sous-groupe. Nous rappelons que c¢’est pour cette raison que nous n’avons pas pu
réaliser d’analyse du profil métabolomique en fonction de 1’étiologie de I’HIC (en particulier
MAH versus AAC). De cette figure, il semble néanmoins possible d’extraire visuellement un
signal : la concentration globale des SM semblerait plus faible dans les MAH que dans les AAC.
Ce signal semble retrouver un écho dans 1’¢tude de Harshfield et al. (55) qui ont montré une
corrélation statistiquement significative entre biomarqueurs IRM de MPA et concentration de
différentes sphingomyélines/céramides. De plus, comme il sera détaillé dans les sections
suivantes, il ne semble pas y avoir de lien entre la concentration des sphingomy¢élines et la durée
entre le début des symptomes, le volume de I’hématome ou le volume de 1’cedéme péri-

Iésionnel.

1 I Classification Classification
| Sous-Groupe 4 MHic
I I L-HISTIDINE Non-HIC
I L-ALANINE 2 Sous-Groupe
H L-ASPARAGINE o I Aac »
I L-PROLINE Indeterminée
MAH
I SM(34_0) -2 Mixte
I 5-HYDROXYINDOLEACE Non-HIC
I SM(35._1) I -4 Secondaire
I SM(33_1)
— I I SM(39_1)
I SM(32_1)
SM(42_3)
SM(34_1)
SM(36_2)
SM(38_2)
SM(40_2)
SM(38_1)
SM(36_1)
GUANINE
GUANOSINE
I I INOSINE
I I Linoleyl carnitine
CADAVERINE
N6_N6_N6-Trimethyl
I LPS(22_4)

I PC(40_9)

Figure 35 : Heatmap de clustering hiérarchique avec dendrogramme pour les métabolites

pertinents. HIC versus Non-HIC en fonction de 1’étiologie de I’HIC.
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Pour confirmer ces résultats, une étude sur une plus grande population est nécessaire.

Pour améliorer les compétences de notre modele diagnostique, nous avons décidé de
sélectionner plusieurs métabolites afin de mieux capter les différentes dimensions de cette
pathologie complexe. Afin de garder un objectif clinique, et pour éviter un overfitting, nous
avons décidé de sélectionner le plus petit nombre de métabolites possible. Cette sélection a été
faite dans le but de trouver, parmi chaque cluster métabolomique d’HIC (cf. Figure 16), et pour
chaque groupe de métabolites covariants (cf. Figure 15) un unique métabolite discriminant.
Nous avons donc ciblé les métabolites suivants : la SM(36 1), le LPS(22 4), la PC(40 9), la
linoleyl carnitine, la guanine et le 5-hydroxyindolacétate. Comme mentionné ci-dessus, on
retrouve la SM(36 1) qui est franchement diminuée dans environ la moitié¢ des patients HIC.
L’ajout d’autres métabolites permet de classifier les patients HIC avec des concentrations de
SM(36 1) autour de la moyenne ou discrétement €levées (sous-groupe a droite dans la Figure
16). Par rapport au sous-groupe d’HIC avec une concentration abaissée de SM(36 1), on pourra
remarquer que les patients HIC avec une concentration de SM(36 1) moyenne ou discrétement
¢levée présentent surtout une concentration ¢élevée de LPS(22 4), de PC(40 9) et qu’ils
présentent volontiers une concentration abaissée de 5-hydroxyindolacétate. Ayant déja décrit la
majeure partie des métabolites de notre modele diagnostique dans la section 0 et b), nous allons

ici détailler brievement le réle du 5-hydroxyindolacétate.

Le 5-hydroxyindolacétate (5-HIAA), ou acide 5-hydroxyindolacétique fait partie de la voie
métabolique du tryptophane. Plus spécifiquement, c’est un métabolite de la dégradation de la
sérotonine (5-HT). Comme visible sur la Figure 36, la 5-HT est dégradée en 5-
hydroxyindolacétaldéhyde (5-HIAL) par la monoamine oxydase (MAQO), puis la 5-HIAL est
dégradée en S5-HIAA par une aldéhyde déshydrogénase (ALDH). Nous émettons alors
I’hypothése que la diminution du 5-HIAA est la conséquence d’une diminution de la
dégradation de la sérotonine. Bien que la physiopathologie de la sérotonine soit imparfaitement
connue, son role semble certain dans la physiologie cardiovasculaire, gastro-intestinale et
circulatoire. Jonnakuty et al. (114) décrivent, en dehors de son importance dans la
physiopathologie psychiatrique, le role de la sérotonine dans la thrombogénése (via la
dégranulation plaquettaire) et son role dans la vasoréactivité artérielle. Historiquement, le
dosage du 5-HIAA ¢était utile pour le dépistage de tumeur neuroendocrine telle que le
phéochromocytome (115). A notre connaissance, nous n’avons pas trouvé d’étude mettant en

lien le 5-hydroxyindolacétate et ’HIC. Dans une ancienne étude de 1982, sur 26 patients ayant
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présenté une rupture d’anévrysme, le dosage de la sérotonine dans le liquide cérébro-spinal

n’était pas modifié entre patient et controle (116).
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Figure 36 : Produits de dégradation de la sérotine (5-HT). Figure de Helander et al. (117).

Pour conclure sur notre mode¢le diagnostique, il ne faut pas oublier que la majeure partie de ces
dosages ne sont pas disponibles en routine clinique, encore moins dans des délais pertinents.
L’imagerie cérébrale reste le gold standard diagnostique par sa rapidité et son accessibilité. Pour
poursuivre les investigations dans ce domaine, il serait pertinent d’essayer de réaliser des
dosages sériques dans des cohortes de plus grande ampleur, par exemple avec des Kkits

commerciaux, comme il en existe pour le dosage des sphingomyélines.

2. Analyse secondaire : durée entre le début des symptomes

Comme visible dans le Tableau 8, la L-asparagine, la PC(28 0), la PC(30 0), la LPC(14 0) et
I’adipoyl-L-carnitine sont les métabolites qui ont montré un signal concernant leur corrélation
avec la durée entre le début des symptomes et le prélevement. Nous rappelons que cette
corrélation n’est pas statistiquement significative apres correction par la méthode FDR. Nous

pouvons alors conclure que cette corrélation est incertaine et d’intensité modeste.

Au vu de ces résultats, il semble raisonnable de conclure que les sphingomyélines ne sont pas
des métabolites influencés par la durée entre le début des symptomes et le prélévement (dans la
limite de la phase hyperaigiie). De fait, la durée entre le début des symptomes et le prélevement
ne semble pas étre le facteur discriminant entre les deux sous-groupes d’HIC : SM diminuées

et SM intermédiaires.

99



S’il parait évident que le métabolisme se modifie au cours de 1’évolution de I’HIC, il est trés
probable que la temporalité des différentes phases mises en jeu soit plus importante. On notera
par exemple, dans I’étude de Mader et al. (54) concernant le métabolisme de ’arginine dans le
LCR des HIC avec dérivation ventriculo-peritonéale, que les délais de prélévements étaient de
0a3jours,de4 a7 joursetde9all jours post HIC. De méme, dans I’étude murine de Hu et
al. (78) concernant les variations temporelles du métabolome sérique des HIC, les auteurs ont

réalisé les prélevements a 3 jours et 14 jours post HIC.

Pour finir, il est important de remarquer que le modele OPLS-Regression utilis€ pour
sélectionner les métabolites pertinents présentait des parameétres prédictifs mauvais avec un
RY? négatif (cf. Annexe VII.G). De fait, pour limiter au maximum les faux négatifs (métabolites
statistiquement corrélés mais non mis en évidence par le modele OPLS-Regression), nous avons
complété notre analyse statistique par une corrélation de Spearman sur I’ensemble des 198
métabolites sans ajustement sur les facteurs de confusion. Les résultats, disponibles en Annexe
VILH pour les p < 0.10, ne mettent pas en évidence de corrélation statistiquement significative
apres correction par la méthode FDR. A nouveau, I’arginine n’a pas montré de pertinence avec

une p valeur a 0,48.

3. Analyse secondaire : volume de ’hématome et de I’cedéme

En intégrant les paramétres de volume dans I’analyse métabolomique multivariée, nous avons
espéré mettre en évidence des métabolites nous renseignant spécifiquement sur les voies
physiopathologiques mises en jeu dans la croissance de I’hématome et dans 1’expansion de
I’cedéme péri-lésionnel. De plus, nous avons espéré que la signature métabolomique des
patients avec de volumineuses HIC serait plus marquée ; permettant ainsi de mieux définir le

métabolome de I’HIC.

Malheureusement, comme visible dans la section IV.C.3, les résultats sont globalement
négatifs. Apres ajustement pour les facteurs de confusion et correction pour les tests multiples
par la méthode FDR, aucun métabolite n’a montré de corrélation avec le volume de I’hématome
et seule la PC(38 6) a montré une corrélation statistiquement significative avec le volume de

I’cedéme péri-lésionnel.

Pareillement aux résultats de corrélations concernant la durée entre le début des symptomes et
le prélévement, les modeles OPLS-Regression de cette section avaient de mauvais parametres

avec des RY? négatifs (cf. Annexe VIL.G). A nouveau, nous avons complété nos analyses
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statistiques par une corrélation de Spearman sur I’ensemble des 198 métabolites sans ajustement
sur les facteurs de confusion. Les résultats, disponibles en Annexe VIIL.I pour les
p <0.10, ne mettent pas en évidence de corrélation statistiquement significative aprés correction
par la méthode FDR. Une exception faite concernant la corrélation entre la créatine et le volume
de I’cedéme péri-lésionnel. Cette corrélation est a pondérer étant donné qu’elle semble le reflet

d’un biais de confusions. En effet, d’apres les Tableau 11 et Tableau 12, la créatine perd sa

corrélation lors de I’ajustement multivarié pour les facteurs de confusion.

De manicre intéressante, on pourra noter que les SM ne semblent pas en lien avec I’cedéme
péri-lésionnel. A nouveau, nous pouvons supposer que le volume de I’hématome et de I’cedéme
péri-lésionnel ne sont pas des critéres discriminants pour expliquer la différence entre le groupe
d’HIC avec des SM diminuées et le groupe d’HIC avec des SM intermédiaires. Ces résultats
pourraient nous amener a émettre 1’hypothese que le réle des SM est plutdt en rapport avec les

voies apoptiques qu’avec celles de I’inflammation.

En réalité, il existe aussi une autre hypothése moins probable : le fait que les SM ne soient pas
le reflet direct de ’HIC mais plutdt de la pathologie chronique sous-jacente. Cette hypothése
semble peu probable au vu des résultats de 1’analyse principale car nos patients contrdéles sont
porteurs d’une MPA visible sur I’IRM cérébrale. Il est néanmoins possible que les mécanismes
moléculaires physiopathologiques mis en jeu dans les MPA aboutissant aux HIC soient
différents de ceux mis en jeu dans les MPA qui n’aboutiront jamais a une HIC. Dans cette
situation, il serait tout de méme difficile d’expliquer pourquoi Harshfield et al. (55) mettent en

évidence une corrélation entre SM et biomarqueur IRM de MPA chez des patients sans HIC.
D. Forces et limites

Cette étude présente plusieurs limites : 1 — Etant donné le choix d’exclure les décés précoces,
notre faible nombre de patients entraine un manque de puissance, en particulier pour les
analyses secondaires et les analyses de sous-groupes. Ce petit effectif pourrait expliquer les
capacités de notre modele a mettre en évidence des différences statistiquement significatives
dans les analyses secondaires. De plus, il est d’autant plus difficile de séparer la cohorte en deux
groupes : un groupe d’apprentissage pour le modéle et un groupe de validation pour le mode¢le.
2 — Ftude monocentrique avec biais de recrutement. 3 — Ce projet est un premier travail

collaboratif pour notre équipe, il existe donc des risques d’erreur méthodologique.
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Concernant les forces de notre étude : 1 — Cohorte multiniveau avec un bon phénotypage
clinique et radiologique grace a la réalisation, dans les 72 h apres le début des symptomes, d’une
IRM multimodale systématique pour tous les patients présentant une HIC. 2 — Enrélement
prospectif systématique de tous les patients acceptés en alerte AVC limitant le biais de
sélection. 3 — Groupe contrdle adapté pour la création d’un modele diagnostique : patients pris
en charge en alerte AVC. 4 — M¢éthode statistique rigoureuse et discriminante permettant de
sélectionner précisément les métabolites d’intéréts. 5 — A notre connaissance, premicre étude
métabolomique sérique humaine dans la phase hyperaigiie de I’AVC hémorragique dans une
population caucasienne. A ce jour, les rares études de métabolomiques dans I’HIC chez
I’homme ont été réalisées en Asie ou 1’on sait que le génotype des patients est différent. En
particulier, il existe un réel impact clinique a cette différence car I’incidence des HIC
spontanées est bien plus importante dans les populations asiatiques que dans celles

caucasiennes.
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V. Conclusion

Dans cette étude prospective monocentrique, « proof of concept », nous avons décrit le
métabolome sérique des patients HIC en phase hyperaigiie. Nous avons mis en évidence 23
métabolites pertinents avec une différence statistiquement significative apres correction pour
les tests multiples par la méthode FDR. Nous n’avons pas mis en évidence de métabolites
statistiquement corrélés au volume de I’hématome et a celui de I’cedéme péri-lésionnel, mais
cela pourrait étre dii & un manque de puissance. Les sphingomyélines semblent avoir une part
prépondérante dans la signature métabolomique des patients HIC en phase hyperaigiie.
Métabolisés en céramide ou en sphingosine-1-phosphate, les sphingomyélines pourraient
participer aux voies de ’apoptose ou a celles de I’'inflammation. D’aprés nos résultats, la
sphingomy¢linase pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique a explorer. Pour confirmer ces
résultats, il est nécessaire de renouveler ces analyses sur une cohorte multicentrique de plus
grande ampleur. Afin de mieux caractériser le role précis des sphingomyélines en phase
hyperaigie d’HIC, wune approche combinée, dite « multi-omics» (génomique,
transcriptomique, protéomique et métabolomique), permettrai de décrire I’ensemble des voies

physiopathologiques impliquées.
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VII. Annexes

A. Classification CADMUS

Secondary cause of ICH
First step: (i.e. macrovascular, structural, systemic diseases)
ondary cause a Cryptogenic ICH
cryptogenic ICH (absence of sign of small vessel disease on MRI or
secondary cause of ICH)

Deep ICH
Second step: (basal §
ICH location thal:

Lobar ICH Undetermined
(s rial /cerebellar

cerebral lobes)

Hemorrhagic Nonhemorrhagic
Third step: MRI markers MRI markers

SVD MRI markers hit

Mixed CAA-DPA
(Boston criteria 2.0 +
signs of DPA
or deep ICH with
SVD features of CAA)

Cerebral amyloid

angiopathy (CAA)

(Boston criteria 2.0 +
no signs of DPA

Deep perforator
arteriolopathy (DPA)
(deep ICH +
CMB/WMH/lacunes)
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Table 1 SVD CADMUS Phenotype Criteria

Main classification

CAA Boston criteria 2.0

Supratentorial lobar ICH or nonaneurysmatic, cSAH

AND

>1 of the following:
« 21 additional, supratentorial lobar, cortical or subcortical hemorrhagic lesion (ICH, CMB, cSS/cSAH distant
to the index ICH)
* >20 CSO-PVSs per hemisphere
« Multispot white matter hyperintensity pattern

Mixed CAA-DPA Concomitant presence of characteristic features for CAA and DPA

Deep supratentorial or brainstem ICH

AND

>1 of the following:
« 21 additional, supratentorial lobar, cortical or subcortical hemorrhagic lesion (ICH, CMB, cSS/cSAH distant
to the index ICH)
* >20 CSO-PVSs per hemisphere
« Multispot white matter hyperintensity pattern

OR

Lobar supratentorial or nonaneurysmatic, ¢cSAH

AND

>1 of the following:
« 21 additional, deep supratentorial or brainstem hemorrhagic lesion (ICH, CMB)
« 21 deep supratentorial or brainstem lacune
« Periventricular white matter lesions Fazekas grade >2

Additional SVD features can be present

DPA Deep supratentorial or brainstem ICH
AND
>1 of the following:
« =1 additional, deep supratentorial or brainstem hemorrhagic lesion (ICH, CMB)
« 21 deep supratentorial or brainstem lacune
« Periventricular white matter lesions Fazekas grade >2
Additional SVD features can be present

Undetermined SVD ICH of any location

AND

Signs of SVD not fulfilling the criteria for CAA, DPA or mixed CAA-DPA, e.g.

>1 of the following:
« 21 |obar or cerebellar lacune
« >20 BG-PVS per hemisphere
 Periventricular white matter lesions Fazekas grade 1 or any isolated, deep white matter lesions
« Recent, small infarcts

OR

Cerebellar or holohemispheric ICH or uncertain hematoma epicenter

AND

>1 of the following:
« >1 additional, deep supratentorial or brainstem hemorrhagic lesion (ICH, CMB)
« 1 deep supratentorial or brainstem lacune
« Periventricular white matter lesions Fazekas grade >2
« 21 additional, supratentorial lobar, cortical or subcortical hemorrhagic lesion (ICH, CMB, cSS/cSAH distant
to the index ICH)

Additional SVD features can be present

Abbreviations: BG =basal ganglia; CAA = cerebral amyloid angiopathy; CMB = cerebral microbleed; CSO = centrum semiovale; cSAH = convexity subarachnoid
hemorrhage; ¢SS = cortical superficial siderosis; DPA = deep perforator arteriopathy; ICH = intracerebral hemorrhage; PVS = perivascular space; SVD = small
vessel disease.

Goeldlin, Martina B., et al. "CADMUS: A Novel MRI-Based Classification of Spontaneous
Intracerebral Hemorrhage Associated With Cerebral Small Vessel Disease." Neurology 102.1
(2024): €207977.(65)
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B.

Classification Boston 2.0

Panel: Boston criteria version 2.0 for sporadic cerebral amyloid angiopathy

1. Definite CAA

Full brain post-mortem examination demonstrating:

+ Spontaneous intracerebral haemorrhage, transient focal
neurological episodes, convexity subarachnoid
haemorrhage, or cognitive impairment or dementia

+ Severe CAA with vasculopathy

+ Absence of other diagnostic lesion

2. Probable CAA with supporting pathology

Clinical data and pathological tissue (evacuated haematoma or

cortical biopsy) demonstrating:

+ Presentation with spontaneous intracerebral haemorrhage,
transient focal neurological episodes, convexity
subarachnoid haemorrhage, or cognitive impairment or
dementia

+ Some degree of CAA in specimen

+ Absence of other diagnostic lesion

3. Probable CAA

For patients aged 50 years and older, clinical data and MRI

demonstrating:

 Presentation with spontaneous intracerebral haemorrhage,
transient focal neurological episodes, or cognitive
impairment or dementia

At least two of the following strictly lobar haemorrhagic
lesions on T2*-weighted MRI, in any combination:
intracerebral haemorrhage, cerebral microbleeds, or foci of
cortical superficial siderosis or convexity subarachnoid
haemorrhage

OR

+ One lobar haemorrhagic lesion plus one white matter
feature (severe perivascular spaces in the centrum semiovale
or white matter hyperintensities in a multispot pattern)t

« Absence of any deep haemorrhagic lesions (ie, intracerebral
haemorrhage or cerebral microbleeds) on T2*-weighted MRI

« Absence of other cause of haemorrhagic lesionsi

« Haemorrhagic lesion in cerebellum not counted as either
lobar or deep haemorrhagic lesion

4.Possible CAA

For patients aged 50 years and older, clinical data and MRI

demonstrating:

« Presentation with spontaneous intracerebral haemorrhage,
transient focal neurological episodes, or cognitive
impairment or dementia

« Absence of other cause of haemorrhaget

«  One strictly lobar haemorrhagic lesion on T2*-weighted
MRI: intracerebral haemorrhage, cerebral microbleeds, or
foci of cortical superficial siderosis or convexity
subarachnoid haemorrhage

OR

« One white matter feature (severe visible perivascular spaces
in the centrum semiovale or white matter hyperintensities
in a multispot pattern)t

« Absence of any deep haemorrhagic lesions (ie, intracerebral
haemorrhage or cerebral microbleeds) on T2*-weighted MRI

« Absence of other cause of haemorrhagic lesionsi

« Haemorrhagic lesion in cerebellum not counted as either
lobar or deep haemorrhagic lesion

CAA=cerebral amyloid angiopathy. {Notable changes from the Boston criteria v1.5.
$Other causes of haemorrhagic lesion: antecedent head trauma, haemorrhagic
transformation of an ischaemic stroke, arteriovenous malformation, haemorrhagic
tumour, CNS vasculitis. Other causes of cortical superficial siderosis and acute convexity
subarachnoid haemorrhage should also be excluded.

Charidimou, Andreas, et al. "The Boston criteria version 2.0 for cerebral amyloid angiopathy:
a multicentre, retrospective, MRI-neuropathology diagnostic accuracy study." The Lancet

Neurology 21.8 (2022): 714-725. (14)
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C. Liste des métabolites analysés

12-hydroxy-9-cis-octadecenoic acid
2-Ethyl-2-hydroxybutyric acid
3-Hydroxyglutarate
5-Oxoproline
CITRATE
Deoxycholic acid
Fumaric acid
Glutaric acid
GLYCERATE
Glycochenodeoxycholic acid
N-ACETYL-DL-GLUTAMIC ACID
N-ACETYLGLYCINE
Succinic acid
(S)-1-PHENYLETHANOL
I-METHYLADENOSINE
2-AMINOPHENOL
3-AMINOISOBUTANOATE
3-METHYL-2-OXINDOLE
3-METHYLHISTAMINE
4-HYDROXY-L-PROLINE
5_6-DIHYDROURACIL
5-HYDROXYINDOLEACETATE
5-Hydroxypipecolic acid
5'-METHYLTHIOADENOSINE
ACETYLCHOLINE
Acetyl-DL-carnitine
ADENINE
ADENOSINE
Adipoyl-L-carnitine
Alpha-aminobutyric acid
ANILINE
BENZYL ALCOHOL
BETAINE
Butanoylcarnitine
CADAVERINE
CARNOSINE
CITRULLINE

CORTISOL

CREATINE
CREATININE
CYTIDINE
CYTOSINE
Decanoyl-L-carnitine
DEOXYCARNITINE
DEOXYURIDINE
Dodecenoylcarnitine
Glutarylcarnitine
GLYCINE
GUANINE
GUANOSINE
Hexadecanoylcarnitine
Hexanoylcarnitine
HISTAMINE
HYDROQUINONE
Hydroxybutyrylcarnitine
HYPOXANTHINE
INOSINE
Kynurenic acid
L-ALANINE
L-ARGININE
L-ASPARAGINE
LAUROYLCARNITINE
L-Carnitine
LEUCINE
L-GLUTAMINE
L-HISTIDINE
Linoleyl carnitine
L-LYSINE
L-NORVALINE
L-ORNITHINE
LPC(14_0)
LPC(16_0)
LPC(16_1)
LPC(18_0)
LPC(18_1)

LPC(18_2)

LPC(18_3)
LPC(18_4)
LPC(20_0)
LPC(20_2)
LPC(20_3)
LPC(20_4)
LPC(20_5)
LPC(22_6)
LPE(16_0)
LPE(18_0)
LPE(20_4)
LPE(20_5)
LPE(22_6)
L-PHENYLALANINE
L-PIPECOLIC ACID
L-PROLINE
LPS(22_4)
L-SERINE
L-THREONINE
L-TYROSINE
L-VALINE
Malonyl-carnitine
METHYL BETA-D-GALACTOSIDE
Myristoyl-L-carnitine
N(PAI)-METHYL-L-HISTIDINE
N6_N6_N6-Trimethyl-L-lysine
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
N-ACETYL-L-LEUCINE
N-ACETYLPUTRESCINE
N-Alpha-acetyllysine
N-AMIDINO-L-ASPARTATE
NICOTINAMIDE
N-METHYL-D-ASPARTIC ACID
Octadecanoylcarnitine
Octanoyl-L-carnitine
Octenoyl-L-carnitine
Oleoylcarnitine

PC(28_0)
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PC(30_0)
PC(31_0)
PC(32_0)
PC(32_1)
PC(32_2)
PC(33_1)
PC(33_2)
PC(34_1)
PC(34_2)
PC(34_3)
PC(34_4)
PC(35_1)
PC(35_2)
PC(35_3)
PC(35_4)
PC(36_1)
PC(36_2)
PC(36_3)
PC(36_4)
PC(36_5)
PC(36_6)
PC(37_4)
PC(37_5)
PC(37_6)
PC(38_3)
PC(38_5)
PC(38_6)

PC(38_7)

PC(38_8)
PC(39_4)
PC(39_6)
PC(40_4)
PC(40_5)
PC(40_6)
PC(40_7)
PC(40_8)
PC(40_9)
PC(42_9)
PC(0-14_0_2 0)
PC(O-14_1_2 0)
PC(0-16_2_ 2 0)
PC(0-16_3_2 0)
PC(O-18_4_2 0)
PE(16_0__22 6)
PE(18_1__18_1)
PE(22_6_18_1)
PHENYLACETIC ACID
Propanoylcarnitine
PTERIN
RIBOFLAVIN
SM(30_1)
SM(32_1)
SM(32_2)
SM(33_1)
SM(34_0)

SM(34_1)

SM(34 2)
SM(35_1)
SM(36_1)
SM(36_2)
SM(38_1)
SM(38_2)
SM(39_1)
SM(40_2)

SM(42_3)

SN-GLYCERO-3-PHOSPHOCHOLINE

SORBATE
SPERMIDINE
Succinylcarnitine
TAURINE
Tetradecenoyl-L-carnitine
THEOPHYLLINE
THYMINE
Tiglylcarnitine
TRANS-CINNAMALDEHYDE
TRIGONELLINE
URACIL
URIDINE
Urocanic acid
Valeryl-L-carnitine
XANTHINE

XANTHOSINE

115



D. Normalisation des concentrations des métabolites

Before Normalization

After Normalization
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E. Histogramme de la durée entre le début des symptomes et

le prélévement

Histogram of Onset to Prelevement
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F.  Heatmaps de clustering de 1’analyse principale HIC vs

Non-HIC pour les facteurs de confusion : Age, Sexe, DFG et

obésité.
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G. Meétrique des modeles d’OPLS sur I’ensemble des
métabolites

1. HIC vs Non-HIC
Q?:0.432
RY?:0.293
2. Durée entre le début des symptomes et le prélévement
Number of components : 9
Q?:0.8538
RY?:-0.1521
3. Volume de I’hématome
Number of components : 9
Q?:0.4548
RY?:-1.1214
4. Volume de I’cedéme péri-lésionnel
Number of components : 9
Q?:0.5854

RY?:-0.4864
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H. Corré¢lation de Spearman concernant I’ensemble des 198
métabolites et la durée entre le début des symptomes

, Correlation
Metabolites -
coefficient

0,4685 0,0007 0,1345
-0,4445 0,0014 0,1350
LPE(20.4) ] 0,3864 0,0061 0,3072
-0,3821 0,0067 0,3072
-0,3530 0,0128 0,3072
-0,3450 0,0152 0,3072
0,3434 0,0157 0,3072
-0,3405 0,0167 0,3072
-0,3352 0,0185 0,3072
Tetradecenoyl-L-carnitine 0,3345 0,0188 0,3072
-0,3321 0,0197 0,3072
0,3301 0,0205 0,3072
0,3257 0,0224 0,3072
0,3255 0,0225 0,3072
0,3180 0,0260 0,3072
0,3165 0,0267 0,3072
0,3152 0,0274 0,3072
0,3100 0,0302 0,3072
0,3058 0,0326 0,3072
0,3055 0,0328 0,3072
0,3050 0,0331 0,3072
-0,3028 0,0345 0,3072
-0,2998 0,0363 0,3097
0,2884 0,0445 0,3461
-0,2870 0,0456 0,3461
-0,2866 0,0459 0,3461
3-METHYL-2-OXINDOLE -0,2806 0,0508 0,3568
-0,2804 0,0510 0,3568
-0,2762 0,0547 0,3698
0,2737 0,0570 0,3727
0,2696 0,0611 0,3860
0,2660 0,0648 0,3966
-0,2594 0,0719 0,4162
-0,2581 0,0733 0,4162
0,2573 0,0743 0,4162
-0,2515 0,0814 0,4384
-0,2503 0,0828 0,4384
-0,2417 0,0944 0,4643
0,2416 0,0945 0,4643
ANILNE | -0,2412 0,0950 0,4643
0,2387 0,0986 0,4643
0,2381 0,0995 0,4643 ,
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[.  Corrélation de Spearman concernant I’ensemble des 198
métabolites et les volumes

[—

Volume de I’hématome

. Correlation

Metabolites ..

-0,4118 0,0014 0.2825
0,2972 0,0235 0.97175
0,2711 0,0399 0.97175
0,2568 0,0519  0.97175
-0,2302 0,0822 0.97175

2. Volume de I’cedéme péri-lésionnel
. Correlation

Metabolites ..

-0,4695 0,0002 0,0394
-0,3733 0,0039 0,3751
-0,3584 0,0057 0,3751
0,3194 0,0145 0,7119
-0,3070 0,0191 0,7483
-0,2764 0,0357 0,9873
-0,2703 0,0402 0,9873
0,2701 0,0403 0,9873
-0,2617 0,0472 0,9918
-0,2574 0,0511 0,9918
0,2472 0,0614 0,9918
0,2436 0,0653 0,9918
-0,2428 0,0663 0,9918
L-ARGININE | -0,2269 0,0867 0,9918
-0,2252 0,0893 0,9918
0,2249 0,0897 0,9918
-0,2190 0,098 0,918 ,
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Résumé

Introduction : L’hémorragie intra cérébrale (HIC) est une pathologie fréquente dont le manque de thérapeutique
efficace est I’'une des principales raisons expliquant la morbi-mortalité élevée. La métabolomique est un outil innovant
pour améliorer nos connaissances physiopathologiques en analysant les métabolites circulant. Notre objectif principal
est de décrire le profil métabolomique des HIC a la phase hyperaigiie pour améliorer la compréhension des mécanismes
biologiques mis en jeu.

Matériel et méthode : MEtAVC est une étude prospective au CHU de Tours entre décembre 2022 et novembre 2023.
Nous avons inclus de maniére consécutive tous les patients en alerte AVC et conservé leur sérum. Tous les patients avec
une HIC ont réalisé une IRM cérébrale multimodale. Un groupe contrdle a été créé, par appareillement pour les facteurs
de confusion, en sélectionnant des patients parmi ceux qui ne présentaient pas d’AVC. Une étude métabolomique non
ciblée par « High Performance Liquid Chromatography Mass Spectroscopy » a été réalisée. Nous avons comparé les
profils métabolomiques entre HIC et Non-HIC et évalué leurs corrélations avec la durée entre le début des symptdmes
et le prélévement, le volume de I’hématome et I’cedéme péri-lésionnel. En combinant les métabolites les plus pertinents,
nous avons créé un modele diagnostique pour identifier les patients HIC.

Résultats : Nous avons inclus 58 patients avec une HIC et 27 patients témoins (Non-HIC). Les caractéristiques cliniques
étaient globalement similaires entre les HIC et Non-HIC : 4ge moyen de 68,4 (sd 16,3) ans, 36/58 (62,1 %) d’hommes,
35/58 (60,3 %) de patients hypertendus et durée depuis le début des symptomes de 385 (sd 685 ) minutes. La
comparaison entre HIC et Non-HIC a mis en évidence 23 métabolites statistiquement pertinents (p < 0.05 apres
correction par False Discovery Rate) : 13 sphingomyélines, la lysophosphatidylsérine LPS(22 4), la guanine, la
guanosine, I’inosine, la phosphatidylcholine PC(40 9), la linoleyl carnitine, la cadavérine, le 5-hydroxyindolacetate, la
L-alanine, la N6-N6-N6-triméthyl-L lysine et la L-proline. Notre modéle diagnostique présente une AUC de 0,959 (IC
95 % : [0,882 ;1]). La phosphatidylcholine PC(38_6) est corrélée avec le volume de 1’cedéme péri-lésionnel.

Conclusion : Dans notre cohorte, le profil métabolomique des patients HIC en phase aigué comporte principalement
des phospholipides, des purines et quelques acides aminés. D’aprés nos résultats préliminaires, les sphingomyélines
semblent jouer un role capital a la phase hyperaigiie des HIC. Métabolisés en céramide ou en sphingosine-1-phosphate,
les sphingomyélines pourraient participer aux voies de 1’apoptose ou a celles de I’inflammation. La sphingomyé¢linase
qui convertit la sphingomyéline en métabolite actif pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique.

Mots clés :
Hémorragie intracérébrale, métabolomique, profil métabolomique, physiopathologie, cibles thérapeutiques, modele
diagnostique, IRM cérébrale, cedéme péri-1ésionnel, phospholipides, purines, sphingomyélines, sphingomyélinase.
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