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Introduction : Récemment, des études pré-cliniques et cliniques
confirment le r6le majeur que pourrait jouer la mitochondrie dans la
physiopathologie des troubles psychiatriques et du trouble dépressif
caractérisé (TDC) en particulier ainsi que dans la réponse aux
traitements antidépresseurs. La mitochondrie est en effet impliquée
dans de multiples voies cellulaires, de la production d'énergie a la
réduction du stress oxydatif. Parmi les molécules en jeu, se trouvent
I'acetyl-L-carnitine (ALC), essentielle a 'homéostasie de |'acétyl-CoA,
les acylcarnitines, indispensable aux transports des acides gras dans la
lumiere mitochondriale pour la réalisation de B-oxydation de ceux-ci,
ainsi que la Superoxyde dismutase de type 2 (SOD2), premiére barriére
de protection contre le stress oxydatif. L'objectif de cette these est
I'évaluation du potentiel intérét de biomarqueurs du TDC et de la
réponse aux traitements.

Méthodes : Ce travail repose sur les données issues des cohortes
METADAP et VARIETE. METADAP est une cohorte de 624 patients agés
de 18 a 65 ans, souffrant d'un épisode dépressif caractérisé (EDC) dans
un contexte de TDC nécessitant lintroduction d'un traitement
antidépresseur, prospective, multicentrique et naturaliste. Les patients
bénéficient d'une évaluation clinico-biologique a l'inclusion, a 1 mois,
3 mois et 6 mois aprés l'introduction du traitement. VARIETE est une
cohorte multicentrique de 895 sujets sains agés de 18 a 89 ans. Les
biomarqueurs analysés sont des parametres métabolomiques (L-
carnitine, de I'ALC et de 38 acylcarnitines) des paramétres
inflammatoires (CRP et cytokines) et le polymorphisme génétique
rs4880 (Val16Ala) du SOD2.

Résultats : 1) Il n'est pas retrouvé d'association entre le polymorphisme
rs4880 de SOD?2 et la réponse clinique ou inflammatoire (CRP, IL-6, IL-
10, IL-1PB et TNF-a) aprés un traitement antidépresseur chez les patients
déprimés. 2) Une diminution de I'ALC et une augmentation de la L-
carnitine et du ratio L-carnitine/ALC sont observées chez les patients
déprimés par rapport aux contrbles. Apres traitement antidépresseur,
une normalisation progressive de ces 3 paramétres jusqu’a une
disparition des différences entre les patients et les contréles est
constatée. Enfin, le ratio L-Carnitine/ALC a l'inclusion est associé a la
réponse et a la rémission a 3 mois. 3) Une association entre la
diminution des acylcarnitines a chaines moyennes et longues et la
présence d'un EDC est retrouvée. Les différences entre les patients
déprimés et les sujets sains vont progressivement disparaitre au cours
du temps. Il n'y a pas d'association entre ces paramétres et la réponse
chez les patients.

Conclusion: Ce travail retrouve une association entre des
biomarqueurs périphériques reflétant I'activité mitochondriale, les
acylcarnitines, et la dépression et la réponse aux antidépresseurs. Les
données suggerent une altération des fonctions mitochondriales,
notamment de la -oxydation des acides gras chez les patients souffrant
d'un EDC avec une restauration de celle-ci apres traitement. Cependant,
les liens entre la réponse clinique et l'effet biologique des
antidépresseurs sur les acylcarnitines demeurent controversés et
nécessiteront des explorations ultérieures. Enfin, des études
indépendantes devront répliquer ces résultats avant de pouvoir
envisager les acylcarnitines comme biomarqueurs de I'EDC dans la
pratique courante.

Title : Peripheral biomarkers of mitochondrial metabolism, depression and antidepressant treatment
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Introduction: Recently, growing evidence from preclinical and clinical
studies suggest the central role that mitochondria may play into the
pathophysiology of mental disorders and particularly of the major
depressive disorder (MDD) as well as in the antidepressant response.
Mitochondria are involved in multiple cellular pathways, from the
energy production to oxidative stress. Among the concerned
molecules are acetyl-L-carnitine (ALC), essential for acetyl-CoA
homeostasis, acylcarnitines, essential for the transport of fatty acids
into the mitochondrial lumen for the realization of the fatty acid B-
oxidation (FAO), and Type 2 superoxide dismutase (SOD2), the first
protective barrier against oxidative stress. The objective of this thesis
is the evaluation of the interest of potential biomarkers of MDD and
response to treatments.

Methods: This thesis is based on data from the METADAP and VARIETE
cohorts. METADAP is a prospective, multicenter, naturalistic cohort of
624 patients aged 18 to 65 years, suffering from a major depressive
episode (MDE) in a context of MDD requiring a new antidepressant
treatment. Patients are clinically and biologically assessed at inclusion,
1 month, 3 months and 6 months after the treatment onset. VARIETE
is a multicenter cohort of 895 healthy subjects aged 18 to 89 years.
Biomarkers analyzed were metabolomic parameters (L-carnitine, ALC
and 38 acylcarnitines), inflammatory parameters (CRP and cytokines)
and the rs4880 (Val16Ala) genetic polymorphism of SOD2.

Results: 1) No association were found between the rs4880
polymorphism of SOD2 and clinical or inflammatory response (CRP, IL-6,
IL-10, IL-1B and TNF-a) after antidepressant treatment in depressed
patients. 2) Decreased ALC and increased L-carnitine and L-carnitine/ALC
ratio were observed in depressed patients compared with controls. After
antidepressant treatment, a progressive normalization of these 3
parameters until a complete restoration was observed between patients
and controls. Finally, the baseline L-Carnitine/ALC ratio was associated
with response and remission at 3 months. 3) An association between
decreased levels of medium and long chain acylcarnitines and the
presence of MDE was found. The differences between depressed patients
and healthy subjects gradually disappeared over time. There was no
association between these parameters and the response in the patient.

Conclusion: This thesis identifies an association between peripheral
biomarkers reflecting mitochondrial activity with depression and
response to antidepressant treatment. The data suggest impaired
mitochondrial function, including B-fatty acid oxidation in patients with
MDE in a context of MDD. However, the links between clinical response
and the biological effect of antidepressants on L-carnitine, ALC and
acylcarnitines remain unclear and will require further exploration. Finally,
independent studies will be necessary to replicate these results before
acylcarnitines can be considered as biomarkers of MDE in clinical
practice.
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PREAMBULE

Le trouble dépressif caractérisé (TDC) est une pathologie psychiatrique fréquente ayant
un retentissement majeur pour le patient et la société. Cependant, malgré sa prévalence, la
physiopathologie de ce trouble demeure mal connue. De ce fait, la prise en charge de 1’épisode
dépressif caractérisé (EDC) dans un contexte de TDC demeure médiocre, avec moins de la
moitié des patients présentant une réponse satisfaisante aprés une premiere tentative
thérapeutique. Afin d’améliorer la prise en charge de ’EDC dans un contexte de TDC, il est
nécessaire d’identifier de nouveaux biomarqueurs de la dépression d’une part, et de la réponse
au traitement d’autre part. En effet, les biomarqueurs connus a ce jour n’ont pas permis une
amélioration franche de la prise en charge du trouble. Avec I’expansion des techniques
d’analyses génétiques et de métabolomique, de plus en plus de biomarqueurs sont étudiés
actuellement, incluant ceux en lien avec la fonction mitochondriale.

L’objectif de ce travail de theése est de permettre 1’identification de nouveaux
biomarqueurs de la dépression et de la réponse a un traitement antidépresseur en lien avec le

métabolisme mitochondrial. Ainsi, trois axes ont été explores dans ce travail :

- Le premier axe étudie I’association entre le polymorphisme génétique rs4880 du SOD?2 et les
réponses cliniques et inflammatoires aprés un traitement antidépresseur chez les patients

souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC ;

- Le deuxiéme axe explore les associations des concentrations plasmatiques de L-carnitine et
d’acétyl-L-carnitine avec I’EDC, dans un contexte de TDC, et avec la réponse thérapeutique

apres un traitement antidépresseur ;
- Le troisieme axe recherche des associations de la B-oxydation des acides gras (évaluée par

’analyse des profils métabolomiques d’acylcarnitines) avec la dépression et avec la réponse au

traitement antidépresseur.
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|. PREMIERE PARTIE : ETAT DES CONNAISSANCES

1.1. Le trouble dépressif caractérisé

1.1.1. La clinique du trouble dépressif caractérisé

Le trouble dépressif caractérisé (TDC) est une pathologie psychiatrique qui se définit
comme la succession d’épisodes dépressifs caractérisés (EDC). L’EDC est décrit, selon les
critéres de la cinquiéme édition du manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux
(APA, 2013), comme I’association d’une humeur triste, ou d’une anhédonie (perte de plaisir),
avec d’autres symptomes comme une modification du poids, une insomnie, un ralentissement
psychomoteur, une asthénie, une faible estime de soi, des difficultés a la concentration, mais
surtout la présence d’idées ou d’intentionnalités suicidaires. Ces symptdmes doivent étre
présents depuis au moins 14 jours et ne doivent pas pouvoir étre imputables & une maladie
somatique, a la prise d’une substance psychoactive ou a un deuil. Cette définition est la plus
consensuelle, le DSM-5 faisant office de document de référence, internationalement reconnu
pour I’établissement des diagnostics des troubles psychiatriques.

Le TDC, une affection fréquente touchant plus de 300 millions de personnes, est devenu
la principale cause d’incapacité dans le monde, représentant 7,5% de I’ensemble des années
Veécues avec une incapacité imputable a une maladie (WHO, 2017). Le codt annuel des troubles
mentaux, dont le TDC est de loin le premier représentant, est estimé entre 2000 et 9000 milliards
US$ dans le monde (Chisholm et al. 2016). La prévalence annuelle de la maladie est de 6% et
la prévalence vie-entiere est de 16,2%, avec un sex-ratio de deux femmes pour un homme. Le
TDC est retrouvé dans tous les milieux ethniques, sociaux et culturels. Il a un retentissement
sur le long cours.

Apres la rémission a la suite d’un EDC, le risque d’avoir un nouvel épisode est d’au
moins 50% aprés un EDC unique et de plus de 80% par la suite. En moyenne, les patients
souffrant d’un TDC présenteront entre cing et neuf EDC dans leur vie (Burcusa et lacono 2007 ;
Malhi et Mann 2018). Le TDC augmente le risque de mortalité de 60 a 80% et sa contribution
dans toutes les causes de mortalité est de 10%. En plus de la mortalité secondaire au suicide
(Jollant et al. 2020), il est également intéressant de noter que le TDC est un facteur de risque
de nombreuses pathologies ayant également une composante inflammatoire, comme les
pathologies cardiovasculaires et métaboliques, avec une augmentation du risque d’hypertension
artérielle (RR=1,4), d’accident vasculaire cérébral (RR=2,0), de pathologies cardiaques
(RR=1,8), de diabete (RR=1,6) et d’obésité (RR=1,6) (Cracowski et al. 2014 ; C. A. Kdhler et
al. 2017 ; Malhi et Mann 2018; Otte et al. 2016).
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1.1.2. Le traitement du trouble dépressif caractérisé

Le traitement d’un EDC dans le contexte d’un TDC repose, selon les recommandations
actuelles, sur la mise en place d’un traitement antidépresseur (APA, 2010 ; R. W. Lam et al.
2016 ; HAS, 2017), en association a une prise en charge psychothérapeutique. Les molécules
de premiere intention recommandées appartiennent a la classe des Inhibiteurs Sélectifs de la
Recapture de la Sérotonine (ISRS) et & la classe des Inhibiteurs de la Recapture de la Sérotonine
et de la Noradrénaline (IRSNa), non pas pour une meilleure efficacité mais pour un meilleur
profil de tolérance (Cipriani et al. 2018 ; Malhi et al. 2021). En cas de réponse insuffisante ou
de mauvaise tolérance clinique, les antidépresseurs tricycliques, les Inhibiteurs de la
Monoamine Oxydase (IMAO) ou les autres antidépresseurs (Miansérine, Mirtazapine,
Agomélatine) peuvent étre utilisés en seconde intention. En cas de pharmacorésistance,
généralement définie comme I’absence de réponse a deux traitements pharmacologiques (Malhi
et al. 2021 ; Rybak et al. 2021), des traitements physiques peuvent étre mis en place comme la
stimulation magnétique transcranienne (rTMS) ou 1’¢électro-convulsivothérapie (ECT). Apres
un premier traitement antidépresseur bien conduit au regard des recommandations, a savoir une
durée de gquatre semaines a posologie efficace (APA, 2010; HAS, 2017), seulement un tiers des
patients sont en rémission (réponse thérapeutique complete). La rémission est définie comme
une disparation quasi-totale des symptémes dépressifs. Un tiers des patients traités présentent
une réponse partielle, définie comme la diminution de moitié des symptémes dépressifs. Enfin,
un tiers montrent une absence de réponse aux traitements antidépresseurs (Trivedi et al. 2006).

Dans une méta-analyse, regroupant 1’ensemble des essais thérapeutiques randomisés
réalisés ces trente derniéres années et étudiant les antidépresseurs versus placebo pour le
traitement de I’EDC dans un contexte de TDC, les antidépresseurs ne permettent qu’une
augmentation de 42% du taux de réponse par rapport au placebo (Undurraga et Baldessarini
2012). Dans STAR*D, une cohorte états-unienne de pres de 3000 patients (incluant 75,8% de
caucasiens et 17,6% d’afro-américains) déprimés unipolaires suivis en ambulatoire (Rush et al.
2004), seulement 27,5% a 32,9% des patients (selon 1’échelle utilisée) sont en rémission a la
suite d’un traitement par citalopram (ISRS) en premiere intention (Trivedi et al. 2006).
Toujours concernant la rémission dans la cohorte STAR*D, seulement 67% des patients sont
en rémission aprés quatre essais de traitements différents bien conduits (Trivedi et al. 2006).
L’amélioration des taux de réponse/rémission a un traitement antidepresseur peut et doit se faire
par la détermination de facteurs prédictifs (cliniques ou biologiques/biomarqueurs) de la
réponse aux traitements, chez un patient donné, afin d’optimiser les stratégies de prescription

(Riedel et al. 2011).
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1.2. Mitochondrie et dépression

De tous temps, de multiples hypothéses tentant d’expliquer les mécanismes de la
dépression ont €té proposés, Hippocrate décrivant déja, durant I’Antiquité, la mélancolie
(Juranville 2009). L hypothése la plus répandue de nos jours est le modele monoaminergique.
Cette théorie a émergé devant le mécanisme d’action et I’efficacité des premiers antidépresseurs
qui étaient des inhibiteurs de la recapture des monoamines. Cependant, ce modeéle, selon lequel
la dépression serait une maladie impliquant seulement les neurones et les neurotransmetteurs,
s’avéra bien insuffisant pour expliquer le trouble et est de plus en plus remis en question
(Moncrieff et al. 2022 ; Otte et al. 2016).

Les données actuelles suggerent des atteintes a de multiples niveaux intriqués dans la
physiopathologie du TDC (Kupfer et al 2012 ; Malhi et Mann 2018 ; Otte et al. 2016). Des
prédispositions génétiques dans des études d’association pangénomique (GWAS) (Wray et al.
2018) ainsi que des modifications épigénétiques (Otte et al. 2016) et du transcriptome
(Vadodaria et al. 2019) ont été mises en évidence dans I’EDC dans un contexte de TDC.

De méme, sur le plan moléculaire, en plus des désordres monoaminergiques, on retrouve
une implication de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Villanueva 2013), une
augmentation de I’inflammation centrale et périphérique (C. A. Kohler et al. 2017) et des
anomalies métabolomiques. Par ailleurs, des anomalies cellulaires au niveau cérébral ont été
identifiées. En effet, en plus des atteintes neuronales, une augmentation, en nombre et en
activité, de la microglie (Rial et al. 2016) et une diminution du nombre des astrocytes sont
retrouvées (Rajkowska et Stockmeier 2013).

Enfin, des anomalies structurales a 1’imagerie ou dans des études post-mortem ont été
retrouvées, qu’elles soient anatomiques (par exemple, une diminution du volume des
hippocampes (Kupfer, Frank, et Phillips 2012) ou fonctionnelles (par exemple, une
« suractivité » dans le réseau du « mode par défaut » (Otte et al. 2016)), en lien avec une
altération de la neuroplasticité. Les modifications décrites sont généralement réversibles apres
traitement antidépresseur. A I’interface de tous ces mécanismes se trouve une structure, la
mitochondrie (Marx et al. 2021 ; Sharma et Akundi 2019).

1.2.1 Généralités

La mitochondrie (Figures 1, 2 et 3) est un organite ubiquitaire dont le réle le plus connu
est celui de la production d’énergie. Elle assure la production de plus de 90% de I’ATP,
notamment lors de la respiration cellulaire aérobie. Cette production d’énergie passe, entre
autres, par le cycle de Krebs (dont la premiere étape est la constitution d’acétyl-CoA) et la

phosphorylation oxydative. La mitochondrie joue aussi un role crucial dans de multiples
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processus cellulaires comme le métabolisme des acides aminés, I’homéostasie du calcium Ca?*
ou la régulation de I’apoptose (Gorman et al. 2016 ; Zarou et al. 2021).

Le nombre de mitochondries dans une cellule peut varier d’aucune dans les érythrocytes
a quelques milliers dans les cellules cérébrales, le cerveau étant 1’organe ayant les plus grands
besoins énergétiques : en effet, le cerveaune représente que 2% de la masse corporelle mais
20% de la consommation en O2 (Misgeld et Schwarz 2017). Ainsi, les neurones et les astrocytes
ont plus de mitochondries du fait de leurs besoins constants en ATP (Bansal et Kuhad 2016).
Au sein d’une méme cellule, le nombre peut également varier au cours du temps par un
processus de fusion et de fission des mitochondries (Misgeld & Schwaz, 2017). La
mitochondrie est aussi le seul organite a posséder son propre ADN, I’ADN mitochondrial
(ADNmt), codant pour 13 protéines de la chaine de transport des électrons, un complexe central
dans la syntheése de I’ATP (Figure 3). Les autres protéines mitochondriales sont d’origine
nucleaire (environ 1500 protéines). La mitochondrie est centrale dans la régulation du stress
oxydatif en étant I’'une des principales sources cellulaires de dérivés réactifs de I’oxygene
(ROS) (Mattson et al. 2008), notamment via la production de I’ion superoxyde (O2") par la
chaine de transport des électrons. Enfin, elle est également la premiere barriére contre les effets
déléteres, notamment cytotoxiques, des ROS en empéchant leur accumulation (Figure 2).

Différentes pathologies mitochondriales ont été décrites. Parmi celles-ci, on trouve les
cytopathies mitochondriales, un groupe de pathologies génétiques caractérisées par une
dysfonction mitochondriale (Gorman et al. 2016 ; La Morgia et al. 2020). Les mutations
génétiques impliquées peuvent aussi bien étre sur ’ADNmt que sur ’ADN nucléaire. Ces
pathologies peuvent étre en lien avec des anomalies de la phosphorylation oxydative, mais
également du cycle de Krebs et de la B-oxydation des acides gras. Par le caractére ubiquitaire
de la mitochondrie, la présentation de ces pathologies est variée et peut toucher I’ensemble des
organes, allant des épilepsies au retard du développement, de la cardiomyopathie a
I’insuffisance hépatique (Gaignard et al. 2018 ; Gorman et al. 2016 ; Jardel et Rucheton 2018).

En conséquence, chez les patients souffrant de cytopathies mitochondriales, des troubles
mentaux sont également fréquemment décrits. 70% des patients souffrant d’une maladie
mitochondriale présentent un trouble psychiatrique, au premier rang desquels le TDC (Fattal et
al. 2007 ; Gorman et al. 2016 ; Mancuso et al. 2008 ; Manji et al. 2012). De méme, il n’est pas
rare qu'un EDC soit le «symptébme prodromique » d’une pathologie mitochondriale
(Klinedinst et Regenold 2015 ; Koene et al. 2009), pouvant parfois méme étre la seule

manifestation de celle-ci durant tout son cours évolutif (Mancuso et al. 2008).
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1.2.2. Dépression et fonction mitochondriale chez I’animal

La fonction mitochondriale a été étudiée dans différents modeles animaux de dépression
tel que le modele de stress chronique léger imprévisible (UCMS) (Mineur et al. 2006), le
modele pharmacologique CORT (David et al. 2009), le modéle inflammatoire par exposition
au LPS (Wang et al. 2019) ou le modéle génétique Flinders-Sensitive Line (FSL) (F. Chen et
al. 2013).

Différentes modifications ont été identifiées dans le modéle UCMS, allant d’une
altération des membranes mitochondriales a une diminution de la consommation en dioxygene
(O2) en passant par une diminution de I’activité des complexes de la chaine de transport des
électrons (CTE) dans diverses structures cérébrales (cortex, hippocampe et hypothalamus)
(Gong et al. 2011 ; Rezin et al. 2008). Au niveau cellulaire, ces modifications touchent aussi
bien les neurones que les astrocytes (Shu et al. 2019) et un traitement antidépresseur permet la
normalisation de celles-ci (Shu et al. 2019). 1l a été observé que le blocage de CPT1 (Carnitine
Palmitoyl Transferase | — protéine essentielle au métabolisme des acides gras dans la
mitochondrie) par un composé chimique, I’etomoxir, permet de traiter les comportements de
« type dépressif » chez le rat dans le modéle UCMS (Mearkholt et al. 2017).

Dans le modele CORT, les concentrations hippocampiques et hépatiques d’ATP et
d’acétyl-CoA sont diminuées chez les souris exposées aux corticoides ayant un comportement
« dépressif » (Xie et al. 2020).

Dans le modele génétique FSL chez le rat, il est retrouvé une diminution du nombre de
mitochondries dans 1’hippocampe par rapport aux rats FRL (Flinders-Resistant Line) et aux rats
« standards ». Ces parametres se normalisent aprés un traitement antidépresseur par imipramine
(F. Chen et al. 2013).

Dans le modéle LPS chez la souris, les concentrations d’ATP et I’activité des superoxide
dismutases (SODs) sont diminuées, a I’inverse de la production des ROS et des cytokines pro-
inflammatoires qui sont augmentées dans 1’hippocampe (F. Chen, Ardalan, et al. 2018 ; Wang
et al. 2019). Apres transplantation par voie intraveineuse de mitochondries fonctionnelles,
I’ensemble de ces paramétres se normalisent (Wang et al. 2019).

Ainsi, les modifications mitochondriales en lien avec les symptdmes dépressifs et la
réponse aux traitements sont retrouvees dans différents modeles de dépression reposant sur des
mécanismes varies, confirmant 1’implication de la mitochondrie dans ce trouble (Tableau | et

Figure 1).
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Modele de dépression  Région(s) Effet(s) retrouvé(s) Références

Altération de la membrane mitochondriale

UCMS Hippocampe — Hypothalamus Diminution de la consommation d’O,

Gong et coll., 2011

UCMS Cortex cérébral — Cervelet Diminution de I’activité de la CTE Rezin et coll., 2008

Diminution de la production d’ATP

Diminution de la concentration en acétyl-CoA Xie et coll., 2020

CORT Hippocampe — Foie

FSL/FLR Hippocampe Diminution du nombre de mitochondries Chen et coll., 2013

Diminution de la concentration en ATP
Diminution de la concentration en BDNF
LPS Hippocampe Diminution de I’activité des SODs Wang et coll., 2019
Augmentation de la production de ROS
Augmentation des cytokines pro-inflammatoires

LPS Hippocampe Augmentation de la production de I’ion superoxide ~ Chen et coll., 2018

Tableau I. Exemples d’anomalies mitochondriales retrouvées dans différents modéles de dépression chez
le rongeur. UCMS : Modéle de stress chronique léger imprévisible — CORT : Modéle de dépression
pharmacologique par exposition au long cours aux corticoides — FSL/FRL : Flinders-Sensitive Line/Flinders-
Resistant Line/ Modéle génétique de dépression — LPS ; Modéle inflammatoire de dépression — CTE : Chaine
de transport des électrons — ROS : Dérivés réactifs de I’oxygéne

1.2.3. Dépression, antidépresseurs et mitochondrie en clinigue

Des études cliniques fonctionnelles et moléculaires ont été réalisées chez I’Homme,
essentiellement dans des petites cohortes. Dans une cohorte de 35 patients déprimés non traités
comparés a 18 sujets sains, le niveau de ’ATP cérébral est diminué en spectroscopie par
résonance magnétique au phosphore-31 (Moore et Fava 1997). Au sein d’une autre cohorte de
21 patients déprimes unipolaires et de 22 sujets « contrdles », il a été retrouvé une diminution
de la respiration cellulaire et de I’activit¢ du complexe I de la CTE dans les plaquettes de
patients déprimés par rapport aux contréles (Hroudova et al. 2013). Des résultats comparables
ont été observés dans les cellules sanguines mononucléaires entre des patients déprimés par
rapport a des sujets sains (Karabatsiakis et al. 2014). Dans une étude portant sur une autre
cohorte de 28 patients déprimés et sur 22 « contrdles », la production d’ATP est diminuée chez
les patients déprimés dans des biopsies musculaires. De plus, des anomalies de I’ADNmt sont
retrouvées chez les patients déprimés par rapport aux « contréles » (A Gardner 2003 ; Tranah
et al. 2018). Dans une étude post-mortem portant sur 24 patients déprimés et 12 sujets
« contrbles » appariés, la concentration en ATP dans le cortex préfrontal dorsolatéral est
diminuée. Ceci est associé a une altération de 1’expression des génes de la CTE (Martins-de-
Souza et al. 2012). Par ailleurs, dans une autre étude post-mortem, I’expression de I’ARN de
CPT1 est augmentée dans le cervelet de patients déprimés suicidés par rapport aux « contréles »
suicides (Mgarkholt et al. 2017). Les différentes anomalies mitochondriales sont décrites dans

la Figure 1.
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MODIFICATIONS DANS LA DEPRESSION MODIFICATIONS APRES ANTIDEPRESSEUR
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Figure 1. Associations décrites entre la fonction mitochondriale et la dépression et les antidépresseurs. CoA : Coenzyme A — CTE : Chaine de transport des électrons — TCA cycle : Cycle
de Krebs — ADNmt : ADN mitochondrial- En rouge : Associé avec la dépression — En vert : Associé au traitement antidépresseur — \ : Concentration ou activité diminuée — » : Concentration
ou activité augmenté — ? : Données non consensuelles ou non décrites dans la littérature
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Enfin, des données suggérent des anomalies du métabolisme mitochondrial dans la
physiopathologie de la dépression (Pu et al. 2021). Chez des patientes ayant des antécédents de
TDC, une saturation des capacités de la respiration cellulaire aérobie est identifiée (Mocking et
al. 2021). En plus de ces anomalies, des altérations de la voie des carnitines et du stress oxydatif
ont également été identifiées dans le plasma (Pu et al. 2021).

1.3. Les biomarqueurs dans le trouble dépressif caractérisé

1.3.1. Généralités

Dans 1’ére actuelle de la médecine personnalisée, de plus en plus de biomarqueurs ont
pu étre identifiés, notamment grace a 1’accroissement des données disponibles (Kennedy et
Ceniti 2018 ; Nobis et al. 2020). Un biomarqueur est défini comme une caractéristique
objectivement mesurable et est évalué comme un indicateur de processus biologigues normaux,
de processus pathologiques ou encore de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique (Biomarkers Definition Working Group, 2001).

Dans I’étude des processus pathologiques, les biomarqueurs permettent le diagnostic
des pathologies, la classification ou la gradation de celles-ci et I’établissement de leur pronostic.
Dans 1’étude de la réponse thérapeutique, les biomarqueurs peuvent étre utilisés comme
prédicteurs de I’efficacité ou de la tolérance aux thérapeutiques, ou comme indicateurs de
I’efficacité, du pronostic ou de la tolérance durant un suivi thérapeutique pharmacologique
(STP) (Biomarkers Definition Working Group, 2001 ; Davis et al. 2015). Des biomarqueurs de
risque peuvent également étre identifiés. Parmi les enjeux actuels se trouvent la sélection et la
combinaison la plus optimale des biomarqueurs.

La prise en charge des EDC demeure a ce jour médiocre et I’identification de nouveaux
biomarqueurs de la réponse est primordiale. L’¢quipe de recherche translationnelle MOODS a
ainsi pour objectifs de rechercher les meilleurs biomarqueurs possibles en usant d’une approche
translationnelleallant du modele préclinique de dépression aux cohortes de patients déprimés.
Dans ce contexte, différents biomarqueurs ont déja été identifiés par les chercheurs de 1’équipe,
sur le plan anatomique (taille de I’hippocampe réduite) ou encore endocrinologique
(augmentation de la TSH) (Berlin et al. 1999 ; Colle, Chupin, et al. 2015). Cependant, les
biomarqueurs identifiés en psychiatrie s’avérent encore peu prédictifs et ne sont pas utilisables
pour les soins (Kennis et al. 2020). Concernant la réponse thérapeutique, certains biomarqueurs
ont éte suggerés avec, par exemple, un pronostic moins bon si I’hippocampe est de petite taille
au début du traitement (Colle et al. 2018) et un meilleur pronostic si le BDNF augmente. Mais,
comme pour le diagnostic, ces biomarqueurs n’ont pas de valeur prédictive positive suffisante

et ne sont pas encore utilisables en routine clinique (Kraus et al. 2019)
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Dans ce contexte, 1’étude des différents mécanismes sous-jacents de la dépression et de
la réponse aux traitements permet non seulement une meilleure compréhension du trouble mais
également I’identification de nouveaux biomarqueurs et 1’¢laboration de thérapeutiques
innovantes (Holsboer 2008).

1.3.2. Biomarqueurs de la dépression et pharmacogénétique

De nombreux facteurs expliquant la variabilité interindividuelle a un traitement ont été
identifiés. La pharmacogénétique est 1’un des facteurs aujourd’hui validé et utilisé en pratique
courante pour I’optimisation de nombreuses thérapeutiques (Becquemont, Picard, et Verstuyft
2017), aussi bien en psychiatrie que dans les autres champs de la médecine. La
pharmacogénétique s’intéresse a 1’étude des variations génétiques constitutionnelles, les
polymorphismes génétiques en premier lieu, associées a la réponse et la tolérance aux
traitements (N. Picard et al. 2017). Les génes identifiés comme étant associés a la réponse au
traitement sont appelés des « pharmacogeénes ».

Des polymorphismes génétiques de cibles pharmacodynamiques ont été étudiés
concernant la réponse aux traitements antidépresseurs. Des polymorphismes génétiques de
pharmacogénes, dans différentes cohortes de patients souffrant d’un TDC, ont été explorés au
sein de I’équipe MOODS, comme les genes BNDF, SLC6A4 (transporteur de la sérotonine) ou
COMT (Colle, Gressier, et al. 2015 ; Gressier et al. 2009 ; Taranu et al. 2017). Malgré des
résultats prometteurs lors d’analyses exploratoires, ces données ne sont que faiblement
répliquées. Ainsi, aucune cible pharmacodynamique ne peut étre a ce jour recommandée
comme biomarqueur de la dépression ou comme pharmacogéne des antidépresseurs (Bousman
et al. 2021). Concernant les cibles pharmacocinétiques, les données sont plus consensuelles.
Pour la prescription des psychotropes, différents polymorphismes des enzymes du métabolisme
dont les cytochromes P450 (CYP) ont été étudiés, suggérant leur intérét dans 1’étude de la
réponse a un traitement (Bousman et al. 2021). Parmi les biomarqueurs les plus validés
concernant la réponse aprés un traitement antidépresseur dans I’EDC, se trouvent les
polymorphismes du CYP2D6 et du CYP2C19, tout particulierement pour 1’exploration d’une
mauvaise tolérance aux traitements ou d’une efficacité insuffisante (Jukic et al. 2022 ;
Milosavljevic et al. 2021). Des données récentes suggérent également des associations entre les
polymorphismes du CYP2D6 et du CYP2C19 et le devenir clinique des patients (consultation
aux urgences et réalisation d’une tentative de suicide) a I’issue d’un traitement (Thiele et al.
2022). Ainsi, la recherche de polymorphismes des deux cytochromes dans le cadre d’une
prescription d’antidépresseur se trouve, a ce jour, dans les recommandations du Réseau

francophone de Pharmacogenétique (RNPGXx) (Quaranta et al. 2017).
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1.3.3. La dépression a I’ére de la métabolomique

Apreés les études de génomique, transcriptomique et protéomique (les « -omics ») dans
le TDC, la métabolomique a été la voie de recherche explorée dans 1’étude de la dépression
(Dormoy et Massfelder 2013 ; Holsboer 2008). Contrairement aux autres «-omics », la
métabolomique est une « signature » directe de I’activité biochimique de 1’organisme a I’instant
de I’évaluation, permettant ainsi de faciliter sa corrélation avec un phénotype donné (Castelli
et al. 2022 ; Patti et al. 2012).

Rigoureusement, la métabolomique consiste en 1’analyse de I’ensemble des métabolites
dans une matrice donnée (plasmatique, urinaire, etc.) issues de 1’organisme (endogenes) ou
provenant de son environnement (exogénes) :le métabolome global. La matrice la plus utilisée
en psychiatrie est le plasma. Un métabolite est une substance, généralement de petite taille, qui
se forme au cours du métabolisme. Il peut tout aussi bien étre un produit final ou un produit
intermédiaire (Dormoy et Massfelder 2013).

Différentes techniques sont utilisées pour la réalisation de profils métabolomiques, les
principales étant la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et la
spectrométrie de masse (SM) (Dormoy et Massfelder 2013 ; Kaddurah-Daouk et Weinshilboum
2014 ; Patti, Yanes, et Siuzdak 2012). Selon les techniques utilisées, les profils métabolomiques
obtenus peuvent étre quantitatifs ou semi-quantitatifs (Bonvallot et al. 2014). De plus, au lieu
d’un métabolome global, il est possible de réaliser un métabolome ciblé, explorant un type de
métabolites comme le lipidomique (I’ensemble des lipides), ou une voie en particulier, par
exemple, la voie du tryptophane. Le métabolome ciblé est particulierement indiqué dans les
études de pharmacometabolomique (Patti et al. 2012).

La pharmacométabolomique est 1’é¢tude spécifique des différences dans les profils
métaboliques en fonction de la réponse thérapeutique (Beger et al. 2016 ; Nedic Erjavec et al.
2021). Elle a pour objectif de déterminer un état métabolique individuel, le « métabotype »,
déterminant une « signature » pré- ou post-thérapeutique qui serait un biomarqueur informant
sur la réponse au traitement (Kaddurah-Daouk et Weinshilboum 2014). Différents facteurs
comme le genre, la génétique et I’environnement au sens large (exposition, microbiote) influent
sur le métabolome. Ces facteurs de variabilité doivent étre pris en compte dans les études de
métabolomique (Kaddurah-Daouk et Weinshilboum 2014 ; Pu et al. 2019).

A ce jour, plus de 300 études métabolomiques ont été publiées chez des patients
souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC (MacDonald et al., 2019 ; Pu et al., 2021). De
nombreuses voies ont été décrites comme étant associées a la dépression comme, entre autres,

la voie du tryptophane/kynurénine/sérotonine, notamment explorée dans la cohorte METADAP
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(Colle et al. 2020 ; Pu et al. 2021), ainsi que celle du métabolisme mitochondrial (Pu et al.
2021). Concernant la réponse aux traitements antidépresseurs, de nombreuses modifications
métabolomiques, en plus de celles impliquant la mitochondrie, sont également observées,
notamment des modifications des concentrations plasmatiques en sérotonine apres traitement
(Bhattacharyya et al. 2019).

En plus de leur intérét dans I’identification de nouveaux biomarqueurs, ces différentes
grandes études de métabolomiques permettent également, par leurs explorations larges, de
suggerer des voies qui nécessiteront des études plus approfondies (Dormoy et Massfelder
2013). Cette méthode a permis de conforter 1’utilité d’explorer le role du métabolisme
mitochondrial dans la physiopathologie de la dépression (Pu et al. 2021).

1.4. Dépression, antidépresseurs et métabolites mitochondriaux

1.4.1. Superoxyde Dismutase (SOD), stress oxydatif mitochondrial et inflammation

1.4.1.1. Le stress oxydatif et SODs : Processus physiologigues et pathologiques

En plus des fonctions majeures précédemment citées, la mitochondrie est un acteur
essentiel dans les différentes étapes du stress oxydatif. En effet, elle est le principal producteur
de ROS dans I’organisme, conséquence directe de la respiration cellulaire aérobie (Ann Gardner
et Boles 2011). Ces derniers sont particulierement produits par la CTE durant la
phosphorylation oxydative (Figure 3). Les ROS mitochondriaux font référence en premier lieu
al’ion superoxyde (O2) et au peroxyde d hydrogene (H202) (Munro et Treberg 2017). 1ls jouent
un role dans plusieurs processus physiologiques (Allen et al. 2018 ; Bansal et Kuhad 2016).

Cependant, les ROS étant des métabolites hautement réactifs, ils peuvent induire des
altérations de la membrane mitochondriale, de I’ADNmt et des diverses protéines
mitochondriales, allant jusqu’a provoquer la mort cellulaire (Allen et al. 2018). En condition
normale, il existe des barrieres permettant la « détoxification » des ROS, prévenant leurs
complications (Lopresti et al. 2014). Le stress oxydatif correspond au déséquilibre entre la
production de ROS et les capacités antioxydantes de la cellule (Bhatt et al. 2020).

Plusieurs protéines antioxydantes permettent 1’¢limination des ROS, dont les SODs qui
assurent la premiére étape. Les SODs réalisent la réaction de dismutation de 1’O2” en H20.. Par
la suite, la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) permettent la dégradation de I’H202
(Munro et Treberg 2017). Il existe plusieurs isoformes de SODs selon leurs localisations et
leurs mecanismes. Plus spécifiqguement, la MnSOD, codée par le géne SOD2, constitue la
premiére et principale barriére de 1’organisme contre 1’ion superoxyde (Zou et al. 2017) (Figure
2). Il s’agit d’une protéine mitochondriale d’origine nucléaire se situant dans la lumiére de celle-

Ci.
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Enfin, le stress oxydatif et I’inflammation sont deux phénomeénes intriqués, au sens ou
I’altération en lien avec le stress oxydatif va induire une réponse immunitaire excessive
conduisant a la mort cellulaire (Bhatt et al. 2020). Réciproquement, I’inflammation va
engendrer une augmentation de la production de ROS (Lopresti et al. 2014).

1.4.1.2 SOD?2, stress oxydatif, inflammation et dépression

Dans le modéle de dépression CORT, il est constaté une augmentation de la
production de ROS dans le cortex préfrontal, associée a une diminution de I’activité et de la
transcription de la MnSOD, chez les rats manifestant un comportement « dépressif » (W. Liu
et Zhou 2012). Toujours dans le modéle CORT, les mémes modifications sont retrouvées dans
le foie des souris présentant une symptomatologie « dépressive » (Xie et al. 2020).

A ce jour, peu de données chez I’Homme font état d’une association entre 1’expression
de la MnSOD au niveau central, spécifiquement, et ’EDC dans un contexte de TDC. Dans une
étude post-mortem, une diminution de 1’expression de MnSOD a été retrouvée dans le cortex
occipital et le tronc cérébral de patients déprimés (Chandley et al. 2022). Dans une cohorte de
50 patients déprimés et 44 sujets sains, il est observé une diminution de I’activité globale des
SODs dans les érythrocytes chez les patients déprimés par rapport aux contrdles. L activité des
SODs se normalise aprés un traitement par antidépresseur (Kotan et al. 2011). Dans une autre
cohorte de 54 patients souffrant d’une dépression unipolaire, une augmentation de la
concentration en ROS dans le plasma est constatée par rapport aux 37 sujets sains (Maes et al.
2010). De plus, I’augmentation de la voie de la -oxydation des acides gras retrouvée dans la

dépression induit un stress oxydatif (Rose et al. 2020).

NADPH + H”

2 GSH \\
2H° \/./, 2H,0+ GS-SG =——_Gr_)——+2 GSH + NADP"

Figure 2. Représentation simplifiée du processus de détoxification du stress oxydatif
mitochondrial. Oz : lon superoxyde - H,O- : Peroxyde d’hydrogéne — GSH : Forme réduite du
glutathion — GS-SG : Forme oxydée du glutathion — NADP*: Nicotamide adénine dinucléotide
phosphate — MnSOD : Superoxyde dismutase de type 2 — GPx: Glutathion peroxydase — Gr :
Glutathion reductase — CAT : Catalase — CTE : Chaine de transport des électrons.
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Chez des patients déprimés suicides, il est observé une augmentation de la microglie en
lien avec la neuro-inflammation dans le cortex préfrontal dorsolatéral, I’hippocampe et le cortex
cingulaire antérieur par rapport a des sujets « contréles » non-déprimés et non-suicidés (Steiner
et al. 2008). Enfin, dans une large méta-analyse de 45 études, les cytokines plasmatiques (IL-
6, IL-10, TNF-a), tout comme la CRP, sont augmentées chez les patients déprimés (C. A.
Kdhler et al. 2017). Apres un traitement antidépresseur, une diminution de ces cytokines est
retrouvée (Cristiano A. Kohler et al. 2017).

1.4.2. Acétyl-L -carnitine

1.4.2.1. Le role physiologique de [’acétyl-L-carnitine

La L-carnitine et son ester a la chaine la plus courte, I’acétyl-L-carnitine (ALC), sont
deux métabolites indispensables aux fonctions normales de la mitochondrie. La L-carnitine est
d’origine alimentaire a 75%, issue principalement de la consommation de produits carnes et
lactés (Mitchell, 1978 ; Pettegrew et al., 2000 ; Reuter et Evans 2012). 25% de la carnitine est
synthétisé de novo a partir de la lysine et de la méthionine, dont la premiére étape a lieu dans la
mitochondrie avant de se poursuivre dans le cytosol (Reuter et Evans 2012 ; Vaz et Wanders
2002). En cas de faibles apports alimentaires, une augmentation de la biosynthése ainsi qu’une
plus grande réabsorption rénale permettent de maintenir une concentration en L-carnitine
satisfaisante. La L-carnitine a de multiples roles, dont le maintien de I’homéostasie de la
Coenzyme A (CoA) et le transfert intra-mitochondrial des acides gras (Cf infra).

L’ALC est synthétisée par le transfert du groupement acétyle de I’acétyl-CoA a la L-
carnitine par la Carnitine Acetyltransferase (CAT) se trouvant dans la lumiére mitochondriale
(Jones et al. 2010 ; Pettegrew et al. 2000). Il s’agit d’une transformation non-totale, les réactions
pouvant avoir lieu dans les deux sens. L’ALC, molécule ubiquitaire, est présente a des
concentrations élevées dans le cerveau, ou I’activité enzymatique de la CAT est importante. De
plus, I’ALC passe sans difficulté la barriere hémato-encéphalique (Jones et al. 2010). L’ALC
est impliquée dans le métabolisme énergétique, tout particulierement dans son rétablissement
(Pettegrew et al., 2000). Chez des animaux « sains », la concentration de la phosphocréatine est
augmentée et celle du lactate est diminuée par 1’administration d’ALC (Aureli et al. 1994). De
méme, chez des patients souffrant de la maladie d’ Alzheimer ou d’une dépression du sujet agé,
la prise d’ALC est associée a une augmentation cérébrale des phosphates de haute énergie,
comme I’ATP (Jones et al. 2010 ; Pettegrew et al. 2002). Ces effets seraient, entre autres, liés
a la capacité de I’ALC a délivrer son groupement acétyle a la CoA pour constituer de 1’acétyl-
CoA qui integre par la suite le cycle de Krebs, permettant ainsi la production d’ATP et la

récupération des capacités énergétiques de I’organisme.
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L’ALC a également une activité antioxydante, notamment via 1’augmentation de
I’expression de protéines comme la MnSOD au niveau cérébral (cortex, hippocampe et
cervelet) chez le rat (Calabrese et al. 2006). Chez 1’animal (souris et rat), I’ALC est aussi en
lien avec la production de facteurs neurotrophiques comme le nerve growth factor (NGF) et le
BDNF (Lau et al. 2017). Enfin, ’ALC produit également un effet sur les différents
neurotransmetteurs (Cuccurazzu et al. 2013). Les mécanismes d’action de I’ ALC reposent ainsi
aussi sur ses effets épigénétiques et de régulation des protéines en lien notamment avec sa
capacité d’agent acétylant des histones ou de facteurs de transcription contribuant a la
neurogéneése et a la neuroplasticité (Cuccurazzu et al. 2013 ; Post 2018).
1.4.2.2. Modeles précliniques de dépression et acétyl-L-carnitine

Des données pré-cliniques et cliniques suggerent aujourd’hui une implication de I’ALC
dans la physiopathologie de la dépression. Dans le modele génétique de dépression du rat
(FSL/FRL), il est retrouvé une diminution des concentrations hippocampique et préfrontales de
I’ALC chez les animaux « dépressif » par rapport aux animaux résistants (Nasca et al. 2013).

1.5.2.3. Dépression, antidépresseur et acétyl-L-carnitine en clinigue

Récemment, plusieurs études ont évalué les concentrations plasmatiques d’ALC chez
les patients souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC. Dans une cohorte de 71 patients
déprimés et de 45 sujets sains, la concentration plasmatique de I’ALC est diminuée chez les
patients déprimés. Dans la méme cohorte, chez les patients déprimés séveres, une corrélation
inverse est observée entre la concentration plasmatique de ’ALC et la sévérité de ’EDC. De
plus, une corrélation positive est constatée entre 1’age de début du TDC et la concentration de
I’ALC. Ces modifications seraient notamment en lien avec des traumatismes dans 1I’enfance des
patients déprimés. Etonnamment, la concentration en L-carnitine n’est pas modifiée chez les
patients déprimés par rapport aux contréles (Nasca et al. 2018). Dans une autre cohorte de 100
patients déprimés présentant leur premier EDC et de 100 sujets sains, il est retrouvé une
diminution de I’ALC plasmatique et de la L-carnitine (L. Nie et al. 2021). Enfin, dans une
récente méta-analyse de 3 études incluant 138 patients déprimés unipolaires et 109 contréles,
la concentration périphérique en ALC est diminuée chez les patients déprimés alors que la L-
carnitine ne semble pas associée a I’EDC dans un contexte de TDC (Pu et al. 2021).

Il'y a peu de données a ce jour sur les associations entre les taux d’ALC et la réponse
aux antidépresseurs. Dans une cohorte de patients deprimés traités par escitalopram, aucune
différence de concentration d’ALC n’est observée avant et aprés traitement (Ahmed et al.
2020). Dans 2 autres cohortes de patients déprimés traités par kétamine, une augmentation de

la concentration plasmatique en ALC est retrouvée (Moaddel et al. 2018 ; Rotroff et al. 2016).
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1.5.3. Acylcarnitines et B-oxydation des acides gras

1.5.3.1. La fonction de la S-oxydation des acides gras dans l’organisme

En plus des anomalies concernant les taux d’ALC, des anomalies des acylcarnitines a
chaines plus longues ont également été identifiees dans la dépression. Ces acides gras esterifiés
a la carnitine sont impliquées dans le transport des acides gras a longues chaines dans la lumiére
mitochondriale afin de réaliser leur f-oxydation (Jones et al. 2010). La B-oxydation des acides
gras est ’autre grande voie métabolique pour produire de I’énergie avec le métabolisme du
glucose. Les acylcarnitines peuvent étre regroupees en 4 groupes en fonction de leur longueur :

- Les acylcarnitines a trés longues chaines (supeérieur a 18 carbones), qui sont d’abord
raccourcies dans le peroxysome avant de pouvoir rejoindre la mitochondrie ;

- Les acylcarnitines a longues chaines (C14-C18) ;

- Les acylcarnitines a chaines intermédiaires (C6-C12) ;

- Les acylcarnitines a chaines courtes (C3-C5).

Les acides gras a chaines intermédiaires et longues sont transformés en acyl-CoA dans le
cytosol par I’acyl-CoA synthétase (ACS). Par la suite, la L-carnitine récupére le groupement
acyl pour former les acylcarnitines, une réaction réalisée par la CPT1. Ensuite, les acylcarnitines
sont transportées dans la lumiere mitochondriale par la carnitine-acylcarnitine translocase
(CACT). Dans la lumiere mitochondriale, les acylcarnitines sont transformées en acyl-CoA par
la CPT2 en libérant la L-carnitine (Figure 3). Par la suite, les acyl-CoA sont des composés
impliqués dans la B-oxydation des acides gras pour produire de I’acétyl-CoA. Comme pour
I’ALC et I’acétyl-CoA, la L-carnitine et les acylcarnitines peuvent agir comme tampons en cas
d’excés ou de défaut d’acyl-CoA. Les différentes étapes de la B-oxydation mitochondriale sont
présentées dans la Figure 3 (Fritzen et al., 2020 ; Houten et Wanders 2010 ; Nsiah-Sefaa et
McKenzie 2016).

Bri¢vement, la B-oxydation des acides gras consiste en une succession de 4 réactions,
nommeée I’hélice de Lynen. A I’issue de cette réaction, un acyl-CoA raccourci de 2 carbones
(Cn-2) par rapport a la premiere étape et un acétyl-CoA sont produits. L’acyl-CoA (Cn-2)
réintégre 1’hélice de Lynen jusqu’a produire 2 acétyl-CoA (C2). Il est & noter que les acides
gras a chaines courtes sont susceptibles d’intégrer la lumiére mitochondriale sans étre associées
a la L-carnitine pour étre directement transformés par I’ACS en acyl-CoA. Les protéines
nécessaires aux différentes réactions peuvent différer selon la longueur des acides gras. Il est a
noter que les acyl-CoA a chaines impaires produisent un acétyl-CoA et un propionyl-CoA (C3)
lors du dernier passage (Rose et al. 2020). Les acylcarnitines permettent d’évaluer la voie de la

[-oxydation des acides gras.
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Figure 3. Représentation simplifiée du métabolisme énergétique mitochondrial. CoA : Coenzyme A — MnSOD (SOD2) : Superoxyde dismutase de type 2— ACS : Acyl-CoA Synthase —
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Une diminution des capacités de la P-oxydation entraine une augmentation des
acylcarnitines (par exemple comme dans les pathologies de la B-oxydation mitochondriale des
acides gras, en cas de perte d’activité d’une des enzymes de I’hélice de Lynen). En effet, une
accumulation des acyl-CoA sera présente devant 1’incapacité de I’organisme a les métaboliser,
conduisant a terme a une augmentation des acylcarnitines (Merritt et al. 2020). Inversement, en
cas d’augmentation de la B-oxydation, une diminution des acylcarnitines sera retrouvée afin de
maintenir les concentrations d’acyl-CoA dans un contexte de « surconsommation » (Ribel-
Madsen et al. 2016 ; Warren et al. 2014).

La B-oxydation mitochondriale a essentiellement lieu au niveau hépatique mais elle peut
¢galement représenter jusqu’a 20% de 1’énergie utilisée par le cerveau (Nsiah-Sefaa et
McKenzie 2016 ; Panov et al. 2014). Au niveau cérébral, la B-oxydation a lieu principalement
dans les astrocytes, cette voie étant trés productrice de ROS particulierement déléteres pour les
neurones (Schooneman et al. 2013). L’acétyl-CoA, issue des réactions de I’hélice de Lynen,
sera ensuite intégré dans le cycle de Krebs pour produire in fine de I’ATP ou sera transformé
en corps cétoniques (Figure 4), qui seront pour finir transmis a I’ensemble de 1’organisme pour
secondairement produire de I’ATP (Yang et al. 2019). Le propionyl-CoA contribue également
au cycle de Krebs apres transformation en Succinyl-CoA (Rose et al. 2020). 1l est a noter que
lors de la B-oxydation, du NADH et du FADH: sont également produits. lls permettent le
transport d’électrons nécessaires a la phosphorylation oxydative par la CTE (Figures 1 et 3).

FADH2 NAD+

FAD+ NADH

Hélice de
Lynen

Vers cycle de Krebs
+

Acyl-CoA Acyl-CoA (-2€) Acetyl-CoA

Cétogenése

Figure 4. Représentation simplifiée du bilan de la B-oxydation des acides gras. CoA :
Coenzyme A — NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide — FAD : Flavine adenine
dinucléotide.

1.5.3.2. Acylcarnitines et S-oxydation dans les modéles animaux de dépression

Des données contradictoires concernent la $-oxydation mitochondriale des acides gras
dans différents modéles animaux de dépression. Dans le modéle de dépression chez la souris
UCMS, une augmentation de la f-oxydation est retrouvee (P. J. Hamilton et al. 2020) chez les

souris susceptibles de comportement de type « dépressif » par rapport aux animaux résilients.
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Aprés un traitement par imipramine, ces parametres se normalisent. Chez le rat, toujours dans
le modeéle de dépression UCMS, une diminution des acylcarnitines cérébrales est observée dans
I’hippocampe et le cortex préfrontal indiquant une augmentation de la -oxydation des acides
gras dans ces régions. Dans ce modeéle, le niveau des acylcarnitines se normalise apres
traitement par fluoxétine (Xue et al. 2020). Néanmoins, dans un autre modele de dépression
chez le rat (stress par immobilisation chronique), les acylcarnitines plasmatiques sont
augmentées chez les rats « déprimés », suggérant une B-oxydation incompléte des acides gras
(S. Chen et al. 2014).

15.3.3. EDC chez l’étre humain, acylcarnitines et f-oxydation des acides gras

Dans deux cohortes issues de la population généerale de 1411 et 964 sujets,
principalement nord-européens, les individus présentant des symptomes dépressifs
(respectivement 72 et 52 personnes) ont des niveaux plasmatiques d’acylcarnitines plus faibles
(Zacharias et al. 2021). De plus, dans une cohorte de 104 individus dont 68 souffrant d’une
infection par le virus d’immunodéficience humain (VIH), évalués a 1’aide d’échelles d’auto-
évaluation des symptdmes dépressifs, les sujets présentant le plus de symptdémes dépressifs
avaient une concentration plasmatique des acylcarnitines diminuée, qu’ils soient porteurs du
VIH ou non, indiquant une altération de la f-oxydation chez les sujets souffrant de symptémes
dépressifs (Cassol et al. 2015). Dans deux autres cohortes indépendantes de patients infectés
par le VIH de respectivement 55 et 44 patients, les patients présentant des symptomes dépressifs
montrent des concentrations plasmatiques en acylcarnitines diminuées par rapport aux patients
non déprimés (Mukerji et al. 2021). Enfin, chez une cohorte de 100 femmes enceintes, de faibles
taux d’acylcarnitines plasmatiques sont associés a I’apparition de symptomes dépressifs durant
la grossesse (Mitro et al. 2020).

Dans deux cohortes indépendantes ayant inclus respectivement 60 et 75 patients
déprimés unipolaires comparés a 59 et 52 sujets sains, une diminution significative des
acylcarnitines chez les patients déprimés est retrouvée (X. Liu et al. 2015). Chez des jeunes
patients (de 14 a 40 ans), 38 patients présentant un TDC resistant ont été comparés a 22 sujets
sains. Des profils anormaux des acylcarnitines ont été décrits parmi les patients déprimés (Pan
et al. 2017). Dans une autre cohorte de 124 patients caucasiens présentant un TDC résistant,
des profils plasmatiques anormaux des acylcarnitines ont été identifiés avec une diminution de
celles-ci (McClain et al. 2020).

A ce jour, il y a peu de données sur 1’association entre les acylcarnitines plasmatiques
et un traitement par antidépresseur chez des patients déprimés, et celles-ci sont plus

controversées. Dans une cohorte de patients déprimés traités par escitalopram, on constate des
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effets différentiels selon 1’acylcarnitine considérée (Ahmed et al. 2020). Chez une cohorte de
136 déprimés unipolaires, il est globalement retrouve une diminution des acylcarnitines apres
un traitement par citalopram/escitalopram durant 8 semaines (MahmoudianDehkordi et al.
2021). Par ailleurs, chez des patients souffrant d’'un TDC en rémission traité par
antidépresseurs, il est observé une diminution de la B-oxydation des acides gras par rapport aux
« contrdles » sur des profils métabolomiques plasmatiques (Mocking et al. 2021).

1.6. Objectifs et hypothéses

L‘objectif global de cette thése est la recherche d’associations entre des biomarqueurs
périphériques du métabolisme mitochondrial et ’EDC, dans un contexte de TDC, d’une part et
dans la réponse a un traitement antidépresseur, d’autre part.

Le premier objectif de ce travail est d’étudier I’influence d’une altération de I’activité
de la MnSOD sur les réponses cliniques et biologiques aprés un traitement antidépresseur chez
les patients déprimés unipolaires. A cette fin, le polymorphisme génétique rs4880 du SOD2 a
été réalisé, de méme que les dosages plasmatiques des cytokines et de la CRP pendant 6 mois,
dans une cohorte de patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC traité¢ pendant 6
mois par un traitement antidépresseur.

Le deuxiéeme objectif de cette these est de rechercher une différence dans la
concentration en L-carnitine et en ALC chez les patients déprimés unipolaires par rapport aux
sujets sains et d’étudier 1’évolution de ces parametres apres traitement antidépresseur. A cette
fin, les concentrations plasmatiques de la L-carnitine et de I’ALC ont été mesurées durant 6
mois dans une cohorte de patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC, et comparées
aux valeurs d’une cohorte de sujets sains.

Le troisiéme et dernier objectif est d’identifier une différence dans la B-oxydation des
acides gras chez les patients déprimés unipolaires par rapport aux sujets sains et d’étudier
I’évolution de celle-ci apres un traitement antidépresseur. Pour ce faire, les profils métaboliques
plasmatiques des acylcarnitines ont été réalisés durant 6 mois dans une cohorte de patients
souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC et comparés aux profils des acylcarnitines d’une
cohorte de sujets sains.

Afin de répondre a ces objectifs, trois hypothéses principales ont été formulées :

- Les patients souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC porteurs d’un polymorphisme
(Vall6Ala) du rs4880 de SOD2 présentent des reponses cliniques et biologiques
(inflammatoires) moindres a la suite d’un traitement antidépresseur, par rapport aux patients

dépourvus de polymorphisme.
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- Les patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC présentent des concentrations
plasmatiques d’ALC diminuées et de L-carnitine augmentées par rapport aux sujets sains. Ces
parametres se normalisent & la suite d’un traitement antidépresseur.

- Les patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC présentent des profils
métabolomiques des acylcarnitines plasmatiques altérés par rapport aux sujets sains. Ces profils

se normalisent a la suite d’un traitement antidépresseur.

L’ensemble des objectifs sont synthétisés dans la Figure 5.

CoA Acyl-carnitines

Acyl-CoA L-Carnitine

|

B-oxydation Inflammation

L-Carnitine Acetyl-CoA «— 4
l des acides gras / CRP - Cytokines

Stress oxydatif
o; SOD2 M

ENERGIE

Figure 5. Schéma de synthese des différents parameétres étudiés dans la thése. CoA :
Coenzyme A — ALC : Acétyl-L-Carnitine — CTE : Chaine de transport des électrons — CRP :
C-reactive protein — En bleu : les parameétres évalués dans la these.
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1. SECONDE PARTIE : METHODES

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalises sur la cohorte de patients
déprimés unipolaires METADAP et la cohorte de sujets sains VARIETE.
1I.1. Lacohorte METADAP
11.1.1. Plan expérimental

METADAP (Corruble et al. 2015) (Do Antidepressants Induce Metabolic Syndromes
METADAP Study — ClinicalTrials.gov Identifier : NCT00526383) est une cohorte prospective,

ouverte, multicentrique et naturaliste, d’une durée de 6 mois, de patients présentant un EDC

actuel dans le cadre d’un TDC et nécessitant I’introduction d’un traitement antidépresseur.
L’objectif principal de la cohorte était d’évaluer I’apparition d’un syndrome métabolique sous
traitement antidépresseur. Néanmoins, elle a été constituée de fagcon a pouvoir poursuivre des
explorations plus vastes. L’investigateur principal de METADAP est le Pr. Emmanuelle
Corruble. Le suivi des patients inclus dans METADAP comporte quatre temps d’évaluation : a
I’inclusion (introduction du traitement antidépresseur) et aprés 1 mois (M1), 3 mois (M3) et 6
mois (M6) de traitement. Les patients ont été inclus de novembre 2009 a mars 2013. L’étude
est enregistrée par 1’Agence Francaise de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé et
la Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés (CNIL), approuvée par le comité
d’¢éthique (comité de protection des personnes (CPP)) de Paris-Boulogne, et conforme aux
standards éthiques internationaux. L’ Assistance Publique — HOpitaux de Paris (APHP) est le
promoteur de cette étude. METADAP a été financée par trois Programmes Hospitaliers de
Recherche Clinique (PHRC) Nationaux (AOM06022, AOR 10 071). Les patients inclus ont été
évalués tant sur le plan clinique (avec des données psychométriques incluant des échelles
d’hétéroévaluations et des auto-questionnaires) que biologique (a partir de prélévements
sanguins de routine permettant a la constitution d’une séro-plasmathéque aux différents temps
d’évaluation favorisant la réalisation d’analyses métabolomiques et génétiques).

11.1.2. Population étudiée

11.L1.2.1. Criteres d’inclusion

Les patients inclus dans I’étude sont agés de 18 a 65 ans, et sont hospitalisés ou consultants
dans les services de psychiatrie des hopitaux suivants :

- Centre hospitalo-universitaire (CHU) de Bicétre ;

- CHU Saint-Antoine ;

- CHU Fernand Widal ;

- CHU de Grenaoble ;

- CHU de Lille;

- CHU de Besancon.
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Ils présentent un EDC actuel dans le cadre d’un TDC selon les critéres du DSM-IV-TR,
attesté par D’entretien standardisé Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI)
(Sheehan, 1998), avec une note totale d’au moins 18 a la traduction frangaise de 1’échelle de
notation de la dépression de Hamilton a 17 items (HDRS-17) (M. Hamilton 1960). lls
nécessitent I’introduction d’un traitement antidépresseur approuvé par les autorités européennes
aux posologies recommandées par 1’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM). Un contexte
d’EDC résistant ne constituait pas un critére de non-inclusion. De méme, une tentative de
suicide précédant I’inclusion ou la présence d’idées suicidaires n’étaient pas des critéres de non-
inclusion. Les patients ont donné un consentement éclairé et écrit pour la participation a I’étude
et pour la réalisation des analyses génétiques, incluant les analyses de pharmacogénétique en
lien avec la réponse aux traitements antidépresseurs.

11.1.2.2. Critéres de non-inclusion

Les patients présentant EDC avec symptomes psychotiques (DSM-IV-TR), un trouble
bipolaire (DSM-IV-TR), un trouble psychotique (DSM-1V-TR), une dépendance (DSM-IV-
TR) a I’alcool, a I’héroine, aux psychostimulants ou a une autre substance psychoactive, a
I’exception du tabac, ne sont pas inclus dans I’étude. Il en va de méme des patients ayant regus,
pendant au moins 4 mois, I’année précédant leur inclusion, un traitement par thymorégulateurs
(sels de lithium, dérives du valproate, lamotrigine, carbamazépine) ou antipsychotiques. Une
symptomatologie psychiatrique d’origine organique, des pathologies médicales instables ou
une grossesse en cours sont également des critéeres de non-inclusion. Leur évaluation était
laissée a 1’appréciation du clinicien. Les patients relevant d’une mesure d’hospitalisation sous
contrainte ou d’une mesure de tutelle/curatelle ne peuvent €tre inclus.

11.1.3. Traitements

11.1.3.1. Traitements évalués

I1 s’agit des antidépresseurs suivants, aux posologies recommandées par I’AMM, prescrits
de fagon naturaliste, ¢’est-a-dire en conditions reelles de prescription.

- ISRS: fluoxétine (20-60 mg/j), paroxétine (20-50 mg/j), sertraline (50-200 mg/j),
citalopram (20-60 mg/j), escitalopram (10-20 mg/j), fluvoxamine (100-300 mg/j) ;

- IRSNa : venlafaxine (75-375 mg/j), milnacipran (50-100mg/j), duloxétine (60-
120mgl/j) ;

- Antidépresseurs tricycliques : clomipramine (50-150 mg/j), amitryptiline (50-150 mg/j),
imipramine (50-150 mg/j) ;

- Autres : miansérine (30-90 mg/j), mirtazapine (15-45 mg/j), agomélatine (25-50 mg/j),
tianeptine (25-37,5mg/j), iproniazide (50-100 mg/j), moclobémide (300-600 mg/j),
électro-convulsivothérapie (ECT), stimulation magnétique transcranienne (rTMS).
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11.1.3.2. Traitements psychotropes tolérés

Les benzodiazépines étaient tolérées. Elles étaient prescrites a la dose minimale efficace
pour une durée minimale. La cyamémazine et I’hydroxyzine a visée anxiolytique/hypnotique
étaient tolérés aux doses minimales efficaces et pour des durées aussi breves que possible. Leur
prescription ne devait pas excéder 14 jours.

11.1.4. Evaluation cliniqgue

Parmi les échelles réalisées dans la cohorte METADAP, deux ont été utilisées dans ce
travail : 1’échelle d’hétéroévaluation HDRS-17 et 1’auto-questionnaire « Quick Inventory of
Depressive Symptomatology — Self-Report » (QIDS-SR) (Rush et al. 2003). Celles-ci ont été
réalisées a I’inclusion, a M1, a M3 et a M6, conformément aux recommandations pour
I’évaluation de la réponse et de la rémission du groupe de travail du Collége Américain de
NeuroPsychopharmacologie (ACNP) (Rush et al. 2006). L’HDRS-17 est I’échelle de référence
pour I’évaluation de la sévérité¢ d’un EDC et pour 1’évaluation de 1’évolution des symptomes
dépressifs et de la réponse/rémission durant et apres un traitement antidépresseur (Carrozzino
et al. 2020). La réponse et la rémission ont été déterminées selon les recommandations de
I’ACNP. La réponse est définie par une diminution de 50% de la note a ’HDRS-17 par rapport
a I’inclusion, et la rémission comme une note a ’HDRS-17 inférieur ou égale a 7. La QIDS-SR
est un auto-questionnaire de 16 items utilisé pour évaluer les symptémes dépressifs du point de
vue du patient. Il s’agit d’une échelle validée et largement utilisée pour évaluer la réponse a un
traitement antidépresseur (Rush et al. 2006).

11.1.5. Description générale de la cohorte

624 patients ont ¢té inclus dans la cohorte METADAP. L’age moyen des patients
déprimés était de 45,6 (SD=13,2) ans et 433 (69,4%) patients étaient de genre féminin. L’indice
de masse corporel (BMI) moyen était de 24,2 (SD=4,9) kg/m2. 566 (90,7%) patients de
METADAP étaient caucasiens, 40 (6,4%) étaient africains, 8 (1,3%) étaient asiatiques, 7 (1,1%)
étaient métisses et pour 3 patients (0,5%) I’ethnie n’était pas connue. L’information sur I’ethnie
était rapportée par le patient. Les définitions des groupes ethniques utilisées sont comparables
a ceux de I’United States Census Bureau. Un patient caucasien était un individu dont les 2
parents sont caucasiens. Un patient africain était défini comme un individu dont les deux parents
étaient sub-sahariens et/ou afro-caribéens. Enfin, un patient asiatique était un individu dont les
2 parents étaient originaires d’Asie Centrale, du Sud ou de I’Est (Morales et al., 2018).

Pour la sévérité du trouble a I’inclusion, la note moyenne de I’HDRS ¢était de 24,7
(SD=5,0) et celle de la QIDS-SR de 21,9 (SD=6,9). Les patients ont recu pour 38,9% des ISRS
(n=243), pour 38,5% des IRSNa (n=240), pour 8,8% des tricycliques (n=55), pour 13,8% un
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autre traitement incluant les IMAO et les ECT (n=86). 387 patients (62,0%) étaient sortis
d’étude avant la fin du suivi. Les motifs de sortie d’étude sont décrits dans la Figure 6. A M1,
182 patients (39,4%) étaient répondeurs et 87 (18,8%) etaient en rémission. A M3, 162 (49,6%)
patients étaient répondeurs et 85 (26,1%) étaient en rémission. Enfin, a M6, 159 (67,1%)
patients étaient répondeurs aux traitements et 101 (42,6%) étaient en rémission. Il n’a pas été

mis en évidence un effet du centre d’inclusion sur la réponse/rémission aprés le traitement.

624 patients souffrant d’'un EDC
dans un contexte de TDC
Introduction du traitement (MO0)

462 patients (74,0%) évalués a

. Sorties d’études (n=387 patients):
1 mois (M1)

Perdus de vue (n=214; 55,3%)

Arrét/changement du traitement (n=135; 34,9%)
Apparition d’un critére d’exclusion (n=21; 5,4%)
Utilisation d’un traitement non autorisé (n=15; 3,9%)
Déces du patient (n=2; 0,5%)

326 patients (52,2%) évalués a
3 mois (M3)

237 patients (38,0%) évalués a
6 mois (M6)

Figure 6. Diagramme de flux de la cohorte METADAP. EDC : Episode dépressif
caractérisé — TDC : Trouble dépressif caractérisé.

11.2. La cohorte VARIETE
11.2.1. Plan expérimental
La cohorte VARIETE (Chanson et al. 2016) (Establishment of Reference Values for

Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) in the General Population — Clinical Trials.gov Identifier :
NCTO01831648) est issue d’une étude transversale, nationale, prospective, ouverte,
multicentrique, non randomisée de sujets sains en France. L’investigateur principal de cette
étude est le Pr. Phillipe Chanson (CHU de Bicétre — Service d’Endocrinologie). L’objectif
principal de la cohorte était d’établir les valeurs normatives sanguines/plasmatiques de
I’insulin-like growth factor (IGF-1) et d’autres hormones dans la population générale adulte
Francaise et représentant tous les groupes d’age (de 18 a 90 ans). Elle a cependant été constituée
de facon a pouvoir poursuivre des explorations plus vastes. Elle comporte des temps

d’évaluations clinique et biologique a I’inclusion. Les sujets ont été inclus de janvier 2011 a
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février 2012. L’étude est enregistrée par I’Agence Frangaise de Sécurité du Meédicament et des
Produits de Santé et la Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés (CNIL),
approuvée par le CPP lle de France VII, et conforme aux standards éthiques internationaux.
L’ Assistance Publique — HOpitaux de Paris (APHP) est le promoteur de cette étude. VARIETE
a été financée par un PHRC national (AOM09122).

Les sujets inclus ont bénéficié d’un examen clinique complet ainsi que multiples
prélévements biologiques (dont la constitution d’une séro-plasmatheque permettant notamment
la réalisation d’analyses métabolomiques).

11.2.2. Population étudiee
11.2.2.1. Criteres d’inclusion

Les sujets inclus dans I’étude étaient agés de 18 a 90 ans, et ont été recrutés dans les
centres de recherche clinique ou dans les centres d’investigation cliniques de 10 CHU francais.
Pour étre inclus, les sujets devaient étre en bonne santé (« sains ») selon I’examen médical
réalisé (avec une attention particuliére a 1’état nutritionnel et a I’état gonadique/sexuel), les
antécédents médicaux et psychiatriques et un bilan biologique de routine réalisé aprées une nuit
de jeline. Les sujets ont donné un consentement éclairé et écrit pour la participation a 1’étude.

11.1.2.2. Critéres de non-inclusion

Les sujets présentant un antécédent de trouble psychiatrique étaient exclus de 1’étude.
De plus, un antécédent de pathologie endocrinienne, hépatique, digestive (dont syndrome de
malabsorption, parasitose, ulcere gastro-duodénal et diarrhée chronique), rénale, métabolique,
endocrinologique, cardiovasculaire (incluant 1’hypertension artérielle), pulmonaire,
épileptique, infectieuse chronique (dont VVIH et hépatites virales) ou néoplasique était un critére
d’exclusion. De méme, 1’usage de tout traitement pouvant interférer avec la concentration
d’IGF-1 chez le sujet était un critére d’exclusion. La présence d’un antécédent de transfusion
dans les trois mois précédant I’évaluation était aussi un critére de non-inclusion. De méme, les
sujets souffrant d’une addiction a I’alcool ou a toute substance psychoactive (incluant le tabac)
n’étaient pas inclus dans la cohorte. Les sujets présentant une pathologie aigue intercurrente de
moins d’une semaine et ceux présentant un BMI supérieur a 28 kg/m? ou inférieur a 19 kg/m?
étaient également exclus. Enfin, les femmes enceintes ou allaitantes n’étaient pas non plus
incluses dans VARIETE.

11.2.3. Description générale de la cohorte

895 sujets sains ont été inclus dans la cohorte VARIETE. L’age moyen des Sujets sains
était de 39,8 (SD=18,6) ans et 438 (48,9%) individus étaient de genre féminin. Le BMI moyen
était de 23,1 (SD=2,4) kg/mz2.
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11.3. Prélevement et conservation des échantillons biologiques

L’ensemble des analyses réalisées dans les travaux présentés sont issues de
prélévements sanguins ayant permis la constitution d’une collection de plasma, de sérum et
d’ADN provenant des cohortes METADAP et VARIETE.

Les prélevements sanguins ont été réalisés chez les sujets sains et les patients déprimés
a jeun, avant toute prise de traitement, entre 08h00 et 10h00 sur des tubes EDTA pour permettre
I’analyse du plasma (Trabado et al. 2017). Pour les patients déprimés, les prélevements ont été
réalisés a chaque temps de 1I’étude (MO, M1, M3 et M6). Pour les sujets sains, les prélévements
ont éeté realises lors de leur inclusion. Les prélevements étaient immédiatement centrifugés (10
minutes, 2000 g, 4°C). Apreés centrifugation, les plasmas ainsi récupérés étaient aliquotés et
immédiatement congelés a -80°C pour conservation au CRB Paris-Saclay.

Pour les patients déprimés de la cohorte METADAP, 1 mL de sang total était au
préalable récupéré. L’ ADN des lymphocytes a été extrait avec le kit Puregene (Gentra Systems)
et cryoconservé a -20°C, avec le consentement des patients, pour les analyses génétiques
ultérieures au CRB Paris-Saclay.

11.4. Dosages plasmatiques

L’ensemble des dosages plasmatiques des cohortes METADAP et VARIETE présentés
dans ce travail sont issus du consortium APHP — Institut Servier (Plateforme Technologie
Servier, Orléans, France), validé par une convention signée par la direction de la recherche
clinique et de I’innovation (DRCI) de I’APHP, les investigateurs et Servier.

11.4.1. Analyses métabolomigues des acylcarnitines plasmatiques

Un aliquot de 10 pL de plasma a été analysé, pour chaque sujet de la cohorte VARIETE
pour qui un prélévement été disponible et pour chaque patient de la cohorte METADAP a tous
les temps disponibles, avec le kit Biocrates AbsolutelDQ p180 (Biocrates Life Science AG,
Autriche) permettant I’analyse de plus de 180 métabolites simultanément. Les échantillons ont
été préparés comme recommandé par le fabriquant et analysés sur le spectrométre de masse
API 4000 Q-TRAP (AB Sciex, Darmstadt, Allemagne) couplé au systeme ACQUITY UPLC I
Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA) équipé d’une colonne Agilent C18 HPLC. La
L-carnitine, I’ALC et les acylcarnitines ont été analysés en utilisant une analyse par injection
en flux continu (FIA) couplée en tandem a la spectrométrie de masse. Les concentrations des
métabolites déterminés par FIA ont ensuite été directement calculées par le logiciel MetIDQ
(fourni avec le kit Biocrates) (Trabado et al. 2017). Afin de prévenir les effets liés au stockage
et a la technique, les échantillons biologiques ont été analysés en méme temps (en techniquant
aléatoirement des échantillons de la cohorte VARIETE et METADAP indépendamment du
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temps d’inclusion), dans le méme laboratoire et en utilisant les mémes techniques.

Parmi la L-carnitine, I’ALC et les 38 acylcarnitines dosées, les métabolites ayant moins
de 40% des valeurs en dessous de la limite inférieure de quantification (LLOQ) chez les patients
déprimés a tous les temps de I’étude et chez les sujets sains ont été analysés comme des
variables quantitatives (MahmoudianDehkordi et al. 2021). Les métabolites qui ont plus de 40%
des valeurs en dessous de la LLOQ a I’'un des temps d’inclusion des patients déprimés ou chez
les sujets sains ont été analysés comme des variables qualitatives (soit une variable
dichotomique au-dessus ou en-dessous de la LLOQ). Pour les variables quantitatives, les
valeurs qui étaient sous la LLOQ ont été imputées avec la valeur LLOQ/N2 (Colle et al. 2020).
Enfin, pour les analyses statistiques des variables quantitatives, une transformation
logarithmique de base 2 a été realisée pour les concentrations des acylcarnitines.

11.4.2. Les dosages plasmatiques de la CRP et des cytokines

Le dosage de la CRP a été réalisé sur le plasma des patients déprimés. Le niveau de la
CRP plasmatique a été mesuré par immunoturbidimétrie avec le kit C-Reactive Protein Gen.3
(Roche Diagnostics, Suisse, Référence Catalogue : 04956842190). Pour la CRP, la limite
inférieure de détection (LOD) était 0,3 mg/L et la limite supérieure de quantification 350 mg/L.

Les dosages des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF alpha) et anti-
inflammatoires (IL-10) plasmatiques ont été réalisés par méthode ELISA avec le kit V-Plex
Pro-inflammatory Panel 1 Human (MesoScale Discovery, Gaithersburg, Maryland, USA),
permettant la quantification en multiplex de 10 interleukines. La LOD de la technique pour les
cytokines est de 0,04 pg/mL pour I’IL-1B, 0,06 pg/mL pour I’'IL-6 0,04 pg/mL pour le TNF
alpha et 0,03 pg/mL pour I’'IL-10.

Comme pour les acylcarnitines, afin de prévenir les effets liés au stockage et a la
technique, les échantillons biologiques ont été analysés en méme temps (en techniquant
aléatoirement les échantillons de la cohorte METADAP indépendamment du temps
d’inclusion), dans le méme laboratoire et en utilisant les mémes techniques. De plus, pour éviter
une potentielle erreur de classification, 1’élévation de la CRP et les modifications des cytokines
pouvant étre dues a une stimulation exogene en phase aigiie comme une infection, les valeurs
supérieures a 3 DS de la valeur moyenne sont a priori exclues de 1’analyse.

11.5. Le génotypage du polymorphisme rs4880

Le génotypage du polymorphisme rs4880 du gene SOD2 a été réalise chez les patients
déprimés caucasiens de la cohorte METADAP dans le laboratoire de pharmacologie de la
faculté de médecine de I’Université Paris-Saclay. Il est & noter que les analyses génétiques ont

été réalisées en aveugle des évaluations cliniques. Le génotypage du polymorphisme a été
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réalisé par la méthode de TagMan (Applied Biosystems) selon les instructions de I’industriel.
La discrimination allélique a été réalisée a I’aide de 1’appareil QuantStudio™ 7 Flex Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Les amorces et les sondes sont issues d’un kit Tagman®
(Thermofisher, Assay ID : C_8709053_10, SNP ID : rs4880, Référence Catalogue : 4351379).

Cette technique a permis d’identifier dans la population de la cohorte METADARP les
patients porteurs des trois génotypes possibles, a savoir : les porteurs homozygotes Ala/Ala, les
hétérozygotes Val/Ala et les porteurs du génotype homozygote Val/Val. Des contréles ont été
réalisés par séquencage, utilisant des amorces dessinées avec PrimerExpress et vérifiées avec
PrimerBlast a partir de la séquence de référence disponible sur NCBI (Séquence Forward : 5°-
CAGTGTGCGGGTGAGAAGAA-3’, Séquence Reverse : 5’-
TGTTCAAACCCATCGAGGCA-3").

11.6. Analyses statistiqgues

Les analyses statistiques présentées dans ce travail ont été réalisées avec le logiciel R
(The R Foundation — https://www.r-project.org). Les analyses de puissance ont été faites sur le
logiciel G*Power 3.1.9.4. La gestion des données a été faite sur le logiciel Excel (Pack Office
2019 — Microsoft Corporation).

La normalité des distributions des différentes variables biologiques étudiées a été
évaluée soit par méthode graphique soit par la réalisation de tests de Kolmogorov-Smirnov.
Les analyses descriptives (univariées) ont été réalisées pour les données socio-démographiques,
cliniques et biologiques. Elles sont présentées sous la forme de moyennes (m) avec la déviation
standard (SD) pour les variables quantitatives et sous la forme nombre de sujets (n) avec le
pourcentage (%) pour les variables qualitatives.

Les analyses bivariées pour les variables quantitatives sont des tests paramétriques (tests
t de Student et des tests F de variance (ANOVA)) en cas de distribution normale et des tests
non-paramétriques (tests U de Wilcoxon-Mann-Whitney et des tests H de Kruskal-Wallis) en
cas de non-normalité. Des tests de corrélation de Spearman ont été utilisés pour évaluer les liens
entre deux variables quantitatives. Pour les variables qualitatives, des tests de y? et des tests
exacts de Fischer ont été réalisés. Les analyses multivariées reposent sur des régressions
linéaires lorsque la variable a expliquer est quantitative et sur des régressions logistiques
lorsque la variable est qualitative. Les variables d’ajustement ont pu étre déterminées a priori
(selon les données de la littérature) et/ou a posteriori (différences significatives (p<0,05) entre
les groupes étudiés pour les différentes variables socio-demographique et clinique en analyses

bivariées).
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Les analyses longitudinales reposent sur des modeles a effets aléatoires (mixtes) avec
les mémes ajustements que pour les analyses multivariées. Ces modéles permettent une analyse
au cours du temps et permettent également une gestion des données manquantes pour une visite
sans avoir a réaliser d’imputation. En effet, une valeur manquante pour une visite spécifique
n’entrainera pas une perte totale d’informations pour ce patient, une estimation moyenne étant
calculée sur la base des valeurs restantes non manquantes (Mallinckrodt et al. 2003). De plus,
des imputations ont également pu étre réalisées par la méthode « Last Observation Carried
Forward » (LOCF).

Tous les tests sont bilatéraux. Le seuil de significativité statistique retenu est de 0,05 en
cas d’analyses exploratoires (Bender et Lange 2001). Dans les autres cas, des corrections de

Bonferroni pour les tests multiples ont été réalisées.
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1. TROISIEME PARTIE : TRAVAUX PERSONNELS

111.1. Le polymorphisme génétique de SOD2 (rs4880) n’a pas d’influence sur la réponse

aux antidépresseurs et sur les biomarqueurs inflammatoires durant un suivi de 6 mois

chez les patients déprimés

La dépression est associée a des anomalies inflammatoires et du stress oxydatif,
notamment lié a la production de I’ion superoxyde. L’ion superoxyde est métabolisé par la
MnSOD, codé par le géne SOD2 qui est la premiére barriére de I’organisme contre le stress
oxydatif.Des anomalies dans le métabolisme de celui-ci pourraient ainsi étre associées a une
réponse mediocre aux antidépresseurs. Un polymorphisme génetique de SOD2 (rs4880),
responsable d’une réduction de 40% de 1’activité enzymatique de la MnSOD, est associé aux
réponses cliniques et inflammatoires & la rosuvastatine dans les dyslipidémies.

Cette premiére partie de la these cherche a estimer si une altération de la détoxification
mitochondriale du stress oxydatif, secondaire a la présence du polymorphisme rs4880 de SOD2,
a une influence sur les réponses clinique et inflammatoire a un traitement antidépresseur
pendant 6 mois chez les patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC.

111.1.1. Résultats principaux

484 patients ont été étudiés. Les fréquences alléliques retrouvées sont de 49,7% pour
’allele « Ala» et 50,3% pour ’alléle « Val ». La distribution allélique respectait 1’équilibre
d’Hardy-Weinberg. En conséquence, 74,6% des patients étaient porteurs de 1’alléle « Ala » et
25,4% présentaient le génotype Val/Val. Le polymorphisme rs4880 n’était pas associé a la
sévérité de la symptomatologie dépressive a I’inclusion ou 1’dge du début des troubles.
Concernant les différentes variables socio-démographiques étudiées, les deux groupes
différaient par I’age. La prévalence du polymorphisme dans notre échantillon est comparable a
celle des grandes bases de données internationales.

Durant le suivi de six mois, le polymorphisme rs4880 n’était pas associé a 1’évolution
clinique apres un traitement antidépresseur, que ce soit sur le score a ’HDRS-17, le taux de
réponse clinique ou le taux de remission clinique dans les analyses longitudinales bivariées et
multivariées. De méme, durant les six mois, le polymorphisme étudié de SOD2 n’était pas
associé a I’évolution des différents biomarqueurs de 1I’inflammation étudiés, que ce soit la CRP,
les cytokines pro-inflammatoires (IL-1f, IL-6, TNF-a) ou la cytokine anti-inflammatoire (IL-

10), dans les analyses longitudinales bivariées et multivariées.
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111.1.2. Synthése de la discussion

Cette ¢étude est la premicre, a notre connaissance, a étudier 1’association entre le
polymorphisme rs4880 de SOD2 et la réponse a un traitement antidépresseur dans une cohorte
de patients souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC. Les résultats suggerent que le
polymorphisme rs4880 n’est associé ni a I’apparition d’un EDC, ni a la sévérité du trouble. Ces
données sont en contradiction avec certaines études qui identifient ce polymorphisme de SOD2
comme un facteur de risque de développement d’une dépression. L’absence d’association entre
le polymorphisme étudié et les réponses clinique et biologique aprés un traitement
antidépresseur ne peut étre comparée a la littérature, s’agissant de la premiére étude en la
matiere. Néanmoins, il a été décrit des associations entre ce polymorphisme et la réponse dans
d’autres pathologies avec une composante inflammatoire. De méme, des associations ont été
décrites entre ce polymorphisme génétique et la tolérance a d’autres psychotropes
(antiépileptique, antipsychotique). Cette étude a plusieurs limites. La principale est I’attrition,
qui est élevee, supérieure a 50% a 6 mois. Par ailleurs, la compliance aux traitements n’a pas
été évaluée. Enfin, la variabilité des parametres était importante, que ce soit pour les cytokines
ou la CRP.

111.1.3. Publication

Les résultats sont présentés dans cette partie en anglais tel qu’ils ont été accepté dans le

journal Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology (Wiley) (Ait Tayeb et al., 2020).
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ABSTRACT

Two thirds of patients suffering from a major depressive episode (MDE) do not reach a
complete response with antidepressant drugs. This lack of response is due to several factors,
including genetic determinants. Since major depressive disorder is associated with
inflammatory and oxidative stress abnormalities, the metabolism of superoxide anions might
be involved in non-response to antidepressant drugs. Superoxide anions are metabolized by
manganese-dependent superoxide dismutase (SOD2) in the mitochondria. A functional genetic
polymorphism (SOD2, rs4880), responsible of a 40% reduction in enzyme activity, is associated
with anti-inflammatory response of rosuvastatin. We investigated the association of Ala-allele
of SOD2 rs4880 and both antidepressant efficacy and inflammatory parameters in patients
treated for a MDE with antidepressant drugs.

The Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) score and levels of plasma CRP and
inflammatory cytokines were assessed at baseline, one month (M1), 3 months (M3) and 6
months (M6) after antidepressant treatment. They were compared according to SOD2 genetic
polymorphism.

Of the 484 patients studied, 361 (74.6%) carried the Ala-allele (Ala group), 123 (25.4%)
of them had Val/Val genotype (Val/Val group). No significant difference was observed between
the Ala and Val/Val groups neither for baseline clinical characteristics, not for HDRS scores,
response/remission rates, plasma CRP and cytokine levels throughout the study.

The rs4880 SOD2 genetic polymorphism was not associated with the clinical response
and cytokines levels after antidepressant treatment. These data suggest that SOD2 is not a major
genetic determinant of antidepressant response. Other genes of the oxidative stress pathways
should be explored in further studies.

INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is the main cause of disability worldwide (1),
affecting around 350 million individuals. However, only a third of patients with MDD achieve
complete remission with a first line antidepressant treatment (AD) (2). Thus, it would be useful
to identify factors including biomarkers that may predict response to AD treatment (3).

Several clinical investigations and preclinical studies suggest that inflammatory
processes are correlated and could be involved in the onset and/or the progression of MDD, and
thus inflammatory proteins could be used as MDD biomarkers (4). Indeed, in a large meta-
analysis, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), two major pro-
inflammatory cytokines, exhibit higher plasma levels in depressed patients compared to

controls (5). Similarly, C-reactive protein (CRP) plasma levels are higher in depressed patients
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than in healthy volunteers (6). Moreover, a IL-6, TNF-Alpha (7) and CRP plasma levels
decrease has been shown in patients who respond to antidepressant drug treatment (8) .

Inflammatory and oxidative stress pathways are intricated in MDD (9). Reactive oxygen species
(ROS), as superoxide ion or hydrogen peroxide are increased in plasma of depressed patients
(9). Plasma hydrogen peroxide levels are significantly higher in patients with MDD compared
to controls (10) particularly during a major depressive episode (MDE). Moreover,
measurements of red blood cell superoxide dismutase (SOD) activity and serum SOD levels
have been performed in depressed patients (11) but provide discordant results (12-14).

Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD or SOD?2) is the first and main protective
barrier of superoxide ion produced by the mitochondrial respiratory chain (15). This enzyme is
functional in mitochondrial matrix in which it catalyzes the dismutation reaction of superoxide
ion in hydrogen peroxide (16). In a rat model of depression, mitochondrial and SOD?2 activities
and expression are reduced in cerebral cortex (17).

Several parameters may influence SOD2 expression, including genetic factors as single
nucleotide polymorphisms (SNP). The rs4880, the most studied SNP for SOD2, is a non-
synonymous genetic polymorphism in exon 2 of SOD2. This SOD2 SNP induces a Vall6Ala
change located in Mitochondrial Targeting Sequence (MTS) and impacts the function of the
protein. Indeed, comparing to Ala-form proteins, Val-forms are carried into mitochondrial
matrix slower and have a 30 to 40% activity decrease (16).

In two Caucasian cohorts of depressed patients and controls, the SOD2 Val-
polymorphism (rs4880) has been associated with a significant higher prevalence of MDD
(18,19). In a Japanese sample of patients suffering from various neuropsychiatric disorders, the
Val-allele is associated with higher rates of antipsychotic-related tardive dyskinesia (20) and
higher rates of valproic acid hepatotoxicity (21,22).

In Brazilian patients with hypercholesterolemia (23), who display an inflammatory
component as observed in MDD, the impact of SOD2 genetic polymorphism (rs4480) was
associated to rosuvastatin response. Rosuvastatin is a lipid-lowering drug, which has anti-
inflammatory and antioxidant properties. The SOD2 Ala-carrier patients had an improved
response to rosuvastatin on lipid and inflammatory parameters than carriers of Val/Val
genotype. Those Ala-carrier patients had a larger decrease of plasma IL-6, TNF-alpha and CRP
levels (23). At last, in peripheral blood mononuclear cells from healthy volunteers, it has been
shown that in Val/Val genotype carriers compared to Ala-carriers, the production of pro-
inflammatory cytokines IL-6 and TNF-Alpha was increased while that of the anti-inflammatory

cytokine IL-10 was decreased (24).
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Hence, our primary aim was to assess the association of rs4880 polymorphism with
response and remission after antidepressant treatment in patients with a current MDE. Our
secondary aim was to assess in these patients the association of rs4880 polymorphism with pro-
and anti-inflammatory parameters after antidepressant treatment.

MATERIALS AND METHODS
Patients

The METADAP cohort is a 6-month prospective, multicenter, real-world setting,
treatment study, including 624 in- or out-patients of various ethnicities, mainly Caucasian,
suffering from a MDE in a context of MDD (DSM-IV-TR) and requiring a new antidepressant
treatment. The antidepressant treatment had to be a monotherapy. The drug and its dose were
left to the treating psychiatrist, using “real-world” treatment options (25). The majority of
patients were treated with selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI) or serotonin and
norepinephrine reuptake inhibitors (SNRI) (Table 1). Data were collected from November 2009
to March 2013 in six university psychiatry departments in France. Written informed consent
was obtained from all patients participating in this study which was approved by the Ethics
Committee (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00526383). The study was conducted in
accordance with the Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology policy for experimental and
clinical studies (26).

Patients were included based on the following criteria: aged 18 to 65 years, with a
current MDE (with a minimum score of 18 at the Hamilton Depression Rating Scale-17, HDRS-
17) in a context of MDD. Patients with psychotic symptoms, bipolar disorders, psychotic
disorders, eating disorders, current substance abuse or dependence, organic brain syndromes,
severe unstable medical conditions or pregnancy were not included. Patients receiving
antipsychotics or mood stabilizers before inclusion and/or for 4 months or more during the last
year were not included. They were evaluated for depression symptoms at the start of the
treatment (MO0), and one month (M1), three months (M3) and six months (M6) later. Patients’
ethnicities were determined according to the place of birth and the ethnicity of the two parents
of each patient.

Genotyping

A sample of 5 ml of whole blood was collected at baseline. DNA from lymphocytes was
extracted from 1 ml of blood sample using a Puregene Kit (Gentra systems, Minneapolis, USA)
and cryopreserved at -20°C. SNP genotyping was performed by a TagMan SNP genotyping
assay (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions.

Allelic discrimination was performed with the QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System
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(Applied Biosystems) (27). Primers and probes were from a Tagman kit (ThermoFischer, Assay
ID: C__8709053_10; SNP ID: rs4880, Catalog number: 4351379). Three genotype groups were
obtained: homozygous wild type (Val/Val), heterozygous type (Val/Ala) and homozygous
mutated type (Ala/Ala). Then, participants were classified into two groups: Val/Val and Ala
(Ala/val and Ala/Ala genotypes).

Assessments of response after antidepressant drug treatment

The HDRS-17 is one of the major scales to evaluate MDE. Patients score between 0 and
52. Higher is the score, more severe is the MDE. The HDRS-17 was rated at each time point.
HDRS total score, percentage of HDRS score improvement from baseline, percentage of
responders, percentage of remitters were investigated at each time point. Responders were
defined by a decrease in the HDRS score of at least 50% from baseline to follow-up. Remitters
were defined as patients with a HDRS score inferior or equal to 7. Clinical assessments were
performed blind to genotyping results. Each interview and diagnostic assignment were
reviewed by a senior psychiatrist. For each patient, all visits were reviewed by the same
psychiatrist.

Assessments of plasma cytokines and CRP levels

Fasting blood samples were collected at 08:00 AM on EDTA tubes. Blood was
immediately centrifuged (10 min, 2000g at 4°C), and plasma was stored at -80°C (28,29).
Plasma pro-inflammatory (IL-1B, IL-6, TNF-Alpha) and anti-inflammatory (IL-10) cytokine
levels were assessed with an ELISA protocol (V-Plex Pro-inflammatory Panel 1 Human —
MasoScale Discovery, Gaithersburg, MD, USA). Limits of detection (LOD) were 0.054 pg/ml
for IL-1B, 0.06 pg/ml for IL-6, 0.04 pg/ml for TNF-Alpha and 0.04 pg/ml for IL-10. Plasma
CRP levels were assessed by immunoturbidimetry with C-Reactive Protein Gen.3 kit (Roche
Diagnostics, Switzerland). LOD was 0.3 mg/L. Plasma samples were not available for all
patients.

To avoid the potential for misclassification because of any elevation of CRP or
cytokines levels that might be due to the presence of an exogenous acute-phase stimulus such
as an infection, values >3 SD above the mean value were excluded from analysis on an a-priori
basis (30).

Statistical analyses

The statistical analyses were performed using R 3.4.4. Deviation from the Hardy-
Weinberg equilibrium was assessed using the Chi2 test. For the main analyses, all patients were
pooled, independently from their antidepressant drug treatment. Bivariate analyses were

performed first. If quantitative variables (the HDRS score, the HDRS score change or plasma
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cytokines levels) were normally distributed, Student t-tests were used according to genotype
groups. Otherwise, non-parametric tests (Wilcoxon tests) were used. Chi2 tests were used to
compare qualitative variables, such as responder or remitter status, according to genotype
groups. Imputation by “last observed carried forward” (LOCF) method was used. Linear mixed
effect models were performed. The adjustment variables were age, gender and ethnicity. All
tests were two-tailed. A p-value of 0.05 was considered significant, and no correction for
multiple testing was used according to Bender and Lange (31). The statistical power was
assessed a-priori with G*Power 3.1.9.4. Since no study was available in patients with major
depression, we chose the smaller effect size of the rs4880 on response to rosuvastatin (CRP) in
the study of Duarte et al. 2016 (23). Based on this available effect size, the required total sample
size for a power of 80% was 202 patients with 135 Ala carrier patients and 67 Val/Val patients
after 6 months of antidepressant drug treatment.

RESULTS

Patients characteristics

From 643 patients initially included in the METADAP cohort, 19 were excluded from
the analysis because of major deviations to the protocol and 140 DNA samples were not
available because patients did not agree to participate to the pharmacogenetics studies. Thus,
484 patients were analyzed. The demographic and clinical features of the 484 patients according
to rs4880 genotype groups are shown in Table 1.

The 484 patients were mainly women (68.6 %; n=332). Their mean age was 45.4 years
(SEM=0.6). 47.6% (n=230) patients had a high educational level. Their mean HDRS score at
baseline was 24.8 (SEM=0.2). 73.8 % (n=353) patients had a recurrent MDD and the mean age
of the MDD onset was 35.1 years (SEM=0.7). 440 patients (90.9%) were Caucasians.

Genotype distribution was in agreement with Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.93).
Allele frequencies of SOD2 5 (rs4880) genetic polymorphism for Ala-allele and Val-allele were
49.7% and 50.3%, respectively. There was no statistical difference of allelic frequencies
according to ethnicity. At baseline, the Ala-allele carriers group included 361 (74.6%) patients
and the Val/Val group comprised 123 (25.4%) patients. Ala-carrier patients were significantly
older than Val/Val patients.

Outcome of depression after antidepressant treatment

113 (23.3%) patients dropped out prematurely after 1 month, 213 (44.0%) after 3 months
and 278 (57.4%) after 6 months of treatment. The main reasons for drop-outs were AD
monotherapy change, use of unauthorized drugs, or lost to follow up. Because of drop-outs,

HDRS scores were available, respectively, for 283 Ala patients and 88 Val/Val patients after 1
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month, 211 and 60 after 3 months, and 161 and 45 patients after 6 months.

HDRS scores, response and remission rates were not significantly different between Ala
and Val/Val patients (Table 1 and Figure 1), neither in bivariate analyses nor in adjusted mixed
models (“intention to treat” or “LOCF”).

Biomarkers of inflammation after antidepressant treatment

Accordingly, using the previously described analyses, there was no significant
difference for plasma CRP (Figure 2), pro-inflammatory cytokines (IL-1B, I1L-6, TNF-Alpha)
and anti-inflammatory cytokines (IL-10) between Ala- and Val/Val-patients.

DISCUSSION

This is the first study published that explored the association of SOD2 polymorphism
rs4880 and response to antidepressant treatment in MDD patients. We did not find any
association between this polymorphism and response to antidepressant drug treatment.
Moreover, we did not detect any association between this variant and plasma cytokine and CRP
levels after antidepressant drug treatment.

The main strengths of our study were its large sample size, its long-term follow-up (6
months), and a homogeneous sample in terms of diagnosis (MDD with a current MDE requiring
an antidepressant drug treatment).

The studied sample was 90.9% Caucasian. The observed allelic frequencies in this
sample of depressed patients were 49.7% for the Ala allele and 50.3% for the Val allele. They
were close to EXAC and gnomAD allelic frequencies for Caucasian subjects (32). Nowadays,
few studies explored the association between SOD2 Vall6Ala polymorphism and major
depression and their results are inconsistent (18,19,33,34). In this sample, there was no
difference between the Ala- and Val/Val groups regarding the age at onset of MDD and HDRS
score at baseline. Thus, our data suggest that there is no association between rs4880 and the
MDD and MDE severity.

Our major hypothesis was inspired by Duarte et al. (23) who documented the association
between SOD2 Vall6Ala genetic polymorphism and rosuvastatin  response in
hypercholesterolemia (35). Rosuvastatin response in this pathology could be modulated by the
in Ala- or Val/Val-carrier patients. Likewise, several clinical and preclinical observations
suggest that MDD also involves an inflammatory dimension, which could be influences by
antidepressant treatment (36—38). Thus, it was tempting to speculate that polymorphisms of the
SOD2 gene, by modulating the inflammatory processes, could also modulate the response to
antidepressants in MDD. Based on the effect size of rs4880 on response to rosuvastatin on CRP

levels, it was expected that our sample size would appropriate to show an effect of this variant
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on antidepressant response. But the observed effect size was too small to be clinically
significant, and to warrant a reasonable a-posteriori power (39).

Plasma CRP and cytokine levels in our sample were consistent with those of other
studies exploring inflammation depressed patients (5,7,8,36,40,41) but there was a high
variability between Ala-carriers and Val/Val carriers in terms of plasma CRP and cytokine
levels.

This study has some limitations. Firstly, it was a nonrandomized naturalistic open study,
the treatment being chosen by the psychiatrist according to his clinical assessment and own
experience. But this method allowed to assess the rs4880 polymorphism in “real life”
conditions. Secondly, the attrition rate was 44.0% at the third month of treatment and 57.4% at
the sixth month of treatment. Those rates are close to those of other naturalistic cohorts like
STAR*D (2). Thirdly, we did not measure compliance, which could have a very important
impact on pharmacogenetics studies. Lastly, inflammatory parameters values were very
heterogeneous.

This study is to our knowledge the first one which explored the association of SOD2
genetic polymorphism (rs4880) and response after antidepressant treatment and plasma
cytokine levels in depressed patients. In our sample, this SOD2 genetic polymorphism was not
associated neither with antidepressant response nor with cytokine and CRP levels. Further
studies should focus on the association between other polymorphisms involved in oxidative
stress pathways and response to antidepressant drugs.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Demographic, clinical characteristics and antidepressant treatment classes
according to rs4880 genotype groups

Ala Val/Val p
Patients (n) 361 123
Age (years) (m (SEM)) 46.6 (0.7) 42.0 (1.3) <0.01*
Women (% (n)) 67.6 (244) 71.5 (88) 0.41
High Educational level (% (n)) 475 (171) 48.0 (59) 0.93
Recurrent MDD (% (n)) 74.2 (267) 69.9 (86) 0.36
Previous antidepressant treatment (% (n)) 76.4 (275) 71.5 (88) 0.28
Age of the MDD onset (years) (m (SEM)) 35.9 (0.8) 33.0(1.3) 0.06
HDRS-17 at baseline (m (SEM)) 24.7 (0.2) 25.1 (0.5) 0.42
Current antidepressant treatment (% (n))
TCA 5.8 (21) 8.1 (10)
SSRI 40.2 (145) 46.3 (57) 0.22
SNRI 42.1 (152) 31.7 (39)
Others 11.9 (43) 13.8 (17)

TCA: Tricyclic antidepressant — SSRI: Selective Serotonin Reuptake Inhibitor — SNRI:
Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitor — MDD: Major Depressive Disorder —
HDRS: Hamilton Depressive Rating Scale 17-l1tems — n: numbers — *: p<0.05
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Figure 1. HDRS scores at baseline and after 1,3 and 6 months of antidepressant
treatment according to the rs4880 genotype. HDRS scores (mean + SEM) were compared
to genotype groups at baseline, and after 1 month (M1), 3 months (M3) and 6 months (M6)
of AD treatment. Linear mixed effect models adjusted for age, sex and ethnicities were used
to compare HDRS scores over time. SOD2 rs4880 polymorphism was not statistically
associated with HDRS score evolution in linear mixed effect models — HDRS: Hamilton
Depression Rating Scale.
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Figure 2. Plasma CRP levels at baseline and after 1,3 and 6 months of antidepressant
treatment according to the rs4880 genotype. CRP values (mean+SEM) were compared to
genotype groups at baseline, and at M1, M3 and M6. Linear mixed effect models adjusted
for age, sex and ethnicities were used to compare CRP values over time. SOD2 rs4880
polymorphism was not statistically associated with CRP value evolution in linear mixed
effect models.
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I11.2. Les modifications plasmatiques de I’acétyl-L -carnitine et de la L-carnitine dans les

épisodes dépressifs caractérisés : une étude cas-témoin avant et apres traitement

Cette seconde partie est consacrée a 1’étude de I’ALC plasmatique et de la L-carnitine
plasmatique chez les patients présentant un EDC dans un contexte de TDC par rapport aux
sujets sains, de leur caractere prédictif sur la réponse/rémission a un traitement antidépresseur
ainsi que de I’évolution de ces paramétres durant un traitement antidépresseur de six mois.
L’ALC et la L-carnitine sont ici utilisées comme proxy afin d’estimer la concentration de
I’acétyl-CoA, qui n’était pas dosée dans notre analyse métabolomique (Figure 7). En effet, des
données suggérent une reduction de la capacité des mitochondries a produire de 1’énergie dans
la dépression, du fait d’une concentration diminuée d’acétyl-CoA.

111.2.1. Résultats principaux

Dans cette étude, 1353 individus ont été étudiés, dont 893 sujets sains et 460 patients
souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC. Les parameétres socio-démographiques
différaient entre les sujets sains et les patients déprimés pour 1’age, le genre et 'IMC. Ces
paramétres furent donc utilisés comme variables d’ajustement dans les analyses multivariées.
A P’inclusion, les patients déprimés présentaient des concentrations plasmatiques plus faibles
d’ALC (5,54£2,69 vs. 6,68+2,29 ; p<0,00001) et plus élevées de L-carnitine (38,8+9,5 vs.
35,8+7,4 ; p<0,00001), comparés aux sujets sains, dans les analyses bivariées comme
multivariées. De méme, le ratio L-carnitine/ALC était augmenté chez les patients déprimés par
rapport aux sujets sains (8,00+2,93 vs. 5,81+1,75 ; p<0,00001). Des corrélations positives avec
la sévérité de ’EDC chez les patients déprimés (sur les échelles HDRS-17 et QIDS-SR) ont été
identifiées pour la concentration plasmatique de L-carnitine (p=0,12 ; p=0,0003) et le ratio L-
carnitine/ALC (p=0,28 ; p<0,00001). A I’inverse, une corrélation négative a été retrouvée entre
la sévérité de ’EDC et la concentration plasmatique en ALC (p=—0,19 ; p< 0,00001). Les
résultats demeurent significatifs a I’issue des analyses multivariées. Durant un traitement
antidépresseur de six mois, une augmentation de la concentration plasmatique de I’ALC au
cours du temps (Coefficient : 0,18; 1C95 [0,12-0,24] ; p<0,00001) ainsi qu’une diminution de
la concentration de la L-carnitine (Coefficient : -0,58 ; [-0,75—0,41] ; p<0,00001) et du ratio
L-carnitine/ALC (Coefficient : -0,41 ; IC95[-0,47—0,34] ; p<0,00001) sont observées chez les
patients déprimés. Apres six mois de traitement, une normalisation compléte des parameétres est
constatée, avec une absence de différences entre les patients déprimés et les sujets sains. Enfin,
le ratio L-carnitine/ALC ratio a I’inclusion permet de prédire la réponse (OR=1,11 ; IC95 [1,01-
1,23] ; p=0,03) et la rémission (OR=1,14 ; IC95 [1,03-1,27] ; p=0,015) des patients souffrant

d’un EDC aprés trois mois de traitement. Les résultats sont synthétises dans la Figure 7.
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Chez les patients souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC

Figure 7. Synthése des résultats sur ’ALC et la L-carnitine. ALC : Acétyl-L-
Carnitine — CoA : Coenzyme A — EDC : Episode dépressif caractérisé — TDC : Trouble
dépressif caractérisé.

111.2.2. Synthése de la discussion

A notre connaissance, il s’agit de la plus grande étude cas-témoins longitudinale étudiant
les concentrations plasmatiques de la L-carnitine et de I’ALC chez des sujets sains et patients
déprimés unipolaires a I’inclusion et durant un traitement antidépresseur de six mois. Les
résultats sont concordants avec la littérature pour I’ALC a I’inclusion, mais sont plus
controversés concernant la concentration de la L-carnitine. S’agissant de 1’évolution au cours
du temps, ces résultats sont les premiers a montrer une normalisation totale des différents
parametres étudiés chez les patients déprimeés apres un traitement antidépresseur. Les résultats
évoquent une diminution de la concentration en acétyl-CoA chez les patients souffrant d’un
EDC, révélée par ’augmentation de la concentration en L-carnitine et une diminution de la
concentration en ALC, suggérant une dysfonction mitochondriale (Figure 7). Cette étude a des
points forts méthodologiques. La taille de son effectif confere aux résultats un degré de
confiance raisonnable et une généralisation de ceux-ci. De plus, le caractere naturaliste de
I’étude permet de réduire le fossé entre la recherche et la pratique clinique. Des points faibles
peuvent aussi étre soulignés. En effet, les patients et les sujets présentent des caractéristiques
socio-démographiques différentes. Par ailleurs, les données sur 1’alimentation sont absentes
dans les deux cohortes alors que celles-ci peuvent influer sur les paramétres étudiés. Enfin,
I’attrition est importante avec plus de la moitié des patients perdus de vue a six mois.

111.2.3. Publication

Les résultats sont présentés dans cette partie en anglais tel qu’ils ont été accepté dans le

journal Psychological Medicine (Cambrige University Press) (Ait Tayeb et al., 2021).
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ABSTRACT
Background: Major depressive disorder (MDD) is the main cause of disability worldwide, its
outcome is poor, and its underlying mechanisms deserve a better understanding. Recently,
peripheral acetyl-L-carnitine (ALC) has been shown to be lower in patients with major
depressive episode (MDE) than in controls. L-carnitine is involved in mitochondrial function
and ALC is its short-chain acetyl-ester. Our first aim was to compare the plasma levels of L-
carnitine and ALC, and the L-carnitine/ALC ratio in patients with a current MDE and healthy
controls (HC). Our second aim was to assess their changes after antidepressant treatment.
Methods: L-Carnitine and ALC levels and the carnitine/ALC ratio were measured in 460
patients with a MDE in a context of MDD and in 893 HC. Depressed patients were re-assessed
after 3 and 6 months of antidepressant treatment for biology and clinical outcome.
Results: As compared to HC, depressed patients had lower ALC levels (p<0.00001), higher L-
carnitine levels (p<0.00001), and higher L-carnitine/ALC ratios (p<0.00001). ALC levels
increased  (Coefficient:0.18;95%CI[0.12-0.24];p<0.00001), and L-carnitine levels
(Coefficient:-0.58;95%CI[-0.75—-0.41];p<0.00001), and L-carnitine/ALC ratios (Coefficient:-
0.41;95%CI[-0.47—0.34];p<0.00001), decreased after treatment. These parameters were
completely restored after 6 months of antidepressant. Moreover, the baseline L-carnitine/ALC
ratio predicted remission after 3 months of treatment (OR=1.14;95%CI[1.03-1.27];p=0.015).
Conclusions: Our data suggest a decreased mitochondrial metabolism of L-carnitine into ALC
during MDE. This decreased mitochondrial metabolism is restored after a 6-month
antidepressant treatment. Moreover, the magnitude of mitochondrial dysfunction may predict
remission after 3 months of antidepressant treatment. New strategies targeting mitochondria
should be explored to improve treatments of MDD.
KEYWORDS: Major depressive disorder — Major depressive episodes — Antidepressants —
Acetyl-L-carnitine — L-carnitine — Mitochondria — Biomarkers
INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is the main cause of disability worldwide, affecting
around 350 million individuals (WHO, 2017) with significant direct and indirect costs. Several
drugs are available to manage MDD, from those acting primarily on monoaminergic pathways
(selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI), serotonin and norepinephrine reuptake
inhibitors (SNRI), tricyclic antidepressants (TCA)) (Girardi et al. 2009), to agomelatine
targeting mainly melatonergic pathways (Pompili et al., 2013). However, despite several
therapeutic alternatives, the outcome of MDD remains poor with low response and remission

rates after antidepressant treatment (Trivedi et al., 2006). A better understanding of the
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underlying pathophysiology of major depressive episodes (MDE) in a context of MDD could
improve its treatment and prognosis, notably through the identification of biomarkers (Ozomaro
etal., 2013).

Growing evidence suggests changes of mitochondrial metabolites among patients
suffering from MDE (Pu et al., 2020; Sharma & Akundi, 2019). Indeed, mitochondria produce
energy for cerebral cellular function (Jensen et al., 2020), the human brain being one of the
organs with the greatest energy needs. A decreased brain energy production has been shown in
depressed patients (Manji et al., 2012). Besides, symptoms of MDE, including loss of energy,
tiredness, weakness, cognitive impairments, sleep disturbance, loss of appetite, are frequent in
mitochondrial diseases (Gardner & Boles, 2011; Manji et al., 2012). In preclinical models,
depression phenotype leads to reduce mitochondrial dioxygen consumption and acetyl-CoA
concentration and induce mitochondrial structural damage (Gong et al., 2011; Rezin et al.,
2009).

Among molecules involved in mitochondrial metabolism, acyl-carnitines are mainly
involved in energy production (Jones et al., 2010). The two main forms of carnitines are free
(non-esterified) L-carnitine and its short-chain acetyl ester, acetyl-L-carnitine (ALC). Recently,
plasma ALC has been shown to be an interesting biomarker in MDE, since it was lower in MDE
patients compared to healthy controls (HC) (Nasca et al., 2018). ALC is widely synthesized in
the mitochondrial matrix. L-carnitine is synthesized partially in the mitochondria, while
absorption from diet represents up to 75% of total body carnitines (Jones et al., 2010; Reuter &
Evans, 2012). L-carnitine is mainly known as a shuttle of long-chain fatty acids, involved in -
oxidation, from the cytosol to the mitochondrial matrix (Jones et al., 2010; Pettegrew et al.,
2000). ALC is an antioxidant molecule involved in epigenetics thought the acetylation of
histones and proteins (Jones et al., 2010; Post, 2018). Moreover, L-carnitine and ALC are
involved in acetyl-CoA homeostasis. Indeed, ALC provides acetyl moiety to CoA in case of
low concentration of acetyl-CoA and L-carnitine retrieves this moiety in case of high
concentration whereas acetyl-CoA is paramount for the mitochondrial energy metabolism and
ATP production (Supplemental Figure 1). Hence, the L-carnitine/ALC ratio could be a proxy
of the acetyl-CoA availability in mitochondria.

Recent studies suggest L-carnitine and ALC involvements in MDE and its treatment
(Ahmed et al., 2020; Nasca et al., 2018; Pu et al., 2020). In a rat model of depression, a reduced
cerebral level of ALC has been shown in the hippocampus and in the prefrontal cortex (Nasca
et al., 2013). Case-control studies and a meta-analysis showed that plasma ALC levels, but not

necessarily L-carnitine levels may be decreased in depressed patients compared to healthy
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controls (Nasca et al., 2018; Nie et al., 2021; Pu et al., 2020) and that plasma ALC levels may
be negatively correlated with depression severity (Nasca et al., 2018). However, in depressed
patients, the effects of antidepressant drugs on ALC levels remain controversial since studies
shown a decrease after treatment with escitalopram or citalopram (Ahmed et al., 2020;
MahmoudianDehkordi et al., 2021) but an increase in ALC levels after treatment with ketamine
or esketamine (Moaddel et al., 2018; Rotroff et al., 2016).

Consequently, we raised the hypothesis that, in addition to plasma ALC decrease,
patients with a current MDE could exhibit a higher plasma L-carnitine level and that those
parameters could be restored after antidepressant treatment. Thus, our first aim was to
investigate, prospectively, the peripheral levels of L-carnitine, ALC, and the L-carnitine/ALC
ratio in patients with a current MDE. Our second aim was to assess their changes after
antidepressant treatment.

PATIENTS AND METHODS
Patients with major depression
This study was conducted in the METADAP cohort (Corruble et al., 2015), a 6-month

prospective, multicentre (6 French university hospitals), naturalistic, treatment open study,

including patients suffering from a current MDE in a context of MDD (DSM-1V-TR criteria),
and requiring a new antidepressant treatment. The antidepressant treatment had to be a
monotherapy. The drug and its dose were left to the treating psychiatrist, using “real-world”
treatment options, in which the clinician was free to prescribe any antidepressant drug approved
by the European authorities and a dose of this antidepressant drug within the recommended
therapeutic range. Written informed consent was obtained from all patients participating in this
study, which was approved by the Ethics Committee and was registered by the French National
Agency for Medicine and Health Products Safety (ANSM) and the Commission Nationale de
I’Informatique et des Libertés (CNIL) (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00526383). The
authors assert that all procedures contributing to this work comply with the ethical standards of
the relevant national and institutional committees on human experimentation and with the
Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2008.

Patients were included, from November 2009 to March 2013, based on the following
criteria: aged 18-65 years, with a minimum score of 18 at the Hamilton Depression Rating
Scale-17 items (HDRS-17) (Hamilton, 1960). Patients with treatment-resistant depression were
not excluded. Moreover, patients with suicidal ideation or with a suicide attempt prior to the
study were not excluded. Patients with psychotic symptoms were excluded. The other exclusion

criteria in this study were patients with bipolar disorders, psychotic disorders, eating disorders,

Page | 59



current substance abuse or dependence, organic brain syndromes, severe unstable medical
conditions or pregnancy. Patients receiving antipsychotics or mood stabilizers before inclusion
and/or for at least 4 months during the last year were not included. From the 624 patients of the
METADAP cohort, blood samples of the 164 patients of a single centre were not available for
metabolic analyses. Thus, 460 patients were analyzed.

Patients were assessed at inclusion before treatment (MO0), and three months (M3) and
six months (M6) after the beginning of treatment, which are the recommended durations to
assess remission, response and recovery after an antidepressant treatment according to the
American College of Neuropsychopharmacology (ACNP) Task Force (Rush et al., 2006).
Clinical assessments were performed by the same senior psychiatrist for each visit. The HDRS-
17 (Hamilton, 1960) was used to assess the depression severity, this scale being the gold-
standard to assess symptom changes after antidepressant treatment (Carrozzino et al., 2020).
There were no missing values at baseline, 8 at M3 and none at M6 for the HDRS-17 during all
the follow-ups. Moreover, a self-questionnaire, the Quick Inventory of Depressive
Symptomatology — Self-Report (QIDS-SR) (Rush et al., 2003), a questionnaire of 16 items, was
chosen to assess severity of MDE symptoms from the patient viewpoint. The QIDS-SR is
validated and widely used to assess the response to an antidepressant treatment (Rush et al.,
2006)”. For the QIDS-SR, there were 14 missing values at baseline, 13 at M3 and none at M6.
Suicidal ideation was also assessed, high suicidal ideation being defined by a score of 3 or 4 on
the HDRS-17 suicide item and a low ideation by a score of 0, 1 and 2 (Kellner et al., 2005).

Response and remission were defined according to the recommendations of the ACNP
Task Force (Rush et al., 2006). Response was defined according to a HDRS total score decrease
of at least 50% from baseline to follow-up. Remission was defined according to a HDRS total
score less than or equal to 7.

282 patients dropped out from the study. The reasons were antidepressant drug changes
for insufficient effectiveness or tolerance (n=103; 36.5%), lost to follow-up (n=152; 53.9%),
the presence of an exclusion criterion during the follow-up as unstable medical condition,
psychiatric disorder, substance abuse or pregnancy (n=13; 4.6%), use of unauthorized drugs as
antipsychotics or mood-stabilizers during the follow-up (n=12; 4.3%), or the death of the patient
(n=2; 0.7%). More specifically, 208 (45.2 %) depressed patients dropped out prematurely from
the study before three months of treatment (of whom 58 due to antidepressant changes, 129 lost
to follow-up, 10 for a new exclusion criterion, 9 for using unauthorized drugs and 2 deaths),
and 74 patients (29.4%) between three and six months of treatment (of whom 45 were due to

antidepressant changes, 23 were lost to follow-up, 3 for a new exclusion criterion and 3 for
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using unauthorized drugs). The median time of follow-up was 3 months (min-max: 0-6 months).
132 patients (54.1%) were responders and 69 (28.3%) were remitters at 3 months. 119 patients
(66.9%) were responders and 77 (43.3%) were remitters after 6 months of treatment. Depressed
patients were treated with a SSRI (n=175, 38.0%), mainly escitalopram and citalopram, 177
(38.5%) were treated with a SNRI mainly venlafaxine, 38 (8.3%) were treated by TCA and 70
(15.2%) with another one (Table I).

Healthy controls

HC were those of the VARIETE cohort, a cross-sectional study of the general Caucasian
population (Chanson et al., 2016; Trabado et al., 2017). Subjects were recruited through clinical
research units in 10 French university hospitals between January 2011 and February 2012, in
order to constitute a cohort of healthy participants. All participants gave written informed
consent before entering the study. This study was approved by the French National Agency for
Medicine and Health Products Safety (ANSM) and the Ethics Committee (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT01831648). To be included in the study, adult subjects (aged 18 to 89 years) had
to be healthy according to medical and psychiatric history, clinical examinations, and standard
biological tests performed after an overnight fast. The exclusion criteria were any history of
medical condition or psychiatric disorder, substance use, pregnancy or breast-feeding, and a
history of blood transfusion or donation within the 3 months prior to inclusion. The VARIETE
cohort included 895 subjects, but 2 blood samples were not available. Thus, 893 subjects were
analyzed.

Plasma L-carnitine and ALC measures

EDTA blood samples were obtained from each subject in fasting standardized
conditions for both depressed patients and HC. Blood samples were obtained between 8:00 and
10:00 a.m. after an overnight fast, before any drug intake as previously detailed (Trabado et al.,
2017). For depressed patients and HC, EDTA samples were obtained at each time of the study
(MO +/- M3 and M6). EDTA blood samples were obtained from each subject and immediately
centrifuged (10 minutes, 3000 RPM at 4°C), then plasma was aliquoted and immediately stored
at -80°C in the same laboratory. One aliquot of 10 pL was analyzed with Biocrates
AbsolutelDQ p180 Kit (Biocrates Life Science AG, Austria) that quantified Plasma L-carnitine
and ALC. The plasma samples were processed according to the manufacturer’s procedure and
analyzed on an APl 4000 Q-TRAP mass spectrometer (AB Sciex, Darmstadt, Germany)
coupled to an ACQUITY UPLC | Class system (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
equipped with an Agilent C1g HPLC column as previously described (Loeb et al., 2020). There

were no missing biological data in HC and in depressed patients at baseline, and respectively
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14 and 5 missing data at M3 and M6 in depressed patients. To prevent potential storage and
batch effects, the biological samples were assayed at the same time (mixing randomly both
cohorts independently from the time of evaluation for depressed patients) in the same laboratory
using the same techniques for depressed patients and HC.

Statistical analyses

The statistical analyses were performed using R 4.0.3 (The R Foundation —
https://www.r-projet.org). The normality of distributions of biological parameters was assessed
according to Kolmogorov-Smirnov tests. Bivariate analyses were performed to compare
depressed patients and HC for socio-demographical (chi? test for qualitative variables and
Wilcoxon tests for quantitative variables). Bivariate analyses (Wilcoxon tests, Spearman’s
correlation tests and Kruskal-Wallis tests) and multivariate analyses adjusted for age, gender,
and body mass index (BMI) were performed to compare plasma L-carnitine and ALC levels
and the L-carnitine/ALC ratio in depressed patients and HC. Equally, stratified analyses taking
into account age, gender and BMI were performed for all biological parameters. Spearman’s
correlation tests were used to analyze associations between L-carnitine and ALC levels and the
L-carnitine/ALC ratio with MDE severity (according to HDRS scores). To assess plasma L-
carnitine and ALC level changes and the L-carnitine/ALC ratio change after antidepressant
treatment in depressed patients, multivariate analyses based on mixed-effect models for
repeated measures adjusted for age, gender, BMI, HDRS, and antidepressant class were
performed. Using mixed-effect models, we analyzed our data in a long format, therefore a
patient with missing data on a specific visit/time-point will not result in a complete loss of
information for that patient; and an average estimation could still be calculated based on the
remaining non-missing data points (Mallinckrodt et al., 2003). In case of significance in mixed-
effect models, multivariate linear and logistic regressions adjusted for age, gender, BMI, and
antidepressant class were performed between each contiguous point and between depressed
patients and HC. Covariables of the multivariate models were selected based on differences in
bivariate analyses, with a significant threshold of 0.05. Then, mixed models for repeated
measures for plasma L-carnitine and ALC levels and for the L-carnitine/ALC ratio were
performed according to response/remission after 3 and 6 months of antidepressant treatment.
All tests were two-tailed. The significance threshold retained for mixed model analyses for
repeated measures was p<0.05. Based on the 3 time points assessed and Bonferroni corrections,

the significance threshold retained was p<0.0167 in bivariate and multivariate analyses.
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RESULTS

Socio-demographic and clinical characteristics

Socio-demographic and clinical characteristics of the 460 depressed patients and 893
HC are shown in Table I. Depressed patients and HC differed for age, gender, and BMI. Plasma
L-carnitine and ALC levels and L-carnitine/ALC ratios were not normally distributed (p<0.01
for the three tests). The associations of socio-demographic variables and ALC, L-carnitine
levels and L-carnitine/ALC ratios (Table Il) revealed significant associations with age, BMI
and gender. However, in depressed patients, there were no associations between these three
biological parameters at baseline and suicidal ideation, suicide attempts, or antidepressant drug
treatments (Table I1).
Depressed patients had lower ALC, higher L -carnitine levels and higher L-carnitine/ALC

ratios at baseline

At baseline, depressed patients had significantly higher plasma L-carnitine levels, lower
plasma ALC levels and higher L-carnitine/ALC ratios compared to HC, both in bivariate and
multivariate analyses adjusted for age, gender, and BMI (Figure 1 and Table I). These
differences remained significant in stratified analyses according to age, gender and BMI
(Supplemental Table I).

L-carnitine and ALC levels and L-carnitine/ALC ratios were associated with the severity

of MDE symptoms

In depressed patients at baseline, M3 and M6, there was a negative correlation between
HDRS total scores and plasma ALC levels (rho=-0.19; p<0.00001) and there were positive
correlations between HDRS total scores and plasma L-carnitine levels (rho=0.12; p=0.0003),
and L-carnitine/ALC ratios (rho=0.28; p<0.00001) (Supplemental Figure 2). Accordingly, in
multivariate analyses adjusted for age, gender, and BMI, associations remained consistent
(respectively p=0.002, p<0.00001, p<0.00001). Concordant correlations were identified
between QIDS-SR total scores and studied parameters (Supplemental Figure 3).
L-carnitine and ALC levels of depressed patients were restored after antidepressant

treatment

In mixed models for repeated measures adjusted for age, gender, BMI at baseline, HDRS
at baseline, and antidepressant class (Table 111), plasma L-carnitine levels and L-carnitine/ALC
ratios significantly decreased over time after 3 and 6 months of antidepressant treatment in
depressed patients. Accordingly, plasma L-carnitine levels and L-carnitine/ALC ratios were
significantly lower from baseline after 3 months and 6 months of treatment (Figures 1A, 1C).

Plasma ALC levels significantly increased over time after 3 and 6 months of antidepressant
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treatment in depressed patients (Figure 1B) in a mixed model for repeated measures adjusted
for age, gender, BMI, HDRS and antidepressant class (Table 111). Accordingly, plasma ALC
levels were significantly higher from baseline after 3 months and 6 months of treatment (Figure
1B).

Of note, after 6 months of antidepressant treatment, depressed patients did not differ
from HC, neither for L-carnitine and ALC levels, nor for their ratio (bivariate and multivariate
analyses). These results remained significant in stratified analyses according to age, gender and
BMI (Supplemental Table I).

The L-carnitine and ALC levels and their ratio were not associated with the
antidepressant drug treatment (Supplemental Table 11).

A lower L-carnitine/ALC ratio at baseline could predict remission after 3 months of

antidepressant treatment

In mixed models for repeated measures over time adjusted for age, sex, BMI, and
antidepressant class, there was an interaction between time and remission at M3 (Coefficient: -
0.16; 95%CI [-0.31 — -0.01]; p=0.03) and response at M3 for the L-carnitine/ALC ratio
(Coefficient: -0.14; 95%CI [-0.28 — -0.00]; p=0.05). No interaction was evidenced for plasma
L-carnitine and ALC levels (Supplemental Tables IlI, IV, V).

In line with evidenced interactions, compared to non-remitters, remitters after 3 months
of antidepressant treatment had a higher L-carnitine/ALC ratio at baseline compared to non-
remitters (respectively 8.75 (3.13) umol/L vs 7.71 (2.70) umol/L; bivariate p=0.01) and logistic
regression adjusted for age, gender, BMI and antidepressant class confirmed this result (Odds
ratio (OR)=1.14; 95%CI [1.03-1.27]; p=0.015) (Figure 2A). Compared to non-responders,
responders at M3 had a trend for a higher L-carnitine/ALC ratio at baseline (respectively 8.35
(3.02) umol/L vs 7.60 (2.62) umol/L; bivariate p=0.04) and logistic regression adjusted for age,
gender, BMI and AD class confirmed this trend (OR=1.11; 95%CI [1.01-1.23]; p=0.03) (Figure
2B) (Supplemental Table V).

DISCUSSION

In this study, depressed patients at baseline had lower plasma ALC levels, higher L-
carnitine levels, and a higher L-carnitine/ALC ratio than HC. These biological changes were
restored after 6 months of antidepressant treatment. Moreover, the baseline L-carnitine/ALC
ratio predicted remission after 3 months of antidepressant treatment.

The lower plasma ALC level of depressed patients at baseline is coherent with available
data (Nasca et al., 2018; Nie et al., 2021; Pu et al., 2020). Interestingly, our present data show

that plasma L-carnitine levels were significantly higher in depressed patients at baseline

Page | 64



whereas previous studies did not show any statistical difference (Nasca et al., 2018; Pu et al.,
2020) or a significant decreased of plasma L-carnitine levels, which could describe in this case
a lack of intake of carnitines (Nie et al., 2021). Indeed, the largest available meta-analysis
exploring plasma L-carnitine and ALC levels, which showed a decreased plasma ALC level
and no difference for plasma L-carnitine levels, included 138 depressed patients and 109
healthy subjects (Pu et al., 2020) leading to a possible lack of power. There were no previous
data exploring the L-carnitine/ALC ratio between depressed patients and healthy subjects.

Moreover, we also showed for the first time that plasma ALC and L-carnitine levels and
the L-carnitine/ALC ratio are restored after antidepressant treatment in MDE patients until a
complete normalization of these biological parameters with no difference between depressed
patients after 6-month of antidepressant treatment and HC. In line with these results, two studies
in depressed patients (n=29 and n=53) treated with ketamine or esketamine showed an acute
decrease of ALC levels in the following days after treatment (Moaddel et al., 2018; Rotroff et
al., 2016) but there were no data over months. However, this observation is controversial as
compared to recent studies. Indeed, these studies showed acyl-carnitine metabolomic profiles
in depressed patients before and after treatment with escitalopram or citalopram and, reported
opposite results with a decrease of plasma ALC levels after 8 weeks of antidepressant treatment
(Ahmed et al., 2020; MahmoudianDehkordi et al., 2021). Nevertheless, sample sizes did not
exceed 136 depressed patients and there were no control group in both. Moreover, in these
studies, patients had higher BMI, which could affect levels of carnitines since they are known
to be associated with diet and weight (Mihalik et al., 2010). Furthermore, changes in diet may
explain controversial results. And a limit of our study and previous ones is that data about diet
are not available. In addition, unlike other cohorts that explore for each only one type of
treatment, we performed a naturalistic cohort where every approved antidepressant drug could
be used. To the best of our knowledge, there was no previous published data exploring the L-
carnitine/ALC ratio during the follow-up of depressed patients.

Then, the baseline L-carnitine/ALC ratio predicted remission after 3 months of
antidepressant treatment. So far, there are currently no data in the literature describing this
association. In addition, as previously described (Nasca et al., 2018), we showed a negative
correlation between the severity of MDE and plasma ALC levels and we showed positive
correlation between the severity of MDE and plasma L-carnitine levels and L-carnitine/ALC
ratio. Moreover, we show positive correlations between age and BMI and L-carnitine and ALC
levels, which were previously described (Mihalik et al., 2010). As well, we show that men have

higher L-carnitine and ALC levels, which is consistent with current data (Chiu et al., 1999).
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Our data suggest a mitochondrial involvement in MDE and its treatment response. L-

carnitine and ALC could contribute to symptoms and outcomes after antidepressant treatment
of MDE thought pleiotropic mechanisms.
ALC is synthetized in the mitochondria from multiple organs including brain, by carnitine
acetyltransferase from L-carnitine and acetyl-Coenzyme A (acetyl-CoA) which is a reversible
reaction. Indeed, L-carnitine is also a buffer of acetyl-CoA and ALC could provide acetyl
moieties to CoA in case of low concentration of acetyl-CoA (Jones et al., 2010; Pettegrew et
al., 2000; Reuter & Evans, 2012). In preclinical studies, different rodent models of depression
lead to a reduced level of acetyl-CoA (Xie et al., 2020), a compound that is critical in the citric
acid cycle and the production of ATP in the mitochondria (Supplemental Figure 1). The higher
L-carnitine level and lower ALC level could be related to the low acetyl-CoA concentration in
depressed patients and could suggest a mitochondrial dysfunction in MDE. In line with these
results, we propose that the plasma L-carnitine/ALC ratio could be used in depressed patients
as a proxy of mitochondrial dysfunction rather the individual values which are more influenced
by diet. Accordingly, the present study suggests that the clinical response after antidepressant
treatment is associated with an endophenotype of MDE characterized by mitochondrial
impairment at baseline revealed by an altered L-carnitine/ALC ratio.

ALC, which can easily cross the blood-brain barrier, has a rapid-acting antidepressant-
like effect in rodent depression-like phenotypes (Bigio et al., 2016; Lau et al., 2017; Pulvirenti
et al., 1990; Wang et al., 2015). Several preclinical studies suggest that ALC can treat and
prevent depressive symptoms (Bigio et al., 2016; Lau et al., 2017; Nasca et al., 2013; Pulvirenti
et al., 1990.; Tolu et al., 2002; Wang et al., 2015). Indeed, in various animal models of
depression, such as chronic mild stress, ALC treatment reverses symptoms in mice and rats
(Bigioetal., 2016; Pulvirenti etal., 1990.; Wang et al., 2015). In rats, ALC treatment can protect
animals of depressive-like symptoms after stress exposure (Cherix et al., 2020; Lau et al., 2017;
Tolu et al., 2002). Lastly, in elderly depressed patients, an increase of high-energy phosphate
metabolism and a normalization of phosphomonoester metabolism in the prefrontal cortex,
which reflect an improvement of energy production, are found after a treatment with ALC
(Pettegrew et al., 2002). Interestingly, in clinical studies, ALC has been described as a treatment
for dysthymia (Bersani et al., 2013), depressive symptoms (Veronese et al., 2018), fibromyalgia
(Rossini etal., 2007) and chronic fatigue (Ledinek et al., 2013). Therefore, in line with previous
studies and our data, ALC could be investigated as a treatment for MDE, at least as an add-on

treatment.
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This study has several limitations. The main limitation was that unlike the cohort of
depressed patients with a longitudinal follow-up, the cohort of HC was assessed only once. And
there were differences between depressed patients and HCs with respect to socio-demographic
characteristics, but we provided multivariate models and stratified analyses that confirmed these
differences in several subgroups according to age, gender and BMI. Moreover, the data about
nutritional status and food intake are limited, although it is known that acute changes in diet
could modify carnitine concentrations and further metabolomic studies should assess diet in
depressed patients (Jones et al., 2010; Reuter & Evans, 2012). Nevertheless, the increased L-
carnitine level suggests that there is no deficiency in dietary intake and suggests that the
relationship between both L-carnitine and ALC and depression may be independent from diet
(Nasca et al., 2018). Furthermore, during chronic diet changes, as can occur in MDE, data show
that there is no major impact of nutrition on acyl-carnitine concentration (Reuter & Evans,
2012). Moreover, we were not able to assess the role of season on these results. This point
should be assessed in further studies. In addition, various antidepressant classes were prescribed
in this cohort, but this allows naturalistic “real-life” conditions. Lastly, the attrition rate in
depressed patients was high, limiting the power of the study. However, it was close to those of
other similar cohorts, such as the STAR*D cohort (Trivedi et al., 2006).

This study has also several strengths. To the best of our knowledge, it provides the
largest longitudinal case-control study that assessed in depressed patients compared to HC,
peripheral L-carnitine and ALC levels at baseline and after 6 months of antidepressant treatment
and their associations with response and remission in depressed patients. The sample size of
460 MDE patients and 893 HC confers a reasonable degree of confidence and generalizability
to the results. It is also a naturalistic study of “real-life” patients, that reduces the gap between
research and practice. Additionally, it offers the first extensive quantification of the plasma L-
carnitine and ALC levels assessed in a central laboratory with controlled sampling and pre-
analytical procedures.

CONCLUSIONS

To conclude, this study, which is based on the largest cohort of depressed patients and
healthy subjects assessing peripheral ALC and L-carnitine, provides new insights into the
biological peripheral signature of MDE. MDE are associated with lower plasma ALC levels
and higher L-carnitine levels with a normalization after treatment, suggesting these parameters
as biomarkers of MDE. Hence, mitochondrial dysfunctions and energy unavailability may be
associated with MDE, and these dysfunctions may be normalized after antidepressant treatment.

The mechanisms underlying these changes should be further investigated before considering
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the L-carnitine/ALC pathway as a target for new antidepressant therapeutics strategies.
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TABLES AND FIGURES

Healthy controls Depressed patients p
Subject characteristics
Number of subjects (n) 893 460
Age (years) (m(SD)) 39.8 (18.6) 46.0 (13.0) <0.00001
Women (n(%)) 436 (48.8) 315 (68.6) <0.00001
BMI (kg/m?2) (m(SD)) 23.1(2.4) 24.1 (5.0 <0.00001
Biological characteristics
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 35.8 (7.4) 38.8 (9.5) <0.00001
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.68 (2.29) 5.54 (2.69) <0.00001
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.81 (1.75) 8.00 (2.93) <0.00001
MDD characteristics
MDD onset (years) (m(SD)) - 35.4 (14.4)
Recurrent MDD (n(%)) - 362 (74.0)
HDRS-17 at baseline (m(SD)) - 24.0 (4.5)
Suicidal ideation (n(%)) - 230 (50.0)
Suicide attempt (n(%)) - 100 (21.7)
MDD treatment (n(%))
SSRI - 175 (38.0)
SNRI - 177 (38.5)
TCA - 38 (8.3)
Others - 70 (15.2)

Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics and plasma L-carnitine and ALC
levels in healthy controls and depressed patients at baseline. Wilcoxon tests were performed
to compare healthy controls and depressed patients for clinical characteristics (age, gender and
BMI) — Linear regressions adjusted for age, gender and BMI were performed to compare healthy
controls and depressed patients for biological characteristics (L-carnitine, ALC, and L-
carnitine/ALC ratio) — ALC: Acetyl-L-carnitine — BMI: Body mass index — MDD: Major
depressive disorder — HDRS-17: Hamilton Depression Rating Scale 17-ltems — n: number of
subjects — m: mean — SD: Standard deviation — SSRI: Selective Serotonin Reuptake inhibitors —
SNRI: Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors — TCA: Tricyclic antidepressants —
Others: Other classes of antidepressants — Bold P-value: Significance after Bonferroni corrections

(P<0.0167)
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L-carnitine (umol/L) ALC (umol/L) L-carnitine/ALC ratio
Values p Values p Values p
Healthy controls (n=893)
Age (Years) rho=0.17 <0.0001 rho=10.16 <0.0001 rho=-0.05 0.15
BMI (kg/m?) rho=0.24 <0.0001 rho=0.04 0.23 rho=0.12 0.0006
Gender (m(SD))
Male (n=457) 38.0 (6.5) 6.73 (2.27) 6.13 (1.77)
Female (n=436) 33.4 (7.5) <0.0001 6.61 (2.30) 0.42 5.48 (1.67) <0.0001
Depressed patients at baseline (n=460)
Age (Years) rho=0.25 <0.0001 rho=0.20 <0.0001 rho=-0.09 0.06
BMI (kg/m2) rho=0.16 0.0006 rho=0.23 <0.0001 rho=-0.14 0.002
Gender (m(SD))
Male (n=145 42.1 (8.4 5.52 (2.28 8.55 (2.88
Female( (n:31&)3) 37.2 59.7; <0.0001 5.55 52.86; 0.36 7.75 22.923 0.01
Suicide attempt (m(SD))
Yes (n=100) 38.2(9.1) 5.24 (2.14) 7.92 (2.85)
No (n= 360) 38.9 (9.7) 045 5.63 (2.82) 0.35 8.27 (3.18) 0.57
Suicidal ideation (m(SD))
Low ideation (n=230) 39.4 (10.2) 0.32 5.75 (2.83) 0.05 7.72 (2.61) 0.11
High ideation (n=230) 38.2 (8.9) ' 5.34 (2.53) ' 8.28 (3.19) '
Antidepressant classes (m(SD))
SSRI (n=175) 38.1 (8.6) 5.49 (2.56) 8.03 (3.09)
SNRI (n=177) 39.0 (10.7) 5.70 (2.96) 7.77 (2.69)
TCA (n=38) 39.0 (8.5) 044 5.45 (2.14) 0.60 8.72 (3.19) 046
Others (n=70) 39.8 (9.1) 5.21 (2.87) 8.11 (2.93)

Table I1. Association between plasma L-carnitine and ALC levels and the L-carnitine/ALC ratio and sociodemographic characteristics
of depressed patients at baseline and healthy controls. Spearman’s correlation tests, Wilcoxon tests and Kruskal-Wallis tests were performed
— ALC: Acetyl-L-carnitine — BMI: Body mass index — n: number of patients — m: mean — SD: Standard deviation — SSRI: Selective Serotonin
Reuptake inhibitors — SNRI: Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors — TCA: Tricyclic antidepressants — Others: Other antidepressants

— Bold P-value: Significance after Bonferroni corrections (P<0.0167)
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Coefficient 95%ClI p
L-carnitine (umol/L) (n=460)
Time (Months) -0.58 [-0.75 --0.41] <0.0001
Age (Years) 0.17 [0.11-0.23] <0.0001
Gender (Male vs Female) 5.15 [3.50 - 6.79] <0.0001
BMI at baseline (kg/m?) 0.21 [0.08 — 0.38] 0.01
HDRS-17 at baseline -0.05 [-0.22 - 0.12] 0.60
ALC (umol/L) (n=460)
Time (Months) 0.18 [0.12 — 0.24] <0.0001
Age (Years) 0.03 [0.02 — 0.05] <0.0001
Gender (Male vs Female) 0.06 [-0.35-0.48] 0.77
BMI at baseline (kg/m2) 0.06 [0.02 - 0.10] 0.005
HDRS-17 at baseline -0.03 [-0.08 — 0.01] 0.14
L-carnitine/ALC ratio (n=460)
Time (Months) -0.41 [-0.47 —-0.34] <0.0001
Age (Years) -0.01 [-0.02 - 0.01] 0.46
Gender (Male vs Female) 0.78 [0.38 —1.18] 0.0001
BMI at baseline (kg/m2) -0.06 [-0.10 —-0.02] 0.002
HDRS-17 at baseline 0.02 [-0.02 — 0.06] 0.36

Table I11. Mixed model analyses for repeated measures for L-carnitine, ALC and the
L-carnitine/ALC ratio in depressed patients over time. Mixed model analyses were
adjusted for age, gender, BMI at baseline, HDRS at baseline, and antidepressant class —
HDRS-17: Hamilton Depression Rating Scale 17 Items — n: number of patients — BMI: Body

mass index — Bold P-value: P<0.05
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Figure 1. Plasma L-carnitine and ALC levels and the ratio L-carnitine/ALC in healthy
controls and in depressed patients over time. (A): Plasma L-carnitine levels (m(SEM)) in
healthy controls and in depressed patients over time. (B): Plasma ALC levels (m(SEM)) in healthy
controls and in depressed patients over time. (C): Ratios of L-carnitine/ALC (m(SEM)) in healthy
controls and in depressed patients over time — Multivariate tests by logistic regressions adjusted
for age, sex, body mass index and antidepressant class were performed between healthy controls
and depressed patients and between each time points — M3: at 3 month — M6: at 6 month — ALC:
Acetyl-L-carnitine — **; p<0.001, ***: p<0.0001 compared to healthy controls - $: p<0.0167, $$$:
p<0.0001 compared to depressed patients at baseline — #: p<0.0167.
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Figure 2. The L-carnitine/ALC ratio at baseline predicts clinical outcomes after 3 months of antidepressant treatment. (A): The L-carnitine/ALC ratio (m(SEM)) in remitters and non-remitters
at M3. (B): The L-carnitine/ALC ratio (m(SEM)) in responders and non-responders at M3 — Multivariate tests by logistic regressions adjusted for age, sex, body mass index and antidepressant class
were performed according to clinical response — M3: at 3 month — ALC: Acetyl-L-Carnitine —**: p<0.0167 — *: p<0.05.
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Acetyl-L-carnitine L-carnitine

CoA + Acetyl-L-carnitine v{ L-carnitine
Acetyl-CoA

Supplemental Figure 1. Simplified representation of acetyl-L-carnitine and L-carnitine roles in acetyl-CoA homeostasis and fatty acid
p-oxidation. Acetyl-CoA is produced from glucose and fatty acids thought B-oxidation. L-carnitine allows the carrier of fatty acids into the
mitochondrial matrix. Acetyl-carnitine and L-carnitine contribute to the acetyl-CoA homeostasis needed for the energy production thought the
citric acid cycle (TCA cycle). In case of deficiency of acetyl-CoA, acetyl-L-carnitine provides acetyl moiety to coenzyme A (CoA) to reconstitute
acetyl-CoA and releases the L-carnitine. In case of excess of acetyl-CoA, L-carnitine retrieves the acetyl moiety to constitute acetyl-L-carnitine
and releases CoA. These two reactions are realized by the carnitine acetyltransferase. The black font reaction was evaluated in this work. The
grey font reactions were not evaluated.
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Supplemental Figure 2. Correlation between HDRS-17-items total
score and plasma L-carnitine and ALC levels and the L-
carnitine/ALC ratios in depressed patients at baseline, M3 and M6.
Spearman’s correlation tests were performed (A): Plasma L-carnitine
levels and HDRS total score in depressed patients (B): Plasma ALC
levels and HDRS total score in depressed patients (C): L-carnitine/ALC
ratios and HDRS total score in depressed patients — ALC: Acetyl-L-
carnitine — HDRS: Hamilton Depression Rating Scale.
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Supplemental Figure 3. Correlation between QIDS-SR total score
and plasma L-carnitine and ALC levels and the L-carnitine/ALC
ratios in depressed patients at baseline, M3 and M6. Spearman’s
correlation tests were performed (A): Plasma L-carnitine levels and
QIDS-SR total score in depressed patients (B): Plasma ALC levels and
QIDS-SR total score in depressed patients (C): L-carnitine/ALC ratios
and QIDS-SR total score in depressed patients — ALC: Acetyl-L-

carnitine — QIDS-SR: Quick Inventory of Depressive Symptoms-Self-
Report.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Healthy Depressed patients _control Depressed —control -baseline Depressed _control -baseline
controls at baseline P patients at M3 P P patients at M6 P P
Gender
Male
n 457 145 80 59
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 38.0 (6.5) 42.1 (8.4) <0.00001 39.5(9.2) 0.12 0.06 38.5 (8.8) 0.82 0.005
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.73 (2.27) 5.52 (2.28) <0.00001 6.21 (1.97) 0.06 0.005 6.78 (2.44) 0.91 0.0002
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 6.13 (1.77) 8.55 (2.88) <0.00001 6.80 (2.07) 0.009 <0.00001 6.12 (1.83) 0.81 <0.00001
Female
n 436 315 158 114
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 33.4(7.5) 37.2(9.7) <0.00001 34.1(9.7) 0.61 0.0004 33.5 (10.5) 0.37 <0.00001
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.61 (2.30) 5.55 (2.86) <0.00001 6.20 (2.11) 0.06 <0.00001 6.51 (2.08) 0.85 <0.00001
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.48 (1.67) 7.75 (2.92) <0.00001 5.90 (1.92) 0.04 <0.00001 5.48 (1.77) 0.61 <0.00001
Age
< 50 years
n 607 263 142 101
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 34.8(7.2) 36.7 (8.8) 0.004 34.0(8.1) 0.30 0.006 33.4(7.2) 0.05 0.0008
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.39 (2.18) 5.11 (2.24) <0.00001 5.98 (2.10) 0.03 <0.00001 6.20 (2.08) 0.38 <0.00001
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.89 (1.80) 8.19 (3.05) <0.00001 6.20 (2.15) 0.24 <0.00001 5.83 (1.85) 0.47 <0.00001
> 50 years
n 286 197 96 72
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 37.9(7.2) 415 (9.8) <0.00001 38.7 (11.5) 0.71 0.01 37.6 (13.0) 0.21 0.0007
ALC (umol/L) (m(SD)) 7.28 (2.39) 6.12 (3.10) <0.00001 6.54 (1.97) 0.01 0.003 7.16 (2.26) 0.93 <0.00001
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.64 (1.63) 7.74 (2.73) <0.00001 6.20 (1.80) 0.02 <0.00001 5.51 (1.75) 0.35 <0.00001
BMI
< 25 kg/m?
n 683 294 139 92
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 35.3(7.4) 37.6 (8.8) <0.00001 34.3 (8.5) 0.17 <0.00001 33.0(7.1) 0.004 <0.00001
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.63 (2.26) 5.12 (2.36) <0.00001 5.95 (2.04) 0.0008 <0.00001 6.31(2.17) 0.17 <0.00001
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.77 (1.76) 8.38 (3.06) <0.00001 6.24 (2.10) 0.04 <0.00001 5.69 (1.89) 0.38 <0.00001
> 25 kg/m?
n 210 166 95 78
L-carnitine (umol/L) (m(SD)) 375 (6.9) 40.8 (10.4) 0.001 38.4 (11.3) 0.75 0.05 37.7 (12.6) 0.36 0.006
ALC (umol/L) (m(SD)) 6.81 (2.35) 6.29 (3.05) 0.001 6.46 (1.96) 0.33 0.08 6.87 (2.22) 0.67 0.005
L-carnitine/ALC ratio (m(SD)) 5.97 (1.70) 7.32 (2.55) <0.00001 6.24 (1.86) 0.37 0.0005 5.74 (1.71) 0.21 <0.00001

Supplemental Table I. Plasma L-carnitine and ALC levels in healthy controls and in depressed patients during the follow-up according to age, gender and BMI. Wilcoxon tests were
performed — ALC: Acetyl-L-carnitine — BMI: Body mass index — M3: 3 months — M6: 6 months — n: number of subjects — m: mean — SD: Standard deviation — p-control: compared to healthy
controls — p-baseline: compared to depressed patients at baseline — Bold P-value: Significance after Bonferroni corrections (P<0.0167)
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L-carnitine (umol/L)

ALC (umol/L)

L-carnitine/ALC ratio

Values p Values p Values p
At baseline
SSRI (n=175) 38.1 (8.6) 5.49 (2.56) 8.03 (3.09)
SNRI (n=177) 39.0 (10.7) 5.70 (2.96) 7.77 (2.69)
TCA (n=38) 39.0 (8.5) 044 5.45 (2.14) 060 8.72 (3.19) 046
Others (n=70) 39.8 (9.1) 5.21 (2.87) 8.11 (2.93)
At 3 months
SSRI (n=87) 35.7 (8.8) 6.25 (2.02) 6.10 (1.87)
SNRI (n=96) 35.5 (10.7) 6.15 (2.01) 6.16 (2.00
TCA (n=19) 34.4 (10.4) 0.27 6.31 (2.59) 0.99 5.9 gl.so; 0.71
Others (n=36) 38.2 (9.9) 6.18 (2.04) 6.71 (2.44)
At 6 months
SSRI (n=67) 34.7 (7.3) 6.71 (2.11) 5.45 (1.38)
SNRI (n=72) 35.3(12.6) 6.32 (2.03 5.95(2.11
TCA (n=16) 35.4 (7.8) 0.98 6.32 22.09; 043 6.04 El.?Zi 0.26
Others (n=18) 36.6 (11.2) 7.53 (3.05) 5.28 (1.91)

Supplemental Table I1. Association between plasma L-carnitine and ALC levels and the L-carnitine/ALC ratio and antidepressant
classes of depressed patients during the follow-up. Kruskal-Wallis tests were performed — ALC: Acetyl-L-carnitine — n: number of patients —
m: mean — SD: Standard deviation — SSRI: Selective Serotonin Reuptake inhibitors — SNRI: Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors

— TCA: Tricyclic antidepressants — Others: Other antidepressants
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Coefficient 95%ClI p
L-carnitine (umol/L)
Interaction Time x Responders at M3 (n=244) -0.06 [-0.44-0.31] 0.73
Interaction Time x Remitters at M3 (n=244) 0.08 [-0.31-0.48] 0.69
Interaction Time x Responders at M6 (n=178) 0.14 [-0.26 - 0.54] 0.50
Interaction Time X Remitters at M6 (n=178) -0.07 [-0.44-0.31] 0.73
ALC (umol/L)
Interaction Time x Responders at M3 (n=244) 0.06 [-0.07-0.19] 0.29
Interaction Time X Remitters at M3 (n=244) 0.13 [-0.00-0.25] 0.054
Interaction Time x Responders at M6 (n=178) -0.07 [-0.20-0.07] 0.32
Interaction Time X Remitters at M6 (n=178) 0.01 [-0.12-0.13] 0.89
L-carnitine/ALC ratio
Interaction Time X Responders at M3 (n=244) -0.14 [-0.28 —-0.00] 0.05
Interaction Time x Remitters at M3 (n=244) -0.16 [-0.31--0.01] 0.03
Interaction Time x Responders at M6 (n=178) 0.02 [-0.14-0.18] 0.81
Interaction Time X Remitters at M6 (n=178) -0.02 [-0.17-0.13] 0.80

Supplemental Table I11. Mixed model analyses for repeated measures for L-carnitine,
ALC and the L-carnitine/ALC ratio in depressed patients over time according to the
interaction between time and response/remission status. Mixed model analyses were
adjusted for age, gender, BMI at baseline, and antidepressant class — M3: at 3 months — M6:
at 6 months — n: number of patients — Bold P-value: P<0.05
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M3 p
Response Responders (n=132) Non-Responders (n=112)
L-carnitine (umol/l) (m(SD)) 36.3 (10.3) 36.0 (9.7) 0.91
ALC (umol/l) (m(SD)) 6.17 (2.13) 6.37 (2.20) 0.66
Ratio L-carnitine/ALC (m(SD)) 6.25 (1.84) 6.13 (2.17) 0.81
Remission Remitters (n=69) Non-Remitters (n=175)
L-carnitine (umol/l) (m(SD)) 36.0 (8.4) 36.2 (10.6) 0.46
ALC (umol/l) (m(SD)) 5.89 (2.00) 6.40 (2.20) 0.03
Ratio L-carnitine/ALC (m(SD)) 6.44 (1.66) 6.10 (2.11) 0.26
M6
Response Responders (n=119) Non-Responders (n=59)
L-carnitine (umol/l) (m(SD)) 35.1(8.7) 36.2 (13.2) 0.48
ALC (pmol/l) (m(SD)) 6.43 (2.06) 7.06 (2.55) 0.11
Ratio L-carnitine/ALC (m(SD)) 5.80 (1.77) 5.35(1.61) 0.39
Remission Remitters (n=77) Non-Remitters (n=101)
L-carnitine (umol/l) (m(SD)) 36.2 (9.1) 34.8 (11.2) 0.58
ALC (pmol/l) (m(SD)) 6.72 (2.14) 6.56 (2.32) 0.68
Ratio L-carnitine/ALC (m(SD)) 5.80 (1.77) 5.46 (1.79) 0.98

Supplemental Table IV. Plasma L-carnitine and ALC levels and L-carnitine/ALC ratio at according to response and remission status at
the same time point. Multivariate analysis by logistic regressions adjusted for age, gender, BMI and antidepressant class were performed — M3:
At 3 months — M6: At 6 months — ALC: Acetyl-L-carnitine — n: number of subjects — SD: Standard deviation
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M3 p
Response Responders (n=132) Non-Responders (n=112)
L-carnitine at baseline (umol/l) (m(SD)) 39.1 (10.9) 38.1(9.1) 0.18
ALC at baseline (umol/l) (m(SD)) 5.33 (2.59) 5.57 (2.26) 0.52
Ratio L-carnitine/ALC at baseline (m(SD)) 8.35 (3.02) 7.60 (2.60) 0.03
Remission Remitters (n=69) Non-Remitters (n=175)
L-carnitine at baseline (umol/l) (m(SD)) 38.6 (9.4) 38.6 (10.4) 0.92
ALC at baseline (umol/l) (m(SD)) 4.97 (2.11) 5.63 (2.54) 0.06
Ratio L-carnitine/ALC at baseline (m(SD)) 8.75 (3.13) 7.71 (2.70) 0.01
M6
Response Responders (n=119) Non-Responders (n=59)
L-carnitine at baseline (umol/l) (m(SD)) 37.6 (9.6) 40.0 (11.1) 0.27
ALC at baseline (umol/l) (m(SD)) 5.33 (2.32) 5.70 (2.50) 0.84
Ratio L-carnitine/ALC at baseline (m(SD)) 8.07 (3.17) 7.77 (2.61) 0.90
Remission Remitters (n=77) Non-Remitters (n=101)
L-carnitine at baseline (umol/l) (m(SD)) 39.1(9.9) 37.9 (10.4) 0.38
ALC at baseline (umol/l) (m(SD)) 5.41 (2.27) 5.48 (2.48) 0.93
Ratio L-carnitine/ALC at baseline (m(SD)) 8.09 (2.94) 7.87 (3.04) 0.61

Supplemental Table V. Plasma L-carnitine and ALC levels and L-carnitine/ALC ratio at baseline according to response and
remission status during the follow-up. Multivariate analysis by logistic regressions adjusted for age, gender, BMI and antidepressant
class were performed — M3: At 3 months — M6: At 6 months — ALC: Acetyl-L-carnitine — n: number of subjects — SD: Standard deviation
— Bold P-value: Significance after Bonferroni corrections (P<0.0167)
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111.3. Les acylcarnitines dans les EDC avant et aprés traitement antidépresseur : Résultats

d’une étude cas-témoin

Il a été mis en évidence dans la seconde partie de ce travail que I’ALC était diminuée
alors que la L-carnitine était augmentée chez les patients déprimes par rapport aux sujets sains.
A la suite d’un traitement antidépresseur, ces deux parameétres se normalisent totalement
(Figure 8). Ces données suggerent un défaut en acétyl-CoA et donc un déficit énergétique chez
les patients déprimés. En conséquence, la derniére partie de la thése cherche a estimer les voies
de la production énergétique mitochondriale dans la dépression, et plus particulierement celle
de la B-oxydation des acides gras, qui est également une voie productrice de ROS. Les profils
plasmatiques des acylcarnitines permettent 1’évaluation de la $-oxydation mitochondriale des
acides gras en pratique courante, le plus souvent pour le diagnostic de maladies rares. L’objectif
dans cette derniere partie était 1’analyse des profils plasmatiques des acylcarnitines et leur
évolution sur six mois chez les patients présentant un EDC dans un contexte de TDC par rapport
aux sujets sains, ainsi que 1’évolution de ces profils durant six mois de traitement.

111.3.1. Résultats principaux

Dans cette partie, nous avons travaillé sur les mémes cohortes de patients déprimés et
de sujets sains que celles précédemment citées (a savoir 1358 sujets dont 893 sujets sains et 460
patients souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC). Les variables d’ajustement déterminées
au regard des différences socio-démographiques a I’inclusion sont également les mémes, a
savoir 1’age, le genre et I'IMC. 38 acylcarnitines plasmatiques ont été recherchées dans
I’échantillon, dont 12 acylcarnitines a chaines courtes, 11 a chaines moyennes et 15 a chaines
longues. Parmi les acylcarnitines a chaines courtes, 7 étaient augmentees et 1 diminuée chez les
patients déprimés par rapport aux sujets sains. Parmi les acylcarnitines a chaines moyennes, 6
étaient diminuées et 2 étaient augmentées chez les patients déprimés. Enfin, parmi les chaines
longues, 13 étaient diminuées. Les valeurs retrouvées suggerent une corrélation positive entre
les acylcarnitines a chaines moyennes et celles & chaines longues chez les patients souffrant
d’un EDC comme chez les sujets sains. De plus, une corrélation négative est retrouvée entre les
acylcarnitines a chaines moyennes/longues et la sévérité de la symptomatologie dépressive chez
les patients déprimés, évaluée avec I’HDRS-17 et la QIDS-SR. Durant un traitement
antidépresseur de six mois, une augmentation progressive des acylcarnitines a chaines
moyennes et longues est constatée chez les patients déprimés. De plus, on retrouve globalement
une normalisation des acylcarnitines a chaines moyennes et longues au cours du temps chez les
patients souffrant d’un EDC. Enfin, les résultats ne mettent pas en eévidence de différence entre

les différentes acylcarnitines et la réponse ou la rémission chez les patients.

Page | 86



111.3.2. Synthése de la discussion

A notre connaissance, cette étude est I’'une des plus grandes études cas-témoin
longitudinale analysée a ce jour, d’une durée de six mois, étudiant les profils métabolomiques
des acylcarnitines chez des sujets sains et des patients souffrant d’un EDC avant et apres
traitement.

A T’inclusion, les résultats sont concordants avec les données actuelles de la littérature.
En effet, il a été retrouvé une diminution des acylcarnitines a chaines moyennes et longues lors
des EDC dans des plus petites cohortes de patients déprimés et lors de la présence de symptomes
dépressifs, que ce soit dans la population générale ou dans des populations de patients souffrant
d’une infection par le VIH. Durant le suivi, les données sont moins consensuelles (Cassol et al.
2015 ; Mukerji et al. 2021 ; Zacharias et al. 2021).

Une distinction dans 1’évolution entre les acylcarnitines a chaines courtes, d’un coté et
les acylcarnitines a chaines moyennes et longues de ’autre, est également constatée dans les
autres cohortes. Cependant, alors que dans certaines cohortes de patients déprimes, une
augmentation est observée comme dans les résultats présentés dans cette thése, dans d’autres
cohortes, une diminution des acylcarnitines a chaines moyennes et longues est retrouvée apres
un traitement (Ahmed et al. 2020 ; MahmoudianDehkordi et al. 2021 ; Rotroff et al. 2016).

La stabilité de la concentration plasmatique de la carnitine totale durant I’ensemble du
suivi et I’absence de différence entre les patients déprimés et les sujets sains suggérent que les
modifications constatées dans les profils métabolomiques ne sont pas en lien avec des
modifications dans les apports en acylcarnitines ou avec leur élimination.

Les résultats de la seconde partie, suggérant une diminution de la concentration en
acétyl-CoA, laissaient penser qu’une diminution de la B-oxydation des acides gras serait
retrouvée chez les patients déprimés. Or, une augmentation de celle-ci semble étre identifiée
chez ces derniers, révélée par la diminution des acylcarnitines a chaines moyennes et longues.
Cette augmentation pourrait étre expliquée par une augmentation systémique de la f-oxydation
des acides gras afin de compenser la diminution de la concentration en acétyl-CoA. Les forces
et limites de cette étude sont comparables a celles de la seconde partie de la these.

111.3.3. Publication

Les résultats sont présentés dans cette partie en anglais tel qu’ils ont été accepté dans le

journal Psychological Medicine (Cambrige University Press) (Ait Tayeb et al., 2023).
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ABSTRACT

Background: Major depression is associated with changes in plasma L-carnitine and acetyl-L-
carnitine. But its association with acylcarnitines remains unclear. The aim of this study was to
assess metabolomic profiles of 38 acylcarnitines in patients with major depression before and
after treatment compared to healthy controls (HCs).

Methods: Metabolomic profiles of 38 plasma short-, medium-, and long-chain acylcarnitines
were performed by liquid chromatography-mass spectrometry in 893 HCs from the VARIETE
cohort and 460 depressed patients from the METADAP cohort before and after 6 months of
antidepressant treatment.

Results: As compared to HCs, depressed patients had lower levels of medium- and long-chain
acylcarnitines. After 6 months of treatment, increased levels of medium- and long-chain acyl-
carnitines were observed that no longer differed from those of controls. Accordingly, several
medium- and long-chain acylcarnitines were negatively correlated with depression severity.
Conclusions: These medium- and long-chain acylcarnitine dysregulations argue for
mitochondrial dysfunction through fatty acid B-oxidation impairment during major depression.
_KEYWORDS

Major depressive episode — Major depressive disorder — Acylcarnitines — Mitochondria —
Antidepressant — Fatty acid oxidation

INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is the first leading cause of disability worldwide. By
affecting over 350 million individuals, MDD is a public health priority inducing a high cost for
society (Malhi & Mann, 2018). However, its clinical outcome after treatment remains poor and
its physiopathology is poorly understood (Malhi & Mann, 2018; Trivedi et al., 2006).

Recent data suggest impairments of energy availability and mitochondrial metabolites
in MDD (Giménez-Palomo et al., 2021). Moreover, changes in plasma L-carnitine (C0O) and
acetyl-L-carnitine (C2) have been shown during a major depressive episode (MDE) before and
after antidepressant treatment (Ait Tayeb et al., 2021; Nasca et al., 2018). However, there are
only few data regarding the metabolomic profiles of short-, medium-, and long-chain
acylcarnitines in MDE (from C3 to C18) whereas in other brain-related diseases, such as mental
disorders (e.g., schizophrenia, autism) or Alzheimer’s disease, studies identified associations
with acylcarnitines (Kriisa et al., 2017; Frye et al., 2013; Horgusluoglu et al., 2021). In daily
clinical practice, metabolomic profiles of acylcarnitines allow for the assessment of fatty acid
B-oxidation (FAO), a main mitochondrial pathway leading to energy production, and for the

diagnosis of inborn errors of metabolism related to it (Houten & Wanders, 2010; Merritt 11 et
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al., 2018). Of note, short-, medium-, and long-chain acylcarnitines are specific to mitochondrial
FAO (Supplemental Figure S1).

Decreased plasma levels of acylcarnitines are observed in patients with a MDE (Liu et
al., 2015) and individuals with depressive symptoms (Cassol et al., 2015; Mukerji et al., 2021;
Zacharias et al., 2021). Besides, changes of acylcarnitine metabolic profiles have been shown
after antidepressant treatment in 3 clinical cohorts of depressed patients. Indeed, increased
levels of short-chain acylcarnitines and decreased levels of medium- and long-chain
acylcarnitines were observed after an 8-week treatment with escitalopram/citalopram in 2
samples of 92 and 136 patients (Ahmed et al., 2020; The Mood Disorders Precision Medicine
Consortium (MDPMC) et al., 2021). Moreover, a decrease of short-chain acylcarnitines and an
increase of medium- and long-chain acylcarnitines were observed 2 hours after a
ketamine/esketamine treatment in a sample of 53 depressed patients (Rotroff et al., 2016).

Nonetheless, to the best of our knowledge, there are no data comparing healthy subjects
with depressed patients before and after 6 months of antidepressant treatment.

Hence, the first goal of this study was to assess plasma metabolomic profiles of
acylcarnitines in depressed patients before and after antidepressant treatment as compared to
healthy controls (HC). The second goal was to assess the association between acylcarnitines
and clinical outcomes of depressed patients.

MATERIAL AND METHODS
Patients with major depression

This study was conducted in the METADAP cohort (Corruble et al., 2015), a 6-month
prospective, multicenter (6 French university hospitals), naturalistic, treatment study, including
patients suffering from a current MDE in the context of MDD (DSM-IV-TR criteria), and

requiring a new antidepressant treatment. The antidepressant treatment had to be a
monotherapy. The choice of drug and its dose were left to the treating psychiatrist using “real-
world” treatment options. Written informed consent was obtained from all patients participating
in this study, which was approved by the Ethics Committee and registered by the French
National Agency for Medicine and Health Products Safety (ANSM) and the Commission
Nationale de I’Informatique et des Libertés (CNIL) (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00526383).

Patients were included based on the following criteria: aged 18-65 years, with a
minimum score of 18 on the Hamilton Depression Rating Scale-17 items (HDRS-17) (M.
Hamilton, 1960). Patients with psychotic symptoms, bipolar disorders, psychotic disorders,

eating disorders, current substance abuse or dependence, organic brain syndromes, severe
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unstable medical conditions, or pregnancy were excluded from this study. Patients receiving
antipsychotics or mood stabilizers before inclusion and/or for 4 months or more during the last
year were not included. Of the 624 patients of the METADAP cohort, blood samples for
metabolomic analyses from 164 patients of a single center were not available. Thus, 460
patients were analyzed. Patients were assessed at inclusion before treatment (MO), and three
(M3) and six months (M6) after beginning treatment. Among depressed patients, 175 (38.5%)
were treated with a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), mainly escitalopram and
citalopram, 177 (38.5%) were treated with a serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor
(SNRI), mainly venlafaxine, 38 (8.3%) were treated by tricyclic antidepressant (TCA), and 70
(15.2%) with another one (Table 1). The specific antidepressant treatments received by patients
are reported in Supplemental Table S1 (Supplemental Table S1). 282 patients dropped out from
the study. The main reasons were antidepressant drug changes for insufficient effectiveness
[tolerance and loss to follow-up.

Clinical assessments were performed by the same senior psychiatrist for each visit. The
HDRS-17, and the Quick Inventory of Depressive Symptomatology — Self-Report (QIDS-SR)
(Rush et al., 2003), a self-questionnaire, were used to assess severity of MDE symptoms.
Response and remission were defined as recommended by the American College of
Neuropsychopharmacology Task Force (Rush et al., 2006). Response was based on a decrease
of at least 50% from baseline in the HDRS score. Remission was based on a HDRS score lower
or equal to 7. After 3 months of treatment, 132 patients (54.1%) were responders and 69 (28.3%)
were remitters, while after 6 months, 119 patients (66.9%) were responders and 77 (43.3%)
were remitters. There were no missing values at baseline, 8 at M3, and none at M6 for the
HDRS-17. For the QIDS-SR, there were 14 missing values at baseline, 13 at M3, and none at
M6.

Healthy controls

HCs were part of VARIETE, a cross-sectional study in the general population (Chanson
et al., 2016; Trabado et al., 2017). This study was approved by the French National Agency for
Medicine and Health Products Safety (ANSM) and the Ethics Committee (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT01831648). To be included in the study, adult subjects (aged between 18 and 89
years) had to be healthy according to medical and psychiatric history, without any current
diseases or disorders, including psychiatric disorders, assessed during a medical examination,
and standard biological tests performed after an overnight fast. The exclusion criteria were
history of a medical condition or psychiatric disorder, substance use, pregnancy or

breastfeeding, and a history of blood transfusion or donation within the 3 months prior to
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inclusion. The VARIETE cohort included 895 subjects, but 2 blood samples were not available.
Thus, 893 subjects were analyzed.
Metabolomic profiles of plasma acylcarnitines

EDTA blood samples were obtained from each subject in fasting standardized
conditions for both depressed patients and healthy controls. Blood samples were obtained
before any drug intake between 8:00-10:00 a.m. after an overnight fast and were prepared and
analyzed as previously described (Ait Tayeb et al., 2021). Briefly, blood was centrifuged
immediately (10 minutes, 2000 g at 4 C) and plasma was aliquoted into separate polypropylene
tubes that were immediately stored at -80 C. Each aliquot was further divided into the volumes
required for different analytical methods. One 10-uL aliquot was analyzed with the Biocrates
AbsolutelDQ p180 kit (Biocrates Life Science AG®, Innsbruck, Austria). The plasma samples
were processed as recommended by the manufacturer and analyzed on an API 4000 Q-TRAP
mass spectrometer (AB Sciex®, Darmstadt, Germany) coupled to an ACQUITY UPLC I Class
system (Waters Corporation®, Milford, MA, USA) equipped with an Agilent Cis HPLC
column.

The identification and the quantification of metabolites were performed as previously
published (Trabado et al., 2017). Briefly, the Biocrates AbsolutelDQ p180 kit allows for the
identification and measurement of more than 180 metabolites, including acylcarnitines.
Acylcarnitines were analyzed using flow injection analysis (FIA) coupled to tandem mass
spectrometry. Identification and quantification were performed based on internal standards and
multiple reactions monitoring (MRM) detection. After a pre-processing step (peak integration
and concentration determination from calibration curves) with Multiquant software (AB Sciex,
Darmstadt, Germany), data were uploaded into Biocrates MetIDQ software (included in the
kit). Then, metabolite concentrations were directly calculated in MetIDQ.

EDTA sample management, plasma metabolomic analyses with Biocrates AbsolutiDQ
p180 kit, and plasma sample processing were performed for HCs and depressed patients at each
study time point (M0, M3, and M6) (Ait Tayeb et al., 2021). There were no missing biological
data in HCs and in depressed patients at baseline, and 14 and 5 missing data at M3 and M6,
respectively, in depressed patients. To prevent potential storage and batch effects, biological
samples were assayed at the same time (randomly mixing both cohorts (METADAP and
VARIETE) independently of the evaluation time for depressed patients) in the same laboratory
using the same techniques for all subjects.

38 acylcarnitines were measured, of which 12 were short chain acylcarnitines (from C3
to C5), 11 were medium chain (from C6 to C12) and 15 were long chain (from C14 to C18)
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(Table 2). Metabolites with less than 40% of values below the lower limit of quantification
(LLOQ) at each time point in depressed patients and in HCs were analyzed as quantitative
variables (The MDPMC et al., 2021) and were described as “acylcarnitines with continuous
values”. Metabolites with 40% or more values below the LLOQ at any time point in depressed
patients or in HCs were analyzed as qualitative variables (above or under the LLOQ) and were
described as “acylcarnitines with discretized dichotomized values”. Thus, among the 38
acylcarnitines, 12 were analyzed as quantitative variables and 26 as qualitative variables. For
quantitative variables, values of acylcarnitines below the LLOQ were imputed as LLOQ/N2
(Colle et al., 2020). The plasma concentrations of acylcarnitines with continuous values in
depressed patients during follow-up and in HCs are reported in Supplemental Table S2
(Supplemental Table S2). Concentrations of acylcarnitines with continuous values were log
transformed for statistical analyses (The MDPMC et al., 2021).

Statistical analyses

The statistical analyses were performed using R 4.0.3.

Bivariate analyses were performed to compare depressed patients and HCs for socio-
demographical (chi? tests for qualitative variables and Student’s t-tests or Wilcoxon tests for
quantitative variables).

Linear regressions (for quantitative variables) and logistic regressions (for qualitative
variables) adjusted for age, gender, body mass index (BMI), blood total cholesterol, and
glycemia were performed to compare plasma acylcarnitine levels between depressed patients
and HCs and between depressed patients at each time point. In the event of a significant
difference in linear regressions between HCs and depressed patients at baseline, receiver
operating characteristic (ROC) curves were performed to explore the potential diagnostic
relevance of the acylcarnitine.

Then, changes of acylcarnitines with continuous values after treatment were assessed
with mixed-effect models for repeated measures adjusted for age, gender, BMI at baseline,
HDRS at baseline, blood total cholesterol, glycemia, and antidepressant class. Using mixed-
effect models, a patient with missing data on a specific visit/time-point will not result in a
complete loss of information for that patient and an average estimation can still be calculated
based on the remaining non-missing data points (Mallinckrodt et al., 2003). Covariables of the
multivariate models were selected based on differences in bivariate analyses, with a
significance threshold of p<0.05. Spearman’s correlation tests and linear regressions adjusted
for age, gender, BMI, blood total cholesterol, and glycemia were used to test associations

between levels of acylcarnitines with continuous values and MDE severity (according to HDRS
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total scores and QIDS-SR total scores). Finally, logistic regressions adjusted for age, gender,
BMI, blood total cholesterol, glycemia, and antidepressant class were performed to compare
acylcarnitine levels according to response/remission after 3 and 6 months of antidepressant
treatment. All tests were two-tailed. Bonferroni corrections were applied. Based on the 38
metabolites measured, the significance threshold retained was p<0.00131, except for analyses
of acylcarnitine levels according to clinical outcomes and MDE severity, based on the 12
acylcarnitines with continuous values, for which the significance threshold retained was
p<0.00417.

RESULTS

Socio-demographic and clinical characteristics

Socio-demographic and clinical characteristics of the 460 depressed patients and 893
HCs are shown in Table 1. At baseline, depressed patients and HCs differed with respect to age,
gender, BMI, blood total cholesterol, and glycemia (Table 1).
Metabolomic profiles of acylcarnitines in MDE patients at baseline and HCs

Among the 12 short-chain acylcarnitines, 6 were increased (C3:1, C4-OH, C4:1, C5-
DC, C5-OH and C5:1-DC) and one was decreased (C5) in depressed patients compared to HCs.
There was no significant difference for 5 of them (C3, C3-OH, C4, C5:1, C5-M-DC). Among
the 11 medium-chain acylcarnitines, 6 were decreased (C6, C7-DC, C8, C10, C12 and C12:1)
and 2 were increased (C6:1 and C10:2) in depressed patients compared to HCs. There was no
significant difference for 3 of them (C9, C10:1, C12-DC). Among the 15 long-chain
acylcarnitines, 13 were decreased (C14, C14:1, C14:1-OH, C14:2, C14:2-OH, C16, C16-OH,
C16:1,C16:1-OH, C16:2,C18, C18:1 and C18:2) in depressed patients compared to HCs. There
was no significant difference for 2 of them (C16:2-OH, C18:1-OH) (Figure 1 and Supplemental

Tables S3 and S4). The performed ROC curves were associated with the diagnosis of MDE for
C4-OH (area under the curve (AUC): 0.644; p<0.0001), C5 (AUC: 0.654; p<0.0001), C6
(AUC:0.604; p<0.0001), C10 (AUC: 0.740; p<0.0001), C14:1 (AUC: 0.732; p<0.0001), C16
(AUC: 0.667; p<0.0001), C18 (AUC: 0.632; p<0.0001), C18:1 (AUC: 0.584; p<0.0001), and
C18:2 (AUC: 0.657; p<0.0001). The performed ROC curves were described in the
Supplemental Figure S2 (Supplemental Figure S2).

Metabolomic profiles of acylcarnitines and severity of MDE

In correlation plots, two clusters of acylcarnitines were identified in depressed patients.
The first comprised short-chain acylcarnitines, while the second comprised medium- and long-
chain acylcarnitines (Figure 2). Of note, similar clusters were identified in HCs (Supplemental

Figure S3). In depressed patients at baseline, M3, and M6, correlation plots show that HDRS
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total scores were negatively correlated with medium- and long-chain acylcarnitines, but not
with short- ones (Figure 2). Accordingly, negative correlations were observed between HDRS
total scores and C6, C9, C10, C14:1, C16, and C18 (respectively rho=-0.105; p=0.002 — rho=-
0.141; p=3.1E-5 — rh0=-0.201; p=2.3E-9 — rh0=-0.247; p=1.9E-13 — rh0=-0.116; p=0.0006 —
rho=-0.129; p=0.0001) (Supplemental Table S5). In multivariate analyses adjusted for age,
gender, BMI, blood total cholesterol, and glycemia, these associations remained statistically
significant for C9, C10, and C14:1. Similar correlations were identified with the QIDS-SR total
scores. Moreover, in bivariate analyses, negative correlations were observed between HDRS
total scores and C6, C9, C10, C14:1, C16, and C18 (respectively rho=-0.099; p=0.004 — rho=-
0.169; p=7.2E-7 — rho=-0.206; p=1.5E-9 — rho=-0.215; p=2.4E-10 — rho=-0.133; p=1.0E-4 —
rho=-0.150; p=1.5E-6). In multivariate analyses adjusted for age, gender, BMI, blood total
cholesterol, and glycemia, these associations remained statistically significant, except for C6
(Supplemental Table S5).

Metabolomic profiles of acylcarnitines after treatment in depressed patients

In mixed models for repeated measures adjusted for age, gender, BMI at baseline, HDRS
at baseline, blood total cholesterol, glycemia, and antidepressant class, only one short-chain
acylcarnitine with continuous values (C4) among the 4 analyzed increased over time after 3
and 6 months of treatment. Among the 8 medium- and long-chain acylcarnitines with
continuous values, 6 increased (C6, C9, C10, C14:1, C16 and C18) over the 6 months of
treatment, while there was no significant change for the other 2 (Table 3).

Moreover, the differences in acylcarnitine levels between HCs and depressed patients
decreased progressively until a normalization after 6 months of treatment (Figure 1 and
Supplemental Tables S3 and S4). In analyses at each time point during follow-up, there was an
increase in the levels of several medium- and long-chain acylcarnitines, but not in the levels of
short-chain acylcarnitines compared to baseline (Figure 1 and Supplemental Tables S4 and S6).

Acylcarnitines and clinical outcomes after treatment in depressed patients

Plasma acylcarnitine values did not differ between responders and non-responders or
remitters and non-remitters at baseline or during follow-up (Supplemental Tables S7 and S8).
DISCUSSION

This study compared the plasma metabolomic profiles of 38 acylcarnitines in depressed
patients and healthy controls and described their changes after treatment in depressed patients.
Depressed patients had lower levels of medium- and long-chain acylcarnitines. Globally, these
acylcarnitine levels were normalized after 6 months of treatment. Nonetheless, these changes

were not associated with clinical outcomes.
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First, we showed that plasma levels of medium- and long-chain acylcarnitine were lower
in MDE patients as compared to controls. This result is consistent with previous clinical data.
Indeed, in a sample of 135 depressed patients and 111 controls, medium- and long-chain
acylcarnitine levels were lower in MDE patients (Liu et al., 2015). Cassol et al. showed that the
levels of all acylcarnitines decreased, though it did not specifically focus on MDE in the context
of MDD, but rather on depressive symptoms in a specific sample of 104 HIV-positive and HIV-
negative patients compared to controls (Cassol et al., 2015). In another specific sample of 99
HIV-positive patients, plasma acylcarnitine levels decreased while depressive symptoms
increased (Mukerji et al., 2021). Accordingly, in 2 large samples of 1,411 and 968 participants,
subjects with depressive symptoms had lower levels of medium-chain acylcarnitines (Zacharias
et al, 2021).

Our result suggests an increase of FAO in depressed patients (Warren et al., 2014).
Indeed, medium- and long-chain fatty acids enter mitochondria through the carnitine shuttle in
the form of acylcarnitines to be converted into acyl-CoA, which is essential for FAO (Houten
& Wanders, 2010). Consequently, reduced levels of acylcarnitines reveal an upregulation of
FAO. Interestingly, in schizophrenia, enhanced FAO has also been reported among 110 patients
and 190 healthy subjects (Yang et al., 2017). In line with our results, a meta-analysis of
peripheral metabolites showed an alteration of fatty acid metabolism in MDE patients (Pu et
al., 2021).

Second, we showed that plasma medium- and long-chain acylcarnitine levels
significantly increased over time after antidepressant treatment in depressed patients until a
normalization after 6 months of treatment. In preclinical studies using various rodent models of
depression, the antidepressant fluoxetine normalized plasma acylcarnitine alterations (Chen et
al., 2014; P. J. Hamilton et al., 2020; Xue et al., 2020). However, previous clinical data are still
contentious. In two samples of depressed patients treated with escitalopram or citalopram for 8
weeks, there were changes in acylcarnitine levels after treatment (Ahmed et al., 2020; Rotroff
etal., 2016; The MDPMC et al., 2021). Recently, decreased levels of medium- and long-chain
acylcarnitines and increased levels of short-chain acylcarnitines have been shown in a small
sample of 136 depressed patients (Ahmed et al., 2020; The MDPMC et al., 2021). Another
study exploring acylcarnitines in 53 MDE patients treated with ketamine or esketamine showed
increased plasma long chain acylcarnitine levels after treatment (Rotroff et al., 2016). Of note,
none of these studies had a control group of healthy subjects.

Third, we showed a negative correlation between medium- and long-chain

acylcarnitines and depression severity. Consistent results have been described previously for
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11 acylcarnitines, whereas we show a complete metabolomic profile (Liu et al., 2015).
Nevertheless, a previous study showed increased levels of acylcarnitines in MDE patients in
remission compared to HCs, whereas we show no difference in acylcarnitine levels according
to remission in MDE patients after antidepressant treatment, nor between MDE patients after
treatment and HCs (Mocking et al., 2021).

Finally, we found different changes according to the size of acylcarnitines, with short-
chain acylcarnitines on one hand and medium- and long-chain acylcarnitines on the other.
Similar differences were observed in previous studies that explored antidepressant effects on
acylcarnitines levels (Ahmed et al., 2020; The MDPMC et al., 2021), antipsychotic treatment
in psychotic disorders (Kriisa et al., 2017), autism (Frye et al., 2013) and neurological disorders
such as Parkinson’s disease (Saiki et al., 2017) and Alzheimer’s disease (Horgusluoglu et al.,
2021). Unlike medium- and long-chain fatty acids, short-chain fatty acids do not need the
carnitine shuttle to enter mitochondria. Moreover, short-chain acylcarnitines reflect the
metabolism of some amino acids, such as leucine, valine, or isoleucine (The MDPMC et al.,
2021). Consequently, they are less in line with FAO and should be further explored. Effects on
medium- and long-chain acylcarnitines were stronger among medium-chain acylcarnitines.
This result was consistent with those of previous studies showing that even medium-chain
acylcarnitines are the main biomarkers of FAO activity (Lehmann et al., 2010).

Relations between plasma acylcarnitine concentrations on the one hand and brain
metabolism and cerebral acylcarnitine concentrations on the other hand are still unclear
(Dambrova et al., 2022). Nevertheless, hypotheses can be raised and several mechanisms could
underly our results. Recent evidence suggests the implication of mitochondrial and energy
metabolic disturbances and a reduced metabolic flexibility in psychiatric disorders including
MDD (Lin & Beal, 2006; Moore et al., 1997). In preclinical models, depression-like behavior
is related to a decreased level of acetyl-CoA (the final product of FAO, which is important for
ATP production via the citric acid cycle) (Kubota et al., 2016; Xie et al., 2020) and consequently
decreased energy availability. In line with this hypothesis, decreased FAO could be expected
during MDE. Nevertheless, we observed an upregulation of FAO (Houten & Wanders, 2010).
This upregulation might be an attempt to restore acetyl-CoA levels. In the brain, the FAO is
largely based in astrocytes to support neurons, probably by regulating the concentrations of
cerebral neurotransmitters and should be further explored (Bartlett & Eaton, 2004; Souza et al.,
2019; White et al., 2020). Equally, the FAO is based in the hypothalamus (Lam et al., 2005).
Of note, MDD is known to be related with hypothalamic and astroglial abnormalities (Malhi &
Mann, 2018). Therefore, MDE could be related to FAO dysregulation in the brain. Moreover,
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during stress or cerebral diseases, there is an increased hepatic production of ketone bodies by
FAO upregulation to support brain metabolism (Jensen et al., 2020; McGarry et al., 1975).
Hence, the observed FAO upregulation in MDD could be systemic, as suggested by plasma
modifications of medium- and long-chain acylcarnitines (Supplemental Figure S1) (Saiki et al.,
2017). However, FAO upregulation leads to increased oxidative stress and inflammation
characterized by a production of reactive oxygen species (Jensen et al., 2020; White et al.,
2020), which could maintain the MDD.

The present study has some limitations. First, there were differences with respect to
socio-demographic characteristics and biological parameters between MDE patients and HCs.
Furthermore, patients were treated with different antidepressant classes. Thus, the models used
were adjusted on these potentially cofounding factors. Second, data regarding food intake were
not evaluated, though it could influence acylcarnitine concentrations. However, we showed in
a previous analysis of the same cohorts an increase in plasma L-carnitine (C0) levels in
depressed patients compared to HCs (Ait Tayeb et al., 2021). This result does not suggest a
deficiency in total carnitine levels (L-carnitine and acylcarnitines) in depressed patients, but
rather a change in metabolomic profiles. Even if a decreased appetite is observed in MDE, the
constant levels of total carnitines argue against acylcarnitine deficiency in the food intake of
depressed patients, and observed abnormalities were in line with FAO disturbances (Reuter &
Evans, 2012). Third, some metabolite levels were below the LLOQ and were either imputed for
analysis or were analyzed as qualitative variables. Fourth, targeted metabolomic profiles of
acylcarnitines were performed instead of a large-scale metabolomic profile. However, this
allowed for the study of a specific pathway with a clear rationale, the FAO. Moreover,
acylcarnitines are currently used in daily practice and could have earlier clinical implications
after replication and determination of specific pathologic thresholds adapter for MDD. Finally,
the attrition rate was high and could limit the power of the study. However, it is close to those
of other similar cohorts, like the STAR*D cohort (Trivedi et al., 2006).

This study has several strengths. First, the number of MDE patients compared to
controls is the largest to assess the whole metabolomic profile of plasma acylcarnitines. This
sample confers a reasonable confidence and generalizability of the results. Second, it is also a
naturalistic study of “real-life” patients, which reduces the gap between research and practice.
Third, it offers the first extensive quantification of plasma acylcarnitine metabolomic profiles
in depressed patients assessed in a central laboratory with controlled sampling and pre-
analytical procedures. Hence, it provides a reliable picture of FAO in depressed patients.

Finally, to the best of our knowledge, it is the first case-control study exploring the whole
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plasma metabolomic profiles of acylcarnitines in MDE in the context of MDD before and after
antidepressant treatment.

To conclude, this study is the largest to explore the association between acylcarnitine
metabolomic profiles, major depression, and long-term outcome after treatment. It provides
new insights into the biological mechanisms of major depression. MDE in the context of MDD
is associated with lower levels of plasma medium- and long-chain acylcarnitines, which are
normalized after treatment. These results suggest an implication of FAO in MDD and should
be further investigated.
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TABLES AND FIGURES

Healthy controls  Depressed patients p
Subject characteristics
Number of subjects (n) 893 460 <0.00001
Age (years) (m(SD)) 39.8 (18.6) 46.0 (13.0) <0.00001
Women (n (%)) 436 (48.8) 315 (68.6) <0.00001
BMI (kg/m2) (m(SD)) 23.1(2.4) 24.1 (5.0) <0.00001
Lipidic and glycemic profiles
Total cholesterol (mmol/l (SD)) 4,94 (1.12) 5.17 (1.14) <0.00001
Glycemia (mmol/l (SD)) 4.68 (0.60) 5.00 (1.07) <0.00001
MDD characteristics
MDD onset (years (m(SD)) - 35.4 (14.4)
Recurrent MDD (n (%)) - 362 (74.0)
HDRS-17 at baseline (m(SD)) - 24.0 (4.5)
MDD treatment (n (%))
SSRI - 175 (38.0)
SNRI - 177 (38.5)
TCA - 38 (8.3)
Others - 70 (15.2)

Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of healthy controls and
depressed patients at baseline. Student’s t-tests were performed to compared healthy
controls and depressed patients — BMI: Body mass index — MDD: Major depressive
disorder — HDRS-17: Hamilton Depression Rating Scale 17-Items — n: number of subjects

— SD: Standard deviation.
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Type of analyses

M li Abbreviation = —
etabolites bbreviations Quantitative  Qualitative

Short chain acylcarnitines

Propionylcarnitine C3 +
Hydroxypropionylcarnitine C3-OH +
Propenoylcarnitine C3:1 +
Butyrylcarnitine C4 +
Hydroxybutyrylcarnitine /Malonylcarnitine C4-OH (C3-DC) +
Butenylcarnitine C4:1 +
Valerylcarnitine C5 +
Glutarylcarnitine /Hydroxyhexanoylcarnitine ~ C5-DC (C6-OH) +
Methylglutarylcarnitine C5-M-DC +
Hydroxyvalerylcarnitine C5-OH (C3-DC- +
/Methylmalonylcarnitine M)

Tiglylcarnitine C5:1 +
Glutaconylcarnitine C5:1-DC +

Medium chain acylcarnitines
Hexanoylcarnitine C6 (C4:1-DC) +
Hexenoylcarnitine C6:1 +
Pimeloylcarnitine C7-DC +
Octanoylcarnitine C8 +
Nonaylcarnitine C9 +
Decanoylcarnitine C10 +
Decenoylcarnitine C10:1 +
Decadienylcarnitine C10:2 +
Laurylcarnitine /Dodecanoylcarnitine C12 +
Dodecanedioylcarnitine C12-DC +
Dodecenoylcarnitine C12:1 +
Long chain acylcarnitines

Tetradecanoylcarnitine C14 +
Tetradecenoylcarnitine Cl4:1 +
Hydroxytetradecenoylcarnitine C14:1-OH +
Tetradecadienylcarnitine Cl14:2 +
Hydroxytetradecadienylcarnitine C14:2-OH +
Palmitoylcarnitine /Hexadecanoylcarnitine C16 +
Hydroxyhexadecanoylcarnitine C16-OH +
Hexadecenoylcarnitine Cle6:1 +
Hydroxyhexadecenoylcarnitine C16:1-OH +
Hexadecadienylcarnitine Cl6:2 +
Hydroxyhexadecadienylcarnitine C16:2-OH +
Stearoylcarnitine / Octadecanoylcarnitine C18 +
Oleoylcarnitine/ Octadecenoylcarnitine ci18:1 +
Hydroxyoctadecenoylcarnitine C18:1-OH +
Octadecadienylcarnitine C18:2 +

Table 2. The 38 acylcarnitines studied. Abbreviations were the name of acylcarnitines in the form
“C(n)” — Quantitative analyses were performed for metabolites with <40% of measurements under
the lower limit of quantification in healthy controls and depressed patients at baseline, 3 months,
and 6 months — Qualitative analyses were performed for other metabolites.
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Coefficient (change/months) 95CI p

Short chain acylcarnitines

C3 0.006 [-0.003 — 0.015] 0.22

C4 0.019 [0.008 — 0.029] 0.0006

C4-OH -0.026 [-0.043 —-0.010] 0.002

C5 0.007 [-0.004 — 0.018] 0.19
Medium chain acylcarnitines

C6 0.031 [0.017 — 0.045] 1.3E-5

C9 0.030 [0.017 —0.043] 8.0E-6

C10 0.063 [0.046 —0.081] 1.6E-12
Long chain acylcarnitines

Cl4:1 0.050 [0.038 — 0.061] <2E-16

C16 0.020 [0.011 - 0.030] 1.7E-5

C18 0.022 [0.012 - 0.032] 1.8E-5

C18:1 0.006 [-0.005 - 0.017] 0.29

C18:2 0.004 [-0.007 — 0.014] 0.50

Table 3. Mixed model analyses for repeated measures for plasma levels of
acylcarnitines in depressed patients over time. Mixed model analyses were adjusted for
age, gender, BMI at baseline, HDRS at baseline, blood total cholesterol at baseline,
glycemia at baseline and antidepressant class — Metabolite concentrations were log2
transformed — CI: Confidence interval — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 —
Bold p-value: Significance after Bonferroni corrections.
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MDE patients at baseline MDE patients at M3 MDE patients at M6
vs. controls vs. controls vs. MDE patients at baseline vs. controls vs. MDE patients at baseline

Metabolites Difference Difference Change Difference Change

c3

C3-OH

€31

c4

C4-OH (C3-DC)

Cc4:1

C5

€5-DC (C6-OH)

€5-M-DC

C5-OH (C3-DC-M)

c5:1

€5:1-DC

C6 (C4:1-DC)

c6:1

C7-DC

c8

c9

c10

clo:1

c10:2

c12

C12-DC

c12:1

c14

cl4:1

C14:1-OH

C14:2

C14:2-OH

C16

C16-OH

cl6:1

C16:1-OH

C16:2

C16:2-OH

ci8

cis:1

C18:1-OH

C18:2
Figure 1. Plasma levels of acylcarnitines in healthy controls and in depressed patients during the follow-up. Logistic regression adjusted for age, gender, BMI, HDRS score, total blood
cholesterol, glycemia and antidepressant class were performed for qualitative variables — Linear regression adjusted for age, gender, BMI, HDRS scores, total blood cholesterol, glycemia and
antidepressant class were performed for quantitative variables — MDE: Major depressive episode — M3: at 3 months — M6: at 6 months — Metabolite abbreviations and quantitative/qualitative
variables are defined in Table 2 — = Statistically lower/decreased — == Statistically higher/increased — ... No statistical difference — *: Significance after Bonferroni corrections (p<0.00131) —
**: p<0.0001 — ***: p<0.00001.

Short chain acylcamitines

Medium chain acylcarnitines
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Figure 2. Correlation plot of acylcarnitines and depression severity in depressed
patients. Blue represents positive correlations and red represents negative correlations —
Acylcarnitine concentrations were log transformed — The first cluster (C3, C4, C4-OH, C5)
was short-chain acylcarnitines — The second cluster (C6, C9, C10, C14:1, C16, C18, C18:1,
C18:2) was medium- and long-chain acylcarnitines — The third cluster (HDRS-17, QIDS-
SR) was scales of depression severity — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 —
MDE: Major depressive episode — HDRS-17: 17-item Hamilton Depression Rating Scale —
QIDS-SR: Quick Inventory of Depressive Symptomatology-Self-Report.
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SUPPLEMENTAL DATA

Antidepressant drugs

Patients (n (%))

SSRI 175 (38.0)
Paroxetine 28 (6.1)
Fluoxetine 12 (2.6)
Escitalopram 74 (16.1)
Citalopram 44 (9.6)
Sertraline 17 (3.7)

SNRI 177 (38.5)
Duloxetine 14 (3.0)
Venlafaxine 162 (35.2)
Milnacipran 1(0.2)

TCA 38 (8.3)
Clomipramine 31 (6.7)
Amoxapine 1(0.2)
Amitriptyline 5(1.1)
Imipramine 1(0.2)

Others 70 (15.2)
Mianserine 5(1.1)
Mirtazapine 23 (5.0)
Tianeptine 2(0.4)
Iproniazid 5(1.1)
Moclobemide 1(0.2)
Agomelatine 12 (2.6)
Physical treatment (ECT or rTMS) 22 (4.8)

Supplemental Table S1. Antidepressant treatment received by patients in the
METADAP cohort. SSRI: Selective Serotonin Reuptake Inhibitors — SNRI: Serotonin-
Norepinephrine Reuptake Inhibitors — TCA: Tricyclic Antidepressant — ECT:
Electroconvulsive therapy — rTMS: Repetitive Transcranial Magnetic Simulation.
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Healthy controls (n=893)

MDE patients at baseline (n=460)

MDE patients at M3

MDE patients at M6

(n=238) (n=173)
Metabolites Values (m(SD)) Values (m(SD)) Values (m(SD)) Values (m(SD))
Short chain acylcarnitines
C3 0.34 (0.10) 0.35(0.13) 0.36 (0.14) 0.35(0.12)
C4 0.22 (0.09) 0.23 (0.13) 0.26 (0.19) 0.25 (0.12)
C4-OH 0.04 (0.02) 0.05 (0.02) 0.04 (0.02) 0.04 (0.03)
C5 0.14 (0.04) 0.13 (0.04) 0.13 (0.05) 0.13 (0.05)
Medium chain acylcarnitines
C6 0.06 (0.02) 0.05 (0.02) 0.06 (0.03) 0.06 (0.02)
C9 0.08 (0.03) 0.08 (0.03) 0.09 (0.03) 0.09 (0.03)
C10 0.32 (0.14) 0.22 (0.11) 0.27 (0.13) 0.28 (0.13)
Long chain acylcarnitines
Cl4:1 0.13 (0.04) 0.10 (0.04) 0.12 (0.14) 0.12 (0.04)
C16 0.11 (0.03) 0.09 (0.03) 0.10 (0.03) 0.10 (0.02)
C18 0.04 (0.01) 0.04 (0.01) 0.04 (0.01) 0.04 (0.01)
C18:1 0.12 (0.03) 0.11 (0.04) 0.11 (0.03) 0.11 (0.03)
C18:2 0.05 (0.02) 0.04 (0.01) 0.04 (0.01) 0.04 (0.01)

Supplemental Table S2. Plasma concentration values of acylcarnitines in healthy controls and MDE patients during follow-up. M3: at 3
months — M6: at 6 months — m: mean — SD: Standard deviation — Metabolite concentrations were not log2 transformed to facilitate comparison
with laboratory standards — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 — Values are in pM.
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MDE patients at baseline vs.

Healthy controls

MDE patients at M3 vs.

Healthy controls

MDE patients at M6 vs.

Healthy controls

Estimated difference

Estimated difference

Metabolites Estimated difference (SE) p (SE) (SE) p
Short chain acylcarnitines
C3 0.02 (0.02) 0.31 0.05 (0.03) 0.07 0.00 (0.03) 0.93
C4 0.03 (0.03) 0.36 0.17 (0.04) 0.0002 0.12 (0.05) 0.01
C4-OH 0.26 (0.03) 9.4E-15 0.17 (0.04) 4.5E-5 0.08 (0.05) 0.08
C5 -0.19 (0.02) 1.4E-14 -0.17 (0.03) 1.5E-7 -0.18 (0.04) 6.5E-7
Medium chain acylcarnitines
C6 -0.24 (0.03) 5.5E-14 -0.07 (0.04) 0.11 -0.08 (0.05) 0.09
C9 -0.04 (0.03) 0.20 0.16 (0.04) 5.5E-6 0.15 (0.04) 0.0002
C10 -0.58 (0.04) <2E-16 -0.25 (0.05) 1.7E-7 -0.17 (0.05) 0.002
Long chain acylcarnitines
Cl4:1 -0.40 (0.03) <2E-16 -0.15 (0.03) 1.4E-5 -0.09 (0.04) 0.03
C16 -0.24 (0.02) <2E-16 -0.15 (0.03) 7.4E-9 -0.12 (0.03) 5.4E-5
C18 -0.17 (0.02) 1.6E-14 -0.10 (0.03) 0.0006 -0.05 (0.03) 0.15
C18:1 -0.15 (0.03) 4.1E-9 -0.14 (0.03) 1.5E-5 -0.09 (0.03) 0.02
C18:2 -0.26 (0.03) <2E-16 -0.26 (0.04) 3.8E-11 -0.20 (0.04) 8.9E-6

Supplemental Table S3. Difference of plasma levels of acylcarnitines between healthy controls and MDE patients during the follow-up.
Linear regression adjusted for age, gender, total blood cholesterol, glycemia and BMI were performed — M3: at 3 months — M6: at 6 months —
SE: Standard error — Metabolite concentrations were log2 transformed — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 — Bold p-value:
Significance after Bonferroni corrections. As reported in table 1 and in the “Material and methods” section, these acylcarnitine species were

analyzed as quantitative variables.
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Metabolites Healthy controls MDE patients p-value MDE patients p-value p-value MDE patients p-value p-value
(n=893) at baseline (n=460) at M3 (n=238) Control Baseline at M6 (n=173) Control Baseline
Short chain acylcarnitines
C3-OH (%(n)) 99.9 (892) 99.3 (457) 0.99 97.9 (233) 0.99 0.15 98.8 (171) 0.88 0.60
C3:1 (%(n)) 98.0 (875) 79.6 (366) <2E-16 77.7 (185) <2E-16 0.40 80.3 (139) 1.4E-11 0.63
C4:1 (%(n)) 88.9 (794) 60.2 (277) <2E-16 65.1 (155) 4.6E-15 0.35 61.8 (107) 3.3E-12 0.58
C5-DC (%(n)) 70.9 (632) 50.4 (232) 2.9E-13 48.3 (115) 2.0E-12 0.35 53.2 (92) 2.7E-6 0.51
C5-M-DC (%(n)) 89.9 (802) 85.0 (391) 0.03 84.5 (201) 0.02 0.89 86.7 (150) 0.31 0.54
C5-OH (%(n)) 75.1 (669) 42.2 (194) <2E-16 42.9 (102) <2E-16 0.76 445 (77) 1.8E-13 0.67
C5:1 (%(n)) 98.5 (879) 94.8 (436) 0.002 95.8 (228) 0.01 0.51 96.0 (166) 0.14 0.35
C5:1-DC (%(n)) 92.2 (822) 80.2 (369) 3.1E-8 80.3 (191) 6.9E-9 0.79 82.7 (143) 0.004 0.18
Medium chain acylcarnitines
C6:1 (%(n)) 92.7 (828) 83.3 (383) 3.2E-6 85.3 (203) 0.0004 0.67 86.1 (149) 0.02 0.28
C7-DC (%(n)) 41.4 (370) 79.1 (364) <2E-16 70.1 (167) 1.5E-10 0.04 75.1 (130) 1.1E-9 0.48
C8 (%(n)) 38.0 (339) 51.3 (236) 8.3E-8 33.2(79) 0.33 0.0002 36.4 (63) 0.55 0.005
C10:1 (%(n)) 86.8 (775) 91.1 (419) 0.05 84.9 (202) 0.46 0.04 88.4 (153) 0.77 0.26
C10:2 (%(n)) 97.4 (870) 92.8 (427) 0.0001 89.5 (213) 5.4E-6 0.14 90.8 (157) 9.2E-5 0.24
C12 (%(n)) 47.7 (426) 72.4 (333) 3.7E-15 51.7 (123) 0.49 45E-5 48.0 (83) 0.33 1.9E-6
C12-DC (%0(n)) 100 (893) 100 (460) - 100 (238) - - 100 (174) - -
C12:1 (%(n)) 77.5 (692) 92.8 (427) 3.7E-9 88.7 (211) 0.02 0.10 90.2 (156) 0.01 0.38
Long chain acylcarnitines
C14 (%(n)) 51.1 (456) 78.5 (361) <2E-16 56.3 (134) 0.13 3.1E-7 59.0 (102) 0.04 0.0001
C14:1-OH (%(n)) 56.4 (504) 94.8 (436) <2E-16 89.1 (212) 9.9E-15 0.01 91.3 (158) 3.2E-12 0.30
C14:2 (%(n)) 12.3 (110) 42.0 (193) <2E-16 24.8 (59) 0.0001 0.0001 20.8 (36) 0.13 2.9E-5
C14:2-OH (%(n)) 78.9 (704) 92.4 (425) 7.5E-8 89.1 (212) 0.02 0.09 93.6 (162) 0.0002 0.39
C16-OH (%(n)) 89.1 (796) 95.7 (440) 0.0001 95.8 (228) 0.003 0.97 97.1 (168) 0.004 0.41
C16:1 (%(n)) 84.3 (753) 93.0 (428) 2.2E-6 89.5 (213) 0.03 0.31 92.5 (160) 0.03 0.82
C16:1-OH (%(n)) 74.5 (665) 90.9 (418) 3.6E-10 88.7 (211) 0.0003 0.28 87.3 (151) 0.002 0.32
C16:2 (%(n)) 78.9 (705) 90.7 (417) 1.5E-7 86.1 (205) 0.07 0.06 89.6 (155) 0.01 0.77
C16:2-OH (%(n)) 100 (893) 98.5 (7) 0.99 99.2 (236) 1.00 0.57 100 (173) 1.00 0.99
C18:1-OH (%(n)) 99.9 (892) 99.3 (457) 0.08 99.6 (237) 0.15 0.89 100 (173) 1.00 1.00

Supplemental Table S4. Numbers of subjects under the lower limit of quantification for acylcarnitines in healthy controls and MDD patients during the follow-up. Logistic regression
adjusted for age, gender, BMI, total blood cholesterol, glycemia and antidepressant class were performed — MDE: Major depressive episode — M3: at 3 months — M6: at 6 months — n: number
of subjects — P control: compared to healthy controls — P baseline: compared to MDE patients at baseline — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 — Bold p-value: Significance after
Bonferroni corrections. As reported in table 1 and in the “Material and methods” section, these acylcarnitine species were analyzed as qualitative variables.
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Metabolites rho p Adjusted-p

Correlation with HDRS total score

C3 -0.079 0.02 0.21
C4 -0.099 0.003 0.02
C4-OH 0.110 0.001 0.02
C5 -0.058 0.09 0.65
C6 -0.105 0.002 0.02
C9 -0.141 3.1E-5 2.9E-5
C10 -0.201 2.3E-9 3.9E-7
Cil4:1 -0.247 1.9E-13 1.1E-7
C16 -0.116 0.0006 0.05
C18 -0.129 0.0001 0.01
C18:1 -0.015 0.67 0.62
C18:2 -0.006 0.86 0.84
Correlation with QIDS-SR total score
C3 -0.092 0.008 0.02
C4 -0.065 0.06 0.13
C4-OH 0.084 0.01 0.24
C5 -0.049 0.15 0.64
C6 -0.099 0.004 0.007
C9 -0.169 71.2E-7 1.7E-6
C10 -0.206 1.5E-9 5.4E-9
Cil4:1 -0.215 2.4E-10 1.2E-8
C16 -0.133 1.0E-4 0.003
C18 -0.165 1.5E-6 0.0002
Ci18:1 -0.042 0.22 0.28
C18:2 -0.041 0.23 0.49

Supplemental Table S5. Correlation between HDRS total score, QIDS-SR total score
and plasma acylcarnitine levels in depressed patients at baseline, M3 and M6.
Spearman’s correlation tests were performed for bivariate analyses — Linear regressions
adjusted for age, gender, BMI, blood total cholesterol and glycemia were performed for
multivariate analyses — Acylcarnitine concentrations were log2 transformed — HDRS:
Hamilton Depression Rating Scale — QIDS-SR: Quick Inventory of Depressive Symptoms-
Self-Report — Bold p-value: Significance after Bonferroni corrections.
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MDE patients at M3 vs.
MDE patients at baseline

MDE patients at M6 vs.
MDE patients at baseline

Metabolites Estimated change (SE) p Estimated change (SE) p
Short chain acylcarnitines
C3 0.01 (0.01) 0.39 -0.00 (0.01) 0.83
C4 0.04 (0.02) 0.01 0.01 (0.01) 0.15
C4-OH -0.03 (0.02) 0.05 -0.03 (0.01) 0.002
C5 0.01 (0.01) 0.61 -0.00 (0.01) 0.93
Medium chain acylcarnitines
C6 0.04 (0.01) 0.003 0.02(0.01) 0.03
C9 0.06 (0.01) 7.9E-6 0.03 (0.01) 0.0005
C10 0.09 (0.02) 7.7E-7 0.05 (0.01) 2.TE-7
Long chain acylcarnitines
Cl4:1 0.06 (0.01) 5.6E-7 0.04 (0.01) 5.7E-8
C16 0.01 (0.01) 0.19 0.01 (0.01) 0.10
C18 0.02 (0.01) 0.12 0.01 (0.01) 0.02
C18:1 -0.01 (0.01) 0.44 0.00 (0.01) 0.96
C18:2 -0.01 (0.01) 0.60 0.00 (0.01) 0.93

Supplemental Table S6. Changes of plasma levels of acylcarnitines in depressed patients during the follow-up. Linear regression adjusted
for age, gender, BMI, total blood cholesterol, glycemia and antidepressant class were performed — M3: at 3 months — M6: at 6 months — SE:
Standard error — Metabolite concentrations were log2 transformed — Metabolite abbreviations are defined in Table 2 — Bold p-value: Significance

after Bonferroni corrections
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Responders vs. non-responders at M3 Remitters vs. non-remitters at M3

Metabolites Estimated difference (SE) p Estimated difference (SE) p
Acylcarnitines at baseline
C3 -0.15 (0.30) 0.63 -0.03 (0.33) 0.92
C4 -0.50 (0.22) 0.02 -0.17 (0.24) 0.48
C4-OH -0.18 (0.22) 0.41 -0.04 (0.24) 0.86
C5 -0.13 (0.32) 0.69 0.05 (0.35) 0.89
C6 -0.13 (0.27) 0.63 -0.68 (0.31) 0.03
C9 0.03 (0.27) 0.92 0.35 (0.30) 0.25
C10 -0.19 (0.22) 0.40 -0.12 (0.25) 0.63
Cl4:1 -0.31 (0.34) 0.37 -0.24 (0.38) 0.52
C16 0.34 (0.39) 0.39 -0.40 (0.43) 0.35
C18 0.25 (0.34) 0.46 0.12 (0.37) 0.74
C18:1 -0.08 (0.30) 0.80 -0.36 (0.33) 0.28
C18:2 -0.44 (0.33) 0.18 -0.43 (0.36) 0.22
Acylcarnitines at M3

C3 0.20 (0.31) 0.52 -0.17 (0.34) 0.62
C4 -0.38 (0.21) 0.07 -0.21 (0.23) 0.36
C4-OH -0.30 (0.22) 0.18 -0.28 (0.25) 0.27
C5 0.29 (0.30) 0.33 -0.09 (0.32) 0.77
C6 -0.61 (0.26) 0.02 -0.62 (0.29) 0.03
C9 -0.35 (0.31) 0.27 -0.05 (0.34) 0.88
C10 -0.47 (0.22) 0.03 -0.26 (0.24) 0.28
Cl4:1 -0.29 (0.33) 0.38 -0.36 (0.36) 0.32
C16 0.16 (0.38) 0.68 -0.73 (0.42) 0.08
C18 -0.02 (0.35) 0.96 -0.13 (0.37) 0.72
C18:1 -0.46 (0.33) 0.17 -0.64 (0.37) 0.08
C18:2 -0.49 (0.33) 0.14 -0.48 (0.34) 0.17

Supplemental Table S7. Acylcarnitine levels according to response and remission status at M3. Linear regression adjusted for age, gender,
BMI, total blood cholesterol, glycemia and antidepressant class were performed — Acylcarnitine concentrations were log2 transformed — M3: At
3 months — SE: Standard Error — Response was a decrease of at least 50% from baseline in the HDRS score — Remission was a HDRS score
lower or equal to 7 — The absence of Bold P-value indicates the absence of significance after Bonferroni corrections.
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Responders vs. non-responders at M6 Remitters vs. non-remitters at M6

Metabolites Estimated difference (SE) p Estimated difference (SE) p
Acylcarnitines at baseline
C3 -0.20 (0.37) 0.59 0.27 (0.35) 0.45
C4 -0.05 (0.29) 0.87 0.26 (0.27) 0.33
C4-OH -0.36 (0.29) 0.21 -0.40 (0.27) 0.14
C5 0.24 (0.41) 0.55 0.37 (0.39) 0.34
C6 -0.37 (0.34) 0.28 -0.39 (0.33) 0.24
C9 -0.16 (0.35) 0.66 -0.02 (0.32) 0.95
C10 0.11 (0.29) 0.70 -0.08 (0.29) 0.79
Cl4:1 0.13 (0.44) 0.76 0.02 (0.41) 0.96
C16 0.22 (0.51) 0.66 0.40 (0.48) 0.41
C18 0.31 (0.45) 0.49 0.07 (0.44) 0.88
Ci18:1 -0.04 (0.40) 0.92 0.19 (0.38) 0.61
C18:2 -0.27 (0.40) 0.51 -0.07 (0.38) 0.84
Acylcarnitines at M6

C3 0.40 (0.42) 0.35 0.75 (0.40) 0.06
C4 -0.05 (0.31) 0.87 0.10 (0.29) 0.72
C4-OH -0.02 (0.28) 0.92 0.27 (0.26) 0.31
C5 -0.21 (0.35) 0.54 0.18 (0.34) 0.59
C6 -0.23 (0.34) 0.51 0.13(0.31) 0.68
C9 0.11 (0.37) 0.77 0.67 (0.36) 0.06
C10 0.02 (0.28) 0.95 0.08 (0.25) 0.75
Cl4:1 0.03 (0.44) 0.95 0.09 (0.41) 0.82
C16 0.15 (0.50) 0.77 0.70 (0.48) 0.14
C18 -0.26 (0.39) 0.51 0.64 (0.38) 0.09
C18:1 -0.92 (0.46) 0.05 -0.21 (0.40) 0.60
C18:2 -0.13 (0.40) 0.74 0.08 (0.37) 0.84

Supplemental Table S8. Acylcarnitine levels according to response and remission status at M6. Linear regression adjusted for age, gender,
BMI, total blood cholesterol, glycemia and antidepressant class were performed — Acylcarnitine concentrations were log2 transformed — M6: At
6 months — SE: Standard Error — Response was a decrease of at least 50% from baseline in the HDRS score — Remission was a HDRS score
lower or equal to 7 — The absence of Bold P-value indicates the absence of significance after Bonferroni corrections.
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Supplemental Figure S1. Simplified representation of roles of acylcarnitines in fatty acid B-oxidation. Carnitines allow the carrier of medium and long chain fatty acids (acyl- moieties)
into the mitochondrial matrix thought its acylcarnitine form. In case of deficiency of acyl-CoA (for example, in increased fatty acid p-oxidation), acylcarnitines provide acyl- moieties to
coenzyme A (CoA) to reconstitute acyl-CoA and releases the L-carnitine. In case of excess of acyl-CoA (for example in decreased fatty acid f-oxidation), L-carnitine retrieves the acyl moieties
to constitute acylcarnitines and releases CoA. CPT: Carnitine Palmitoyltransferase. CAT: Carnitine Acetyltransferase. TCA: Tricarboxylic acid cycle. The black font metabolites were evaluated
in this work. The grey font metabolites were not evaluated in the present study.
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Supplemental Figure S2. Receiver operating characteristic curves for acylcarnitines
with significant differences between healthy controls and depressed patients. ROC:

Receiver operating characteristic — AUC: Aera under the curve — Metabolite abbreviations
are defined in Table 2.
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Supplemental Figure S3. Correlation plot of acylcarnitines in healthy controls. Blue
represents positive correlations and red represents negative correlations — Acylcarnitine
concentrations were log2 transformed — The first cluster (C3, C4, C4-OH, C5) was short
chain acylcarnitines — The second cluster (C6, C9, C10, C14:1, C16, C18, C18:1, C18:2)
was medium and long chain acylcarnitines —Metabolite abbreviations are defined in Table
2
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V. QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION

1V.1. Synthése des résultats

Les principaux résultats sont présentés dans la Figure 8.
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Figure 8. Syntheéses des différentes associations identifiées dans la these. A : Associations
recherchées dans I’EDC avant traitement antidépresseur — B : Associations recherchées apres
traitement antidépresseur dans ’EDC — CoA : Coenzyme A — ALC : Acétyl-L-Carnitine —
CTE : Chaine de transport des électrons — CRP : C-reactive protein — En bleu : les parametres
évalués dans la these — 7 : Augmentation dans le plasma — v : Diminution dans le plasma —
=: Normalisation aprés traitement antidépresseur — +: Association retrouvée — X : Absence

d’association retrouvée.
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Les objectifs principaux de ce travail étaient d’étudier 1’association de différents
biomarqueurs périphériques du métabolisme mitochondrial, dans la physiopathologie de 'EDC
dans un contexte de TDC dans un premier temps, puis dans la réponse a un traitement
antidépresseur chez les patients déprimés dans un second temps.

Pour le premier objectif explorant les liens entre stress oxydatif et dépression, I’enzyme
MnSOD (codée par SOD2 et assurant la réaction de dismutation de 1’0O2” en H20>) a été étudiee.
L’analyse du polymorphisme génétique de SOD2 (rs4880) n’a retrouvé aucune association
entre celui-ci et la depression. En effet, la fréquence allélique mineure est comparable a celle
de la population générale, et les patients porteurs de 1’alléle muté ne présentent pas d’EDC plus
sévere que ceux qui en sont dépourvus. Enfin, le polymorphisme étudié de SOD2 n’est associé
ni a la réponse clinique, ni a la réponse biologique inflammatoire, aprés un traitement
antidépresseur chez les patients déprimes.

Concernant le second objectif de ce travail, il a été mis en évidence des associations
entre les concentrations plasmatiques de L-carnitine, de I’ALC et la présence d’une dépression.
11 a été retrouvé chez les patients souffrant d’'un EDC une plus faible concentration en ALC et
une plus grande concentration en L-carnitine par rapport aux sujets sains. De plus, chez les
patients souffrant d’'un EDC, la concentration plasmatique de I’ALC était inversement
proportionnelle a I’intensité des symptomes dépressifs, alors que la concentration plasmatique
de la L-carnitine était proportionnelle a ceux-ci. Par la suite, un traitement antidépresseur de six
mois se voit associé a une normalisation progressive de ces paramétres chez les patients
déprimés, jusqu’a disparition des différences avec les sujets sains. Enfin, ces parametres a
I’inclusion sont associés a la réponse clinique apreés trois mois de traitement chez les patients
ayant un EDC.

Enfin, pour le troisieme et ultime objectif de la thése, les liens entre ’EDC et la B-
oxydation des acides gras, estimée a 1’aide des concentrations plasmatiques des acylcarnitines,
ont été explorés. Des associations entre le profil métabolomique des acylcarnitines et la
dépression ont été retrouvées. Une diminution des concentrations plasmatiques des
acylcarnitines & chaines moyennes et longues apparait associée a la présence d’un EDC par
rapport aux sujets sains, suggérant une augmentation de la -oxydation des acides gras chez les
patients déprimés. De méme, ces modifications sont associées a la sévérité de la
symptomatologie dépressive. A la suite d’un traitement antidépresseur, une normalisation
progressive des différentes acylcarnitines est mise en évidence chez les patients deprimés.
Néanmoins, les concentrations plasmatiques d’acylcarnitines ne semblent pas associées a la

réponse clinique des patients souffrant d’un EDC aprés un traitement antidépresseur.
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1V.2. Dépression et stress oxydatif

Depuis plusieurs années, le stress oxydatif apparait comme un facteur de variabilité
incontournable dans différentes pathologies, notamment celles ayant une composante
inflammatoire (Sies et Jones 2020). Actuellement, de nombreuses données, ayant notamment
permit I’identification de potentiels biomarqueurs, suggeérent une influence majeure du stress
oxydatif dans la physiopathologie du TDC, mais également dans d’autres pathologies comme
la schizophrénie (Bhatt, Nagappa, et Patil 2020 ; Ann Gardner et Boles 2011; Rambaud et al.
2022). Ce stress oxydatif serait associé a une inflammation cérébrale et systémique (Ann
Gardner et Boles 2011 ; C. A. Kohler et al. 2017 ; Malhi et Mann 2018 ; Sies et Jones 2020).
Ces anomalies du stress oxydatif ont été identifiées dans divers tissus (plasma, hématies, urine,
LCS, cerveau) chez les patients souffrant d’un EDC (T. Liu et al. 2015).

La MnSOD, codée par le gene SOD2, est la premiére barriére contre le stress oxydatif
dans I’organisme, en réalisant la réaction de dismutation de 1’02 en H>O> dans la mitochondrie
(Zou et al. 2017). Cependant, nous ne sommes pas parvenus a mettre en évidence une
association entre le polymorphisme génétique le plus fréquent de SOD2 (rs4880) et les réponses
cliniques et inflammatoires aux antidépresseurs dans le TDC. Ces résultats ne sont pas
inattendus deés lors que, dans les modeles animaux de dépression comme chez les patients
souffrant d’un EDC dans un contexte de TDC, les associations entre 1’expression et 1’activité
des SODs d’une part, la dépression et/ou la réponse aux traitements d’autre part, sont
inconsistantes (Behr et al. Frey 2012 ; Lopresti et al. 2014).

Dans une étude in vitro, le variant allélique Val du rs4880 de SOD2 implique une
enzyme de 30 a 40% moins fonctionnelle que I’allele Ala dans des hépatocytes de rats. De plus,
le variant Val provoque un transport plus lent de I’enzyme vers la matrice mitochondriale, les
précurseurs ayant tendance a passer moins facilement les deux membranes de la mitochondrie
(Bresciani, da Cruz, et Gonzélez-Gallego 2015). Toujours dans une étude in vitro, dans les
cellules mononuclées sanguines périphériques (PBMC) provenant de volontaires sains, le
variant Val du rs4880 est associé a une augmentation du taux des cytokines pro-inflammatoires
(IL-1, IL-6, Interféron gamma, TNF-alpha) par rapport au variant Ala dans le milieu de culture.
A Dinverse, le méme variant est associé a des taux réduits d’IL-10, une interleukine anti-
inflammatoire (Montano et al. 2012).

Chez ’Homme, les données sont controversées. Dans les érythrocytes, I’activité des
SODs est augmentée chez les patients déprimeés par rapport aux contréles. Apres un traitement
antidépresseur, ’activité des SODs diminue jusqu’a se normaliser (Bilici et al. 2001 ; Kotan et

al. 2011 ; Sarandol et al. 2007). Dans le sérum, des données suggérent aussi une augmentation
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de Dactivité des SODs chez les patients déprimés avant traitement par rapport aux
contréles (Khanzode et al. 2003 ; Tsai et Huang 2016), ainsi qu’une normalisation apres
traitement antidépresseur (Khanzode et al. 2003). A I’inverse, des études suggerent, toujours
dans le sérum, une diminution de I’activité des SODs chez les patients souffrant d’un EDC
avant traitement, par rapport aux sujets sains. Dans ces études, une normalisation de celle-ci est
retrouvee apres traitement antidépresseur (Herken et al. 2007 ; Stefanescu et Ciobica 2012).

I1 est important de préciser que chez I’Homme, les études précédentes n’explorent pas
spécifiquement la MnSOD mais 1’activité globale des différentes SODs, donc la MnSOD mais
aussi la Cu/ZnSOD et ’ECSOD. Les études ciblant la MnSOD sont moins nombreuses et
demeurent peu consensuelles. Au niveau central, I’é¢tude post-mortem de Michel et al., n’a pas
montré de différence pour I’expression de la MnSOD dans le cortex préfrontal et I’hippocampe
(Michel et al. 2007). Dans une autre étude post-mortem, une diminution de I’expression de la
MnSOD est retrouvée dans les oligodendrocytes du systeme limbique et du cortex frontal des
patients déprimés par rapport aux contréles (Szebeni et al. 2014). 11 n’y avait pas de différence
significative mise en évidence dans les astrocytes. Dans une autre publication récente, des
résultats comparables sont retrouvés dans les oligodendrocytes du cortex occipital et du tronc
cérébral de patients souffrant d’'un EDC dans un contexte de TDC (Chandley et al. 2022).
L’absence de différence observée dans les astrocytes pourrait s’expliquer par la faible
expression de la MnSOD dans ceux-ci (Lindenau et al. 2000). Enfin, dans le sérum, une
diminution de I’expression de la MnSOD est retrouvée chez les patients déprimés par rapport
aux sujets sains (Talarowska et al. 2014).

Comme pour I’expression de la MnSOD, I’association entre le polymorphisme
génétique du SOD2 (rs4880) et la dépression n’est pas consensuelle (EIbozan Cumurcu et al.
2013 ; Galecki et al. 2010 ; Pae et al. 2006 ; Wigner et al. 2018). Récemment, une publication
a retrouveé le génotype Val/Val du rs4880 de SOD2 comme un facteur de risque de ’EDC du
sujet &gé chez 115 patients déprimés contre 497 contr6les (Cruz Jung et al. 2020). Cependant,
il est a noter que toutes les études associant ce polymorphisme a I’EDC ont des effectifs
restreints, la plus grande incluant seulement 281 patients déprimés comparés a 229 sujets
contréles (Gatecki et al. 2010 ; Wigner et al. 2018).

Concernant la réponse au traitement, le polymorphisme génétique rs4880 de SOD2 est
associe aux réponses cliniques/inflammatoires a la rosuvastatine dans 1’hypercholestérolémie,
une pathologie qui présente des anomalies inflammatoires et du stress oxydatif (Duarte et al.
2016). Ce polymorphisme est également associé a I’apparition d’effets indésirables apres un

traitement psychotrope. Ainsi, le polymorphisme génétique rs4880 de SOD2 semble favoriser
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I’hépatotoxicité des dérivés du valproate (Ogusu et al. 2014 ; Saruwatari et al. 2012) et
I’apparition de dyskinésie tardive aprés un traitement par antipsychotiques (Hori et al. 2000).
Cependant, ces associations sont aussi controversees (Zai et al. 2010).

Notre hypothese principale reposait sur les travaux du Duarte et al., notre publication
restant la seule a notre connaissance a avoir étudié ce polymorphisme dans la réponse aux
traitements antidépresseurs (Duarte et al. 2016). Néanmoins, ce polymorphisme n’a jamais été
identifié dans les études d’association pangénomique sur la réponse aux antidépresseurs (Fabbri
et al. 2018). Il est a noter que I’absence de significativité ou de réplication est courante dans les
¢tudes d’associations de type « géne candidat » dans le TDC (Kendall et al. 2021). Enfin,
d’autres polymorphismes génétiques ayant un retentissement fonctionnel du SOD2 pourraient
étre recherchés mais leurs MAF semblent trop rares pour pouvoir montrer un intérét dans des
¢tudes d’association de type « gene candidat » dans la dépression (Gatecki et al. 2010).

Chez I’animal, les données sont plus consensuelles. La production de ROS, dont I’ion
superoxyde, est communément augmentée (Lucca et al. 2009a) au sein des différentes régions
cérébrales (hippocampe, cortex préfrontal, striatum, ...) dans les modeles de dépression.
L’augmentation de la concentration de 1’ion superoxyde est associée a une diminution de
I’expression et de I’activité des SODs dans les mémes régions cérébrales (Lucca et al. 2009b).
Ces données sont répliquées dans différents modeles animaux de dépression (UCMS, LPS) (L.
Song et al. 2021 ; Tuon et al. 2021 ; Zhuo et al. 2022). Une augmentation de 1’expression des
différentes SODs est généralement retrouvéee apres traitement antidépresseur chez les souris
« déprimées » (L. Song et al. 2021 ; Whittle et al. 2011 ; Wigner et al. 2020a ; Wigner et al.
2020b), mais une diminution de I’expression de la MnSOD a également été identifiée (Glombik
et al. 2018).

En plus de la MnSOD, deux autres enzymes assurent la réaction de dismutation : la
Cu/ZnSOD et ’ECSOD. La Cu/ZnSOD, codée par le gene SOD1, se trouve essentiellement
dans le cytoplasme et le noyau. Elle est connue pour étre associee aux maladies
neurodégéneratives. La ECSOD, codee par le géne SOD3, est localisée dans le milieu extra-
cellulaire dont le plasma (Miao et St. Clair 2009). Des données suggerent déja une association
entre la Cu/ZnSOD et la dépression. Chez I’étre humain, des modifications dans 1’expression
de celle-ci sont retrouvées dans une étude post-mortem dans le cortex préfrontal de patients
déprimés (Michel et al. 2007). Dans une autre étude post-mortem de patients souffrant d’un
EDC, I’expression de la Cu/ZnSOD est diminuée dans le cortex occipital et le tronc cérébral
par rapport aux contréles (Chandley et al. 2022). De méme, la Cu/ZnSOD est augmentée chez

le rat aprés un traitement antidépresseur (Xu, Steven Richardson, et Li 2003). Ainsi, il pourrait
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étre intéressant de poursuivre les explorations entre la Cu/ZnSOD et la dépression,
particulierement en étudiant les polymorphismes du géne SOD1.

En plus des SODs, qui sont les premieres barrieres contre le stress oxydatif dans
I’organisme, les autres enzymes luttant contre celui-ci sont également étudiées (Figure 2). Par
exemple, il est montré dans une méta-analyse que I’activité de la GPx est diminuée chez les
patients déprimés par rapport aux contrdles (Jiménez-Ferndndez et al. 2022). Sur le plan
génétique, des polymorphismes génétiques de la catalase (rs7943316), codée par le gene CAT,
et de GPx (rs1050450 ; rs713041) ont été décrits pour étre associés avec 1’apparition d’un EDC
(Galecki et al. 2009 ; Wigner et al. 2018). Cependant, a notre connaissance, il n’y a pas d’étude
explorant les associations possibles entre ces polymorphismes génétiques et la réponse a un
traitement antidépresseur dans I’EDC.

Enfin, il est intéressant de constater que 1’augmentation du stress oxydatif systémique
retrouvé dans les mitochondriopathies (Esposito et al. 1999 ; Wallace 1999) est associée a des
modifications dans 1’expression des différentes SODs dans des tissus musculaires (Esposito et
al. 1999).

IV.3. ALC et L-carnitine, sont-ils seulement des biomarqueurs du métabolisme
énergétigue ?

Nous avons identifi¢ une diminution de la concentration plasmatique de I’ALC et une

augmentation de la concentration de la L-carnitine. Concernant les concentrations plasmatiques
de I’ALC, nos résultats sont cohérents avec les publications citées précédemment (Nasca et al.
2018 ; L. Nie et al. 2021 ; Pu et al. 2021), mais également avec une étude récente parue apres
publication de notre travail (L.-J. Nie et al. 2021). Dans cette étude de 89 patients déprimés
unipolaires et de 89 contrdles, les concentrations de I’ALC étaient diminuées (L.-J. Nie et al.
2021).

Pour les concentrations en L-carnitine, les données sont controversees. Alors que nous
identifions une augmentation de la L-carnitine, deux publications identifient une diminution de
la L-carnitine (L. Nie et al. 2021 ; L.-J. Nie et al. 2021) et deux autres retrouvent une absence
de modification (Nasca et al. 2018 ; Pu et al. 2021). L’évolution de ces parametres apres
traitement antidépresseur est également controversée. Nous avons identifié une augmentation
de ’ALC plasmatique apres un traitement antidépresseur. Une étude a ce jour confirme nos
résultats (L.-J. Nie et al. 2021), mais seulement chez les patients ayant une réponse
thérapeutique, ce que nous n’avons pas mis en €¢vidence. A I’inverse, une diminution de I’ALC
est observée dans deux cohortes de 92 et 136 patients déprimés unipolaires apres un traitement

par citalopram/escitalopram (Ahmed et al. 2020 ; MahmoudianDehkordi et al. 2021).
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Ainsi, nos résultats suggeérent une diminution de la concentration en acétyl-CoA chez
les patients déprimés, révélée par la diminution de I’ALC plasmatique et I’augmentation de la
L-carnitine plasmatique (Reuter et Evans 2012), ces parameétres se normalisant apres traitement
antidépresseur. L’acétyl-CoA est un métabolite se trouvant au centre du métabolisme
énergétique (Figure 9). Des données chez ’animal font également état d’une diminution de
I’acétyl-CoA dans la dépression (Xie et al. 2020).

Dans un modele animal de dépression, le UCMS, des modifications hippocampiques
des métabolites mitochondriaux ont été identifiées (Brivio et al. 2022). Une diminution des
métabolites intermédiaires de la glycolyse est observée, associée a une augmentation du lactate,
indiquant une réduction de la respiration aérobie. Une dysfonction du cycle de Krebs ainsi
qu’une baisse de la production d’ATP sont également mises en évidence. Enfin, une
augmentation des acylcarnitines moyennes et longues est constatée, signifiant une possible
oxydation incompléte des acides gras dans I’hippocampe. Ces données précliniques
suggéreraient donc que les associations identifiées dans notre étude entre les acylcarnitines
plasmatiques et la dépression seraient en lien avec une compensation periphérique. Dans un
autre modele de dépression (FSL/FRL) chez le rat, les ECT et ’imipramine permettent une
augmentation du nombre de mitochondries dans les axones hippocampiques,cette augmentation
étant proportionnelle a la production de BDNF hippocampique (F. Chen, Danladi, et al. 2018 ;
F. Chen et al. 2013). En plus des anomalies concernant le nombre de mitochondries, dans le
modele UCMS chez la souris, des modifications structurelles de la chaine de transport des
électrons sont identifiées (Emmerzaal et al. 2020).

Cependant, chez [I’étre humain, une méta-analyse étudiant les anomalies
mitochondriales dans les maladies mentales montre des résultats moins consensuels dans ’EDC
(Holper 2019). Des anomalies du métabolisme mitochondrial ont également été identifiées dans
d’autres matrices. Ainsi, dans 1'urine, des anomalies du cycle de Krebs ont été observées dans
des analyses métabolomiques chez 44 patients souffrant d’une EDC dans un contexte de TDC
et 56 sujets sains (J.-J. Chen et al. 2019).

Face a ces différents résultats, il pourrait sembler préférable de doser 1’acétyl-CoA et
I’ATP directement pour 1’étude du métabolisme énergétique chez les patients souffrant d’un
EDC dans un contexte de TDC. Néanmoins, I’ATP comme 1’acétyl-CoA ne sont pas utilisés a
ce jour en pratique courante (Perry et al. 2017). lls seraient difficiles & doser en routine en
I’absence de normes consensuelles et la complexité de mise en ceuvre de celle-ci en lien avec
leur dégradation rapide ex vivo. Il n’est donc pas envisageable aujourd’hui d’utiliser ces deux

molécules comme biomarqueurs avec des sensibilités et spécificités satisfaisantes. En ce sens,
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I’utilisation du ratio L-carnitine/ALC nous parait plus pratique pour évaluer le métabolisme
énergétique d’origine mitochondriale et estimer la quantité d’acétyl-CoA, le dosage des
différentes acylcarnitines étant déja réalisé en routine avec des normes clairement déterminées
(Houten et Wanders 2010). Par ailleurs, en plus de permettre 1’estimation de la concentration
en acétyl-CoA, les profils d’acylcarnitines permettent d’évaluer la f-oxydation des acides gras.

Enfin, le réle de I’acétyl-CoA n’est pas seulement tourné vers la production énergétique.
Il s’agit aussi d’un agent acétylant contribuant aux différents processus épigénétiques
(Pietrocola et al. 2015). De méme, comme 1’acétyl-CoA, I’ALC a également des propriétés
acétylantes qui seront discutées par la suite. Ainsi, I’ALC et la L-carnitine ne peuvent étre
réduites a de simples biomarqueurs du métabolisme mitochondrial.

1V.4. La B-oxydation des acides gras, une voie trop peu explorée dans ’EDC

1V.4.1. La B-oxydation des acides gras dans les maladies mentales et neurologigues

Jusqu’a récemment, les profils des acylcarnitines ont été peu explorés dans le contexte
des maladies mentales, alors qu’il s’agit des métabolites utilisés en pratique clinique pour
¢valuer I’activité de la B-oxydation des acides gras et qu’une altération du métabolisme
énergétique est largement décrite dans la dépression (P. J. Hamilton et al. 2020 ; Houten et
Wanders 2010 ; Xie et al. 2020). Cependant, les progres technologiques de la spectroscopie de
masse ont permis la diffusion et la généralisation des études de métabolomique. Ainsi, les
analyses des profils des acylcarnitines sont devenues une piste de recherche étendue a de
nombreuses pathologies, notamment psychiatriques, permettant, d’établir des profils
phénotypiques des patients et une meilleure stratification des maladies (McCoin, Knotts, et
Adams 2015).

En plus de celles décrites dans ce manuscrit, une publication récente retrouve des
résultats inverses aux nétres pour les concentrations plasmatiques des acylcarnitines a chaines
courtes, moyennes et longues chez 158 patients déprimés concernant la sévérit¢ de I’EDC
(Brydges et al. 2022). Il est a noter que toutes les études ont identifie des modifications
différentielles des profils d’acylcarnitines avec d’une part, celles a chaines courtes et d’autre
part, celles a chaines moyennes et longues.

De méme, dans une étude d’association pangénomique, des polymorphismes génétiques
ont été décrits comme étant associés aux concentrations plasmatiques des acylcarnitines chez
9363 sujets issus de la population générale provenant de 1’étude Fenland (Lotta et al., 2020).
Par la suite, dans un modele de prédiction génetique, ces polymorphismes ont été recherchés
chez 246 363 patients déprimés et 561 190 contrdles issus du Psychiatric Genomics Consortium

(Howard et al. 2019). Ils permettent de prédire une diminution de 1’acétyl-L-carnitine (comme
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retrouvé dans nos résultats) et une augmentation des acylcarnitines a chaines moyennes chez
les patients ayant un EDC, en fonction des estimations issues de la population générale
(Milaneschi et al. 2022). Cependant, il est important de remarquer que, dans cette étude, les
dosages plasmatiques n’ont pas été réalisés chez les patients déprimés, mais ont uniquement été
estimeés par modélisation.

Notre étude des acylcarnitines est I’une des seules études cas-témoin avant et aprés
traitement antidépresseur dans ’EDC. Dans une autre maladie mentale, la schizophrénie, une
étude en Chine, incluant 225 patients et 175 contr6les, retrouve les acylcarnitines a chaines
moyennes et longues diminuées chez les schizophrénes. Mais il n’y a pas de normalisation de
celles-ci apres traitement antipsychotique de huit semaines (B. Cao et al. 2019). Dans une autre
cohorte de 37 patients souffrant de schizophrénie et 36 sujets sains, des concentrations
plasmatiques plus faibles sont retrouvées pour les acylcarnitines a chaines moyennes et longues
chez les patients malades par rapport aux contréles, alors qu’il n’y a pas de modification claire
pour les chaines courtes. Les concentrations aprés traitement ne sont pas évaluées dans cette
étude (Mednova et al. 2021). Mais comme pour la dépression, les valeurs des acylcarnitines
dans les pathologies psychotiques ne sont pas consensuelles, bien que conservant les
modifications différentielles entre les acylcarnitines a chaines courtes et celles a chaines
moyennes/longues. Ainsi, dans une cohorte de 37 sujets controles et de 38 patients présentant
un premier épisode psychotique, les concentrations plasmatiques des acylcarnitines a chaines
courtes sont diminuées alors que celles des acylcarnitines a chaines moyennes et longues sont
augmentées (Kriisa et al. 2017). Dans cette cohorte, ces parameétres se régularisent aprés un
traitement antipsychotique. Dans une pathologie neurodégénérative fréquente, la maladie
d’Alzheimer, les mémes questionnements sont présents quant a la concentration plasmatique
des acylcarnitines. En effet, dans une cohorte de 34 sujets contrdles, 38 patients avec troubles
cognitifs modérés (mild cognitif impairment) et 35 patients souffrant d’une maladie
d’Alzheimer, les acylcarnitines a chaines moyennes et longues sont diminuées dans le plasma
en présence de troubles cognitifs. Par ailleurs, il est retrouvé une corrélation positive entre le
score a la MMSE (sévérité des troubles cognitifs), le volume de la matiére grise préfrontale et
les concentrations plasmatiques en acylcarnitines (Ciavardelli et al. 2016). Ces résultats ont été
répliqués dans une autre cohorte de 46 sujets contrbles, 42 patients présentant des troubles
cognitifs modérés et 29 patients atteints d’une maladie d’Alzheimer (Cristofano et al. 2016).
Néanmoins, ces données sont aussi controversées dans la maladie d’Alzheimer. En effet, dans
une grande cohorte de 1518 individus, les acylcarnitines moyennes et longues sont augmentées

chez les personnes souffrant d’une démence d’Alzheimer (Horgusluoglu et al. 2021).
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IV.4.2. Les variations de Pactivité de la B-oxydation des acides gras

Pour expliquer nos résultats concernant les acylcarnitines, nous émettons I'nypothése
d'une tentative de 1’organisme d’augmenter la production énergétique durant un EDC dans un
contexte de TDC. Des diminutions de la concentration en acétyl-CoA et de la production
énergétique (ATP) sont identifiées dans I’EDC. Ainsi, une augmentation systémique de la -
oxydation des acides gras, révelée par la diminution des concentrations plasmatiques des
acylcarnitines & chaines moyennes et longues, aurait pour but d’augmenter la production en
acetyl-CoA, et cette augmentation pourrait étre ubiquitaire.

Au niveau cérébral, la B-oxydation des acides gras est anecdotique, voire inexistante
dans les neurones (Bartlett et Eaton 2004 ; White et al. 2020). Cependant, elle peut étre
augmentée dans les astrocytes en cas de besoin énergétique augmenté, représentant jusqu’a 20%
de la production énergétique cérébrale (Knottnerus et al. 2018 ; Panov et al. 2014 ; Romano et
al. 2017 ; White et al. 2020). Concernant I’implication potentielle de la f-oxydation des acides
gras dans les astrocytes chez les patients souffrant d’un EDC, il est aujourd’hui admis que des
anomalies astrocytaires sont présentes dans la dépression (Rial et al. 2016). Notamment, sur le
plan morphologique, un gonflement des astrocytes a été identifié, alors que la méme
modification morphologique est retrouvée dans une pathologie de la B-oxydation des acides
gras, le déficit en carnitine (Kimura et Amemiya 1990). En outre, I’augmentation des ROS dans
I’EDC pendant la B-oxydation des acides gras est particulierement cytotoxique dans les
astrocytes, jusqu’a avoir un effet apoptotique associé¢ a une diminution de la densité cérébrale
en astrocytes chez les sujets déprimés. Ce résultat peut alors expliquer la baisse du nombre
d’astrocytes retrouvée dans I’EDC (Rajkowska et Stockmeier 2013).

Toujours au niveau cérébral, I’hypothalamus est I’une des régions ou la -oxydation des
acides gras a lieu. Des anomalies de la f-oxydation dans I’hypothalamus est ainsi associée a de
nombreuses pathologies, influant sur des fonctions allant du contréle alimentaire a la régulation
du métabolisme énergétique systémique (Bruce et al. 2017 ; Dambrova et al. 2022 ; Lam et al.
2005). De plus, des anomalies de I’axe hypothalamo-hypophysaire sont largement décrites dans
I’EDC dans un contexte de TDC (Malhi et Mann 2018 ; Otte et al. 2016). Certaines de ces
anomalies pourraient donc étre en lien avec une dysrégulation de la f-oxydation des acides gras
hypothalamique.

Sur le plan systémique, durant un épisode de stress ou une pathologie cerébrale, une
augmentation de la production hépatique de corps cétoniques est retrouvee. Cette production
est secondaire & une augmentation de la -oxydation des acides gras dans le foie, afin de

soutenir le métabolisme cérébral (Jensen et al. 2020 ; McGarry et al. 1975 ; Rose et al. 2020 ;
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Souza et al. 2019). Les corps cétoniques peuvent alors représenter jusqu’a 50 a70% de 1’énergie
cerébrale (Figure 1 et Figure 3) (Jensen et al. 2020). Cependant, cette élévation de la B-
oxydation des acides gras conduit a une augmentation du stress oxydatif, caractérisé par une
production de ROS (Jensen et al. 2020 ; Rose et al. 2020 ; White et al. 2020), et contribue a
entretenir le TDC (Otte et al. 2016). En faveur d’une origine non-neuronale de cette
augmentation de la B-oxydation des acides gras, il a été mis en évidence une diminution de
I’ARNm de I’acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine longue (LCAD) dans la zone
sous ventriculaire (SZV), dans le modéle UCMS chez la souris (Santos et al. 2021), suggérant
une diminution de la B-oxydation dans ce territoire. En effet, la LCAD est la premiére enzyme
de I’hélice de Lynen (Figure 1 et Figure 3). Il est intéressant de constater que la SZV correspond
aune des deux régions cérébrales ou a lieu la neurogénése chez 1’adulte, permettant notamment
la production de neurones dans le bulbe olfactif, structure connue pour étre associée avec la
dépression (Colle et al. 2022 ; Santos et al. 2021).

Sur le plan génétique, des polymorphismes du gene CPT1A ont été associes a la
dépression. Le géne CPT1A code pour la CPT1, permettant le transfert du groupement acyl- de
I’acyl-CoA vers la L-carnitine dans le cytosol afin de former une acylcarnitine (Figure 3). La
CPT1 est le facteur limitant de la B-oxydation des acides gras, au sens ou une diminution de
CPT1 réduit la synthése des acylcarnitines, empéchant ’entrée des acides gras dans la
mitochondrie et générant une diminution de leur métabolisme. A 1’opposé, une augmentation
de Pactivité de CPT1 induit une augmentation de la 3-oxydation des acides gras (Schlaepfer et
Joshi 2020). Dans les populations avec un haut niveau de mutations de CPT1A associées a une
diminution de ’activité de la CPT1, comme chez les Hutterites (Gly710Glu) et les Inuits
(Pro479Leu), les prévalences de I’EDC sont plus faibles (Mgrkholt et al. 2017). De plus,
I’expression cérébrale de CPT1 est augmentée chez les patients souffrant d’un EDC, ce qui est
cohérent avec I’hypotheése d’une augmentation de la 3-oxydation des acides gras (Markholt et
al. 2017). Au niveau périphérique, I’expression de CPT1 dans les lymphocytes T est augmentée
chez 28 patients deprimés par rapport a 28 sujets sains (Gamradt et al. 2021). Enfin, les
évolutions différentielles des acylcarnitines a chaines courtes, moyennes et longues que nous
retrouvons, pourraient étre en lien avec CPT1. Les acides gras a chaines courtes n’ont pas besoin
d’étre transformés en acylcarnitines pour entrer dans la mitochondrie. De ce fait, des
modifications de I’activité de CPT1 auront essentiellement un retentissement sur la synthese

des acylcarnitines a chaines moyennes et longues (Dambrova et al. 2022).
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IV.5. Les carnitines, les modulateurs mitochondriaux et la B-oxydation des acides gras,

quelles perspectives thérapeutiques pour la prise en charge de PEDC ?

La réponse aux traitements antidépresseurs demeure médiocre avec les traitements
actuels (Trivedi et al. 2006) et il reste necessaire de déterminer de nouvelles voies
thérapeutiques (Sanches et al. 2021). L’utilisation de modulateurs mitochondriaux pour la prise
en charge des EDC pourrait s’avérer judicieuse (Filiou et Sandi 2019), d’autant que le champ
des traitements ciblant la mitochondrie est en pleine expansion (Murphy et Hartley 2018 ;
Picard et al. 2016). Plusieurs traitements ont déja été essayés a ce jour dans des modeles
animaux de dépression ou chez I’homme, en premier lieu I’ALC.

L’ALC a montré un intérét thérapeutique dans de multiples pathologies (Malaguarnera
2012). Entre autres, chez 67 patients souffrant d’une cirrhose avec encéphalopathie hépatique,
un traitement par ALC durant 90 jours contre un placebo permet une réduction de la
symptomatologie dépressive (Malaguarnera et al. 2011). Chez 64 patients souffrant d’une
addiction a I’alcool, un traitement par ALC durant dix semaines permet également une
réduction des symptomes dépressifs, et tout particulierement de 1’anhédonie (Martinotti et al.
2011). De méme, I’ALC est associé a une amélioration des symptomes dépressifs lors d’un
traitement de dix semaines chez 102 patients atteints de fibromyalgie (Rossini et al., 2007).
Dans une méta-analyse regroupant neuf études différentes évaluant I’efficacité de I’ALC
(n=231 patients) par rapport au placebo (n=236) dans le traitement des symptomes dépressifs,
I’ALC est associ¢ a une efficacité supérieure au placebo (Veronese et al. 2018). Un essai
multicentrique randomisé en double-aveugle chez 80 patients agés souffrant d’une dysthymie
(au sens du DSM-IV-TR) retrouve une amélioration au cours du temps des symptdmes
dépressifs aprés un traitement par ALC pour une période de six semaines. Dans la méme
étude, il n’a pas été observé de différence significative entre les patients traités par ALC et
fluoxétine (Bersani et al. 2013). Toujours dans le traitement de la dysthymie, un autre essai de
non-infériorité, randomisé en double-aveugle de 193 patients, traités soit par I’ALC, soit par
I’amilsupride, montre que I’ALC est associé a une efficacité comparable a 1’amisulpride, mais
avec une réduction des effets indésirables (Zanardi et Smeraldi 2006). La méta-analyse de
Veronese et al., regroupant trois études, ne retrouve pas de différence significative dans la prise
en charge des symptomes dépressifs entre le groupe traité par ALC (n=162) et celui recevant
un traitement de référence (antipsychotique ou antidépresseur) (n=162) (Veronese et al. 2018).

L’ALC est également efficace dans «le traitement» des modéles animaux de
dépression. Dans le modéle génétique FSL/FRL, I’ALC permet une réduction des « symptoémes

dépressifs » des souris a la fois par une régulation du métabolisme énergétique (Bigio et al.
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2016) et par des mécanismes epigénetiques (Madiraju et al. 2009 ; Nasca et al. 2013). Chez la
souris, un traitement par ALC du modéle UCMS induit une augmentation de facteurs
neurotrophiques (Di Cesare Mannelli et al. 2011). Toujours dans le modele UCMS chez la
souris, ’ALC permet une disparition des « symptdmes dépressifs » notamment par une
augmentation de 1’expression hippocampique de mGlu2, médié par I’acétylation et I’activation
de facteur de transcription (Cuccurazzu et al. 2013). Dans le méme modéle de dépression,
I’ALC permet une augmentation des phosphates de haute énergie, une amélioration des
fonctions astrocytaires dans le noyau accumbens (circuit de la recompense) (Cherix et al. 2020)
ainsi qu’une augmentation de la dopamine et de la sérotonine (Tolu 2002). Dans le modéle de
dépression UCMS, la réduction de la symptomatologie anxiodépressive apres un traitement par
ALC est associée a une augmentation de I’activité cérébrale des SODs (Marcon et al. 2019).
L’ALC a aussi une activité antioxydante chez le rat et permet la prévention de I’altération des
récepteurs aux glucocorticoides dans 1’hippocampe (J. Liu et al. 2004 ; Patacchioli et al. 1989),
récepteurs connus pour présenter des anomalies associées a I’EDC dans un contexte de TDC
(Malhi et Mann 2018). En dehors des modeles de dépression, I’ALC permet une amélioration
du rendement énergétique en augmentant I’activité synaptique des ATP-ases dans
I’hippocampe chez le rat (Ferrari et al. 2015).

Ces résultats doivent cependant étre interprétés avec prudence dans la pratique clinique.
Aucun essai thérapeutique n’a été publié a ce jour pour I’usage de I’ALC dans la prise en charge
d’un EDC dans un contexte de TDC. De méme, a ce jour (en date de décembre 2022) aucun
essai n’a été enregistré sur ClinicalTrials pour cette indication. Seuls des essais dans le cadre
de ’EDC du trouble bipolaire ou pour la prise en charge des symptomes dépressifs dans des
pathologies non-psychiatriques ont été déclarés sur cette base. Néanmoins, I’ALC est
recommandé en troisiéme intention dans le traitement des EDC légers a modérés par la
CANMAT (Canadian Network for Mood and Anxiety Treatments) (Ravindran et al. 2018).

Il est intéressant de remarquer que 1’etoxomir, un antagoniste du CPT1 ciblant un peu
plus la B-oxydation des acides gras, permet le traitement de comportements « dépressifs » dans
un modele de dépression chez le rat (Markholt et al. 2017). D’autres perspectives
thérapeutiques avec des études parues récemment sur les modulateurs mitochondriaux
présentent des résultats prometteurs. Une grande méta-analyse dans le traitement de la
dépression bipolaire, étudiant divers modulateurs mitochondriaux (N-acetyl-Cystéine (NAC),
inositol, co-enzyme Q10 (CoQ10), ALC) et comparant 307 patients traités par 1’un des
modulateurs, contre 298 patients dans le groupe placebo, a montré un effet thérapeutique des

modulateurs. Mais I’effet est essentiellement porté par la NAC et la CoQ10 (Liang et al. 2022).
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Concernant la NAC, une étude chez les patients souffrant d’une maladie d’ Alzheimer,
montre que 1’association de compléments alimentaires, incluant de multiples modulateurs
mitochondriaux (dont la NAC et ’ALC), semble permettre des améliorations cognitives et
thymiques (Remington et al. 2015). Des essais thérapeutiques évaluant I’intérét de la NAC dans
la prise en charge des troubles psychiatriques, avec deux essais dans la prise en charge de ’EDC
dans un contexte de TDC (Per Os — Posologie allant de 600 mg a 2400 mg/j), trois essais dans
le trouble bipolaire, un dans le trouble obsessionnel-compulsif et un dans la prise en charge des
automutilations sont a ce jour référencés dans ClinicalTrials (en date de décembre 2022).

Pour la CoQ10, en plus des résultats pour la prise en charge de la dépression bipolaire,
elle permet une amélioration des symptomes des mitochondriopathies chez 1’étre humain (Ihara
et al. 1989 ; Marazziti et al. 2011). Par ailleurs, la CoQ10 permet une augmentation de
I’expression de la MnSOD chez le rat (Morris et al. 2020). Bien que des essais soient déclarés
dans ClinicalTrials pour la dépression bipolaire (Per Os — Posologie allant de 400 mg a 1200
mg/j), aucun ne I’a été pour ’EDC dans un contexte de TDC pour la CoQ10 (en date de
décembre 2022). Il est néanmoins intéressant de noter qu’une diminution de 1’expression de la
CoQ10, associée a une diminution de la production d’ATP, est retrouvée dans les monocytes
de patients souffrant d’une dépression unipolaire par rapport a des sujets sains (Moreno-
Fernandez et al. 2012).

Evidemment d’autres modulateurs mitochondriaux (Varkuti et al. 2020) pourraient étre
discutés dans ce manuscrit, comme le MitoQ, qui a montré un effet sur les symptémes anxio-
dépressifs chez la souris (Nussbaumer et al. 2016) et qui est référencé dans ClinicalTrials pour
des essais thérapeutiques chez I’Homme dans des pathologies neurologiques (Per Os —
Posologie allant de 20 a 80 mg/j). Mais comme celles présentées auparavant, bien qu’étant une
probable voie d’avenir, aucune n’a présenté une efficacité thérapeutique significative dans le
cadre d’essais thérapeutiques randomisés en double-aveugle dans le cadre de la prise en charge
de I’EDC dans un contexte de TDC.

Enfin, plutot que d’utiliser des modulateurs mitochondriaux permettant 1’amélioration
de la production énergétique, certains auteurs suggerent I’usage direct d’ATP. L’administration
intra-ventriculaire d’ATP dans le mode¢le de dépression « chronic social failure stress » chez la
souris permet une reduction des symptomes dépressifs (X. Cao et al. 2013),mais il n’y a pas
encore de données a ce jour chez I’étre humain. Néanmoins, deux essais thérapeutiques
randomisés en double aveugle évaluant I’efficacité de I’administration intraveineuse d’ATP
(200 mg/j pendant deux semaines) pour la prise en charge de I’EDC dans un contexte de TDC
sont en cours en 2022 (Y. Chen et al. 2019).
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En plus des traitements ciblant spécifiquement la mitochondrie, d’autres voies
pharmacologiques pourraient étre envisagées, notamment celles en lien avec les pathologies
métaboliques, comme le diabéte. En effet, en plus des associations connues entre le TDC et le
diabete (Otte et al. 2016), I’insuline a été décrite comme modulateur de D’activité
sérotoninergique et mitochondriale (Martin et al. 2022). De plus, I’insulinorésistance est
associée a des anomalies de la B-oxydation des acides gras et des acylcarnitines (Dambrova et
al. 2022). De méme, la pioglitazone, un traitement qui était prescrit pour le diabete de type 2 et
qui permettrait une amélioration de ’activité mitochondriale (Yeh et al. 2021), a été décrit
comme permettant la rémission des EDC (Colle et al. 2016).

Les thérapeutiques, en plus d’étre pharmacologiques, pourraient également cibler les
modes de vie. Concernant les régimes alimentaires, une alimentation riche en graisses est
associee a une symptomatologie dépressive et a une diminution des capacités énergétiques
cerébrales (Hassan et al. 2019), alors qu’il est également décrit qu’une alimentation riche en
graisses est associée a une altération de la 3-oxydation des acides gras (Fritzen et al. 2020). De
méme, bien qu’aucune causalité ne puisse étre avancée, dans une méta-analyse incluant 8057
vegétariens et 41832 omnivores, le régime végétarien est associé a plus de symptdmes
dépressifs (Ocklenburg et Borawski 2021), alors que, d’une part, 1’origine des carnitines est
essentiellement en lien avec 1’alimentation carnée (Reuter et Evans 2012) et que, d’autre part,
nous avons identifié dans nos travaux une modification du profil des acylcarnitines. Le régime
cétogene permet également une amélioration des fonctions mitochondriales, en augmentant
I’activité antioxydante mitochondriale et en réduisant les ROS mitochondriaux (Romano et al.
2017). Ainsi, il a été suggéré que le régime cétonique pourrait avoir un intérét dans la dépression
(Wtodarczyk et al. 2021). L’effet serait non seulement médié par des améliorations de la
fonction mitochondriale et de la B-oxydation des acides gras, mais également par des effets sur
les neurotransmetteurs hippocampiques (Calderdn et al. 2017 ; Wiodarczyk et al. 2021). Chez
I’animal, ce régime alimentaire permet une réduction des symptémes anxiodépressifs (Ari et al.
2016). Néanmoins, aucun essai ne permet de valider I’intérét du régime cétonique dans la prise
en charge de ’EDC chez I’'Homme a ce jour.

Enfin, alors que la pratique d’une activité sportive est largement reconnue pour
permettre une amélioration des symptdmes dépressifs (Pearce et al. 2022), le sport permet
¢galement une optimisation de la f-oxydation des acides gras (Fritzen et al. 2020 ; Kiens 2006 ;
Roepstorff et al. 2002). L’activité physique permet également une amélioration des symptomes
« dépressifs » associée a une augmentation de la LCAD dans le modéle de dépression UCMS

chez la souris (Santos et al. 2021).
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IV.5. Principales forces

Les études réalisées dans cette thése présentent plusieurs atouts. Tout d’abord, la taille
des effectifs des échantillons de patients déprimés et de sujets sains est importante, donnant une
confiance raisonnable et généralisable a la validité des résultats, tout particulierement pour les
dosages métabolomiques. De plus, les effectifs des études présentées dans ces travaux sont, a
notre connaissance, parmi les plus grands étudiant la L-carnitine, I’ALC et les acylcarnitines
chez des patients déprimés, en incluant les études reposant sur des méta-analyses ou des
analyses dans la population générale (Ahmed et al. 2020 ; MahmoudianDehkordi et al. 2021 ;
Pu et al. 2021 ; Zacharias et al. 2021).

Egalement, les patients déprimés ont pu bénéficier d’une évaluation de six mois,
permettant un suivi de longue durée, quand les autres études analysant 1’évolution des
acylcarnitines ont une durée maximale de deux mois. Cette durée de suivi permet également
une confiance plus importante quant a la validité des résultats (MahmoudianDehkordi et al.
2021). La cohorte METADAP, comme 1’étude transversale VARIETE, sont multicentriques
sur I’ensemble du territoire frangais, permettant d’accroitre la généralisation des résultats. La
cohorte de patients déprimés est également homogene en terme de diagnostic, avec un
échantillon incluant seulement des patients souffrant d’un EDC actuel d’intensité sévére, dans
un contexte de TDC nécessitant 1’introduction d’un nouveau traitement antidépresseur. Le
caractére naturaliste de la cohorte de patients déprimés, bien qu’induisant la comparaison de
traitements antidépresseurs ayant des mécanismes potentiellement différents, permet de
rapprocher la recherche clinique de la pratique réelle. De plus, des ajustements et des analyses
stratifiées ont été réalisés en fonction de la classe médicamenteuse.

Enfin, ’ensemble des dosages ont été réalisés dans le méme laboratoire, permettant une
uniformatisation des procédures pré-analytiques, des techniques de dosage et de la conservation
des échantillons, en réduisant les risques de variabilité en lien avec les valeurs des dosages. De
plus, le kit utilisé (Biocrates AbsolutelDQ p180) pour les dosages métabolomiques est validé
et largement répandu (Siskos et al. 2017).

1V.6. Principales limites

De nombreuses limites peuvent étre identifiées dans les différents travaux présentés
dans cette these. En premier lieu, ces derniers sont des études d’association, lesquelles ne
permettent pas de conclure a une causalité, rendant toute explication physiopathologique
purement hypothétique (Kundi 2006), tout particulierement dans un contexte ou les études de
métabolomique retrouvent fréquemment des résultats contradictoires (MacDonald et al. 2019).

De plus, les analyses métabolomiques ayant été réalisées sur une matrice périphérique, le
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plasma, leur interprétation dans le cadre d’une pathologie neuropsychiatrique est d’autant plus
incertaine.

Des limites portent également sur la nature des méthodes statistiques utilisées dans les
analyses. En effet, des différences socio-démographiques sont présentes entre les deux cohortes
étudiées, notamment en termes d’age, de BMI et de genre, alors que ces caractéristiques ont été
décrites comme exercant une influence sur les concentrations plasmatiques des acylcarnitines
(Chiu 1999 ; Mihalik et al. 2010). Afin de prendre en compte ces différences, des analyses
stratifiées et des ajustements lors d’analyses multivariées, prenant en compte ces variables, ont
été réalisés. Mais certains auteurs suggerent que ces stratégies ne sont pas les plus judicieuses
dans les études de métabolomique. Selon ces auteurs, ces stratégies ne permettraient pas de
faire disparaitre le biais de sélection, mais pourraient méme 1’aggraver (Lecocq et al. 2016).
Ainsi, d’autres méthodes analytiques auraient pu étre utilisées dans ces travaux, comme
I’appariement sur le score de propension ou la pondération inverse sur les probabilités d’étre
traité (Lecocq et al. 2016).

De plus, des facteurs confondants n’ont pas été inclus dans les analyses. Ainsi,
I’alimentation des patients, comme des sujets sains, n’a pas été prise en compte, alors que
I’origine des acylcarnitines est essentiellement exogéne (Reuter et Evans 2012). Néanmoins, la
constance de la concentration plasmatique de la carnitine totale suggere qu’il n’y avait pas de
carence chez les patients déprimés et que les modifications retrouvées sont bien associées a la
dépression. De méme, 1’ethnie n’a pas été incluse dans les analyses. Dans les travaux présentés,
les patients déprimés, comme les sujets sains, sont uniformes sur le plan ethnique, chaque
cohorte incluant chacune plus de 90% de patients caucasiens. Cependant, des données, bien que
peu nombreuses, suggerent un effet de I’ethnie sur les concentrations d’acylcarnitines (Jacob et
al. 2017 ; Muilwijk et al. 2018 ; Y. Song et al. 2021) et les bases de données internationales
indiquent des fréquences alléliques pour rs4880 différentes selon les ethnies (Lek et al. 2016).
Ainsi, les résultats présentés dans cette thése sont difficilement généralisables a 1’échelle
globale et cette dimension nécessitera des études ultérieures. Parmi les autres facteurs
confondants, la compliance au traitement antidépresseur n’a pas été prise en compte dans les
analyses, notamment en analysant les dosages plasmatiques des antidépresseurs.

Concernant les dosages d’acylcarnitines, la matrice pour la réalisation des dosages
d’acylcarnitines était le plasma EDTA, or la référence pour ces metabolites est le plasma
hépariné. Les risques de 1’utilisation du plasma EDTA sont la présence de pics interférents et
I’extinction de certaines acylcarnitines. Néanmoins, cette méthode reste acceptable et la plupart

des autres études n’indiquent pas la matrice utilisée (Nowoczyn et al. 2020). De plus, les
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analyses métabolomiques réalisées ’ont seulement été dans le plasma. Or les valeurs
plasmatiques des acylcarnitines ne reflétent pas necessairement les concentrations tissulaires de
celles-ci (Schooneman et al. 2014). Egalement, & ce jour, les seuils pathologiques pour les
acylcarnitines, correspondant a des pathologies développementales sévéres, sont tres différentes
des valeurs que nous avons retrouvées chez les patients déprimes. Il est a noter que par rapport
aux autres ¢tudes du méme type, les résultats présentés dans cette thése ont plus d’acylcarnitines
se trouvant sous la LOD.

Enfin, nous n’avons pas pu étudier un groupe de patients déprimes unipolaires traites
par placebo. Il est alors possible que certains des effets constatés soient en lien, non pas avec
I’effet du traitement antidépresseur, mais avec celui d’autres ¢léments de la prise en charge
globale durant cette étude naturaliste (prise en charge systémique, psychothérapeutique,
environnementale, effet aspécifique, ...) (Quitkin et al. 1993). Néanmoins, il serait difficilement
acceptable sur le plan éthique de traiter avec un placebo un patient souffrant d’un EDC sévére,
induisant des risques vitaux (suicidaires) et sociaux majeurs pour les patients, alors que les
antidépresseurs sont largement validés dans leur prise en charge (Malhi et al. 2021).

I\V.7. Perspectives

1\VV.7.1. Perspectives physiopathologiques

Le dosage des acylcarnitines est une méthode de référence pour estimer ’activité de la
[-oxydation des acides gras in vivo. Cependant, celle-ci ne permet ni une mesure exacte de la
B-oxydation, ni la localisation tissulaire des éventuelles modifications. Afin d’approfondir cette
question, des analyses enzymatiques de 1’hélice de Lynen pourraient étre réalisées sur des
biopsies cérébrales et hépatiques dans différents modeles de dépression chez 1’animal.
Evidemment, chez 1’étre humain, les analyses cérébrales et hépatiques ne pourraient étre
réalisées que dans des études post-mortem. Néanmoins, la méthode de référence de la mesure
de la B-oxydation pour les maladies de la f-oxydation des acides gras est une analyse
enzymatique sur fibroblastes (Djouadi et al. 2016 ; Merritt 11 et al. 2018). Ainsi, des analyses
de la B-oxydation des acides gras pourraient étre faites chez des patients déprimés, tout
particulierement dans un contexte ou des anomalies mitochondriales ont déja été décrites dans
des fibroblastes cutanés de patients souffrant d’un EDC (Kuffner et al. 2020). Concernant la
voie des acylcarnitines, il serait également intéressant de réaliser un dosage de celles-ci dans
les urines, une réabsorption rénale massive ayant lieu en cas de carence (Reuter et Evans 2012).
Ces analyses urinaires, en association avec une prise en compte de I’alimentation, permettraient
de mieux cibler les mécanismes sous-jacents en lien avec les modifications des profils

métabolomiques des acylcarnitines.
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Une poursuite des explorations entre les liens entre ’EDC et le stress oxydatif devra
étre faite. Par exemple, le stress oxydatif induit également une accélération du vieillissement
cellulaire (Deledda et al. 2022), notamment un raccourcissement des télomeres, qui a pu étre
identifié dans différents tissus dans ’EDC dans des études d’association (Muneer et Minhas
2019). II serait intéressant d’étudier, sur des mod¢les animaux de dépression et des modeles
cellulaires, la causalité qu’il pourrait y avoir entre le stress oxydatif et le vieillissement
cellulaire dans la dépression.

In fine, une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de I’EDC
permettrait ’identification de nouveaux biomarqueurs d’intérét diagnostiques et thérapeutiques
pour la prise en charge du trouble, mais permettrait également la découverte et 1’exploration de
nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment pharmacologiques, pour son traitement.

1\V/.7.2. Perspectives diagnostiques et thérapeutigues

Les résultats devront étre répliqués, tout particuliérement ceux présentant un caractére
controversé dans un contexte ou les études de métabolomique ne sont régulierement pas
reproduites (MacDonald et al. 2019). De méme, une meta-analyse portant sur les profils
métabolomiques des acylcarnitines pourrait étre réalisée afin de dégager un consensus. Ces
études permettraient de déterminer des seuils plasmatiques des acylcarnitines spécifiques de
I’EDC dans un contexte de TDC, afin d’envisager ces métabolites comme des biomarqueurs de
la pathologie.

De nombreux métabolites endogénes sont décrits comme étant associés au stress
oxydatif et au trouble de I’humeur et pourraient ainsi étre a la fois des biomarqueurs pertinents
de la dépression et des cibles thérapeutiques d’intérét. Par exemple, les concentrations
plasmatiques de la mélatonine ont été décrites comme étant associées a ’EDC (Repova et al.
2022) et la voie mélatoninergique est déja ciblée par 1’agomélatine (Pompili et al. 2013).

Il a été montré par plusieurs équipes que les traitements antidépresseurs sont associes a
I’apparition d’un syndrome métabolique (Corruble et al. 2015 ; Otte et al. 2016). De méme, il
a eté decrit des associations entre les concentrations plasmatiques des acylcarnitines et le
syndrome métabolique, chez des patients souffrant d’une pathologie mentale (B. Cao et al.
2020) ou non (Ma et al. 2019) et avec le métabolisme du glucose (Jacob et al. 2017). 1l pourrait
alors étre pertinent d’étudier si les acylcarnitines plasmatiques sont des candidats intéressants
comme biomarqueurs de I’apparition d’un syndrome métabolique aprés un traitement

antidépresseur.
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Des données récentes suggerent des effets cliniques différentiels des antidépresseurs en
fonction de leurs activités pro- (comme la venlafaxine ou la paroxérine) ou anti-mitochondriales
(comme [D’amitriptyline et I’escitalopram) (Gardea-Resendez et al. 2022). Ainsi, des
associations entre les profils métabolomiques des acylcarnitines et la réponse aux traitements
en fonction des -caractéristiques mitochondriales des antidépresseurs pourraient étre
recherchées.

Enfin, 'interprétation et la signification des résultats des études d’association génétique
et métabolique sont difficiles dans une maladie hautement hétérogene comme la dépression.
Dans les futurs projets, une meilleure détermination phénotypique des patients devrait étre
envisagee (Ahmed et al. 2020 ; Paris 2014 ; Petschner et al. 2018).

Page | 139



V. CINQUIEME PARTIE : CONCLUSION

Ce travail avait pour but d’explorer et d’approfondir les données de la littérature sur les
associations entre des biomarqueurs périphériques du métabolisme mitochondrial, I’EDC dans
un contexte de TDC et la réponse a un traitement antidépresseur.

Nous avons tout d’abord décrit qu’il n’y a pas d’association entre le polymorphisme
génetique de SOD2 (rs4880) et la dépression ou la réponse aux traitements antidépresseurs.
Nous avons également montré que les taux plasmatiques d’ALC et de L-carnitine étaient
modifiés chez des patients souffrant d’une dépression par rapport aux sujets sains. Aprés un
traitement antidépresseur, ces parametres étaient normalisés. De surcroit, les concentrations
plasmatiques d’ALC et de L-carnitine permettent de prédire la réponse a un traitement
antidépresseur. Enfin, nous avons révélé une altération des profils métabolomiques des
acylcarnitines, suggérant une altération de la p-oxydation des acides gras chez les patients
déprimés. Ces profils se corrigent partiellement aprés un traitement antidépresseur.

Ces résultats nécessitent une réplication et des explorations fonctionnelles, mais ils
confortent les données explorant les liens entre des anomalies mitochondriales et la dépression.
Finalement, ces données suggerent non seulement que les voies des acylcarnitines et de la -
oxydation des acides gras pourraient étre des biomarqueurs utiles au suivi de I’EDC dans un
contexte de TDC, mais également des voies d’avenir dans la conception de thérapeutique

innovante.
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Introduction : Récemment, des études pré-cliniques et cliniques
confirment le r6le majeur que pourrait jouer la mitochondrie dans la
physiopathologie des troubles psychiatriques et du trouble dépressif
caractérisé (TDC) en particulier ainsi que dans la réponse aux
traitements antidépresseurs. La mitochondrie est en effet impliquée
dans de multiples voies cellulaires, de la production d'énergie a la
réduction du stress oxydatif. Parmi les molécules en jeu, se trouvent
I'acetyl-L-carnitine (ALC), essentielle a I'noméostasie de I'acétyl-CoA,
les acylcarnitines, indispensable aux transports des acides gras dans la
lumiere mitochondriale pour la réalisation de p-oxydation de ceux-ci,
ainsi que la Superoxyde dismutase de type 2 (SOD2), premiere barriere
de protection contre le stress oxydatif. L'objectif de cette thése est
I'évaluation du potentiel intérét de biomarqueurs du TDC et de la
réponse aux traitements.

Méthodes : Ce travail repose sur les données issues des cohortes
METADAP et VARIETE. METADAP est une cohorte de 624 patients agés
de 18 a 65 ans, souffrant d'un épisode dépressif caractérisé (EDC) dans
un contexte de TDC nécessitant l'introduction d'un traitement
antidépresseur, prospective, multicentrique et naturaliste. Les patients
bénéficient d'une évaluation clinico-biologique a l'inclusion, a 1 mois,
3 mois et 6 mois aprés l'introduction du traitement. VARIETE est une
cohorte multicentrique de 895 sujets sains agés de 18 a 89 ans. Les
biomarqueurs analysés sont des parametres métabolomiques (L-
carnitine, de I'ALC et de 38 acylcarnitines) des paramétres
inflammatoires (CRP et cytokines) et le polymorphisme génétique
rs4880 (Val16Ala) du SOD2.

Résultats : 1) Il n'est pas retrouvé d'association entre le polymorphisme
rs4880 de SOD?2 et la réponse clinique ou inflammatoire (CRP, IL-6, IL-
10, IL-1PB et TNF-o) aprés un traitement antidépresseur chez les patients
déprimés. 2) Une diminution de I'ALC et une augmentation de la L-
carnitine et du ratio L-carnitine/ALC sont observées chez les patients
déprimés par rapport aux controles. Apres traitement antidépresseur,
une normalisation progressive de ces 3 parameétres jusqu'a une
disparition des différences entre les patients et les contréles est
constatée. Enfin, le ratio L-Carnitine/ALC a l'inclusion est associé a la
réponse et a la rémission a 3 mois. 3) Une association entre la
diminution des acylcarnitines a chaines moyennes et longues et la
présence d'un EDC est retrouvée. Les différences entre les patients
déprimés et les sujets sains vont progressivement disparaitre au cours
du temps. Il n'y a pas d'association entre ces paramétres et la réponse
chez les patients.

Conclusion: Ce travail retrouve une association entre des
biomarqueurs périphériques reflétant I'activité mitochondriale, les
acylcarnitines, et la dépression et la réponse aux antidépresseurs. Les
données suggerent une altération des fonctions mitochondriales,
notamment de la f-oxydation des acides gras chez les patients souffrant
d'un EDC avec une restauration de celle-ci apres traitement. Cependant,
les liens entre la réponse clinique et l'effet biologique des
antidépresseurs sur les acylcarnitines demeurent controversés et
nécessiteront des explorations ultérieures. Enfin, des études
indépendantes devront répliquer ces résultats avant de pouvoir
envisager les acylcarnitines comme biomarqueurs de I'EDC dans la
pratique courante.
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Introduction: Recently, growing evidence from preclinical and clinical
studies suggest the central role that mitochondria may play into the
pathophysiology of mental disorders and particularly of the major
depressive disorder (MDD) as well as in the antidepressant response.
Mitochondria are involved in multiple cellular pathways, from the
energy production to oxidative stress. Among the concerned
molecules are acetyl-L-carnitine (ALC), essential for acetyl-CoA
homeostasis, acylcarnitines, essential for the transport of fatty acids
into the mitochondrial lumen for the realization of the fatty acid B-
oxidation (FAO), and Type 2 superoxide dismutase (SOD2), the first
protective barrier against oxidative stress. The objective of this thesis
is the evaluation of the interest of potential biomarkers of MDD and
response to treatments.

Methods: This thesis is based on data from the METADAP and VARIETE
cohorts. METADAP is a prospective, multicenter, naturalistic cohort of
624 patients aged 18 to 65 years, suffering from a major depressive
episode (MDE) in a context of MDD requiring a new antidepressant
treatment. Patients are clinically and biologically assessed at inclusion,
1 month, 3 months and 6 months after the treatment onset. VARIETE
is a multicenter cohort of 895 healthy subjects aged 18 to 89 years.
Biomarkers analyzed were metabolomic parameters (L-carnitine, ALC
and 38 acylcarnitines), inflammatory parameters (CRP and cytokines)
and the rs4880 (Val16Ala) genetic polymorphism of SOD2.

Results: 1) No association were found between the rs4880
polymorphism of SOD2 and clinical or inflammatory response (CRP, IL-6,
IL-10, IL-1B and TNF-a) after antidepressant treatment in depressed
patients. 2) Decreased ALC and increased L-carnitine and L-carnitine/ALC
ratio were observed in depressed patients compared with controls. After
antidepressant treatment, a progressive normalization of these 3
parameters until a complete restoration was observed between patients
and controls. Finally, the baseline L-Carnitine/ALC ratio was associated
with response and remission at 3 months. 3) An association between
decreased levels of medium and long chain acylcarnitines and the
presence of MDE was found. The differences between depressed patients
and healthy subjects gradually disappeared over time. There was no
association between these parameters and the response in the patient.

Conclusion: This thesis identifies an association between peripheral
biomarkers reflecting mitochondrial activity with depression and
response to antidepressant treatment. The data suggest impaired
mitochondrial function, including B-fatty acid oxidation in patients with
MDE in a context of MDD. However, the links between clinical response
and the biological effect of antidepressants on L-carnitine, ALC and
acylcarnitines remain unclear and will require further exploration. Finally,
independent studies will be necessary to replicate these results before
acylcarnitines can be considered as biomarkers of MDE in clinical
practice.




