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de formule (I) suivante : dans laquelle : * n = 1, * Ra représente notamment -COOH, * Rb

représente notamment -CHjz-, * Z représente notamment -CH,-CHOH-, * ledit composé étant

le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu'il y a présence d'au moins un carbone asymétrique,
sous forme d'isomeéres seuls ou en mélange racémique, comme marqueur physiologique pour la mise en ceuvre d'une méthode de
diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.
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METHODE DE DIAGNOSTIC IN VITRO OU EX VIVO DE DESORDRES
PSYCHIATRIQUES ET/OU DE DYSBIOSES INTESTINALES

La présente invention concerne un nouveau marqueur biologique pour le
diagnostic de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

Plus particuliérement, I’invention concerne une méthode de diagnostic, notamment
in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques, notamment d’autisme, et/ou de
dysbioses intestinales.

Plus particuliérement, I’invention concerne une méthode de diagnostic, notamment

in vitro ou ex vivo d’autisme, ou de dysbioses intestinales associées a 1’autisme.

L’autisme chez ’enfant, est un désordre psychiatrique hétérogéne du point de vue
des mécanismes de pathogénécité. Cette pathologie, aussi nommée syndrome de
Kanner, survient habituellement dans la petite enfance, dans la premiére, deuxiéme ou
troisiéme année de ’enfant. Elle se caractérise par un désordre du langage, une
incapacité a développer des relations sociales, par des comporfements rituels et répétitifs
et enfin par des retards mentaux plus ou moins importants.

Il existe de fortes présomptions en faveur d’un terrain génétique de cette maladie.
Toutefois, de plus en plus de recherches lient le dysfonctionnement du cerveau & un
déséquilibre métabolique dont I’origine serait dans les intestins. Des déséquilibres de la
flore intestinale, appelés dysbioses intestinales, sont trés fréquemment rencontrés chez
les personnes atteintes de troubles psychiatriques.

Le diagnostic de désordres psychiatriques et notamment de l’autisme est
habituellement basé sur des observations cliniques attentives de !’individu. Le
diagnostic par observation est compliqué par le fait, d’une part, que beaucoup d’autres
désordres du systéme nerveux central peuvent aussi avoir des symptdmes tres
comparables & ceux de P'autisme, et d’autre part, par le fait que ces observations
fastidieuses de ’enfant, doivent étre répétées et prolongées dans le temps et effectuées
par des spécialistes expérimentés en milieu hospitalier.

La demande de brevet EP 0 979 828, concerne une méthode de diagnostic de
I’autisme comprenant la détection de peptides de formule pyroGlu-Trp-GlyNH2, Gly-
Ser-Glu-Asn et pyroGlu-Glu-Asp-Ser, dans un fluide biologique tel que le sang ou
I’urine, par des méthodes appropriées de type HPLC ou immunoprécipitation grice a

des anticorps dirigés contre les peptides précités. Il est donné comme hypothése dans
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cette demande, que les taux élevés des métabolites cités ci-dessus chez les patients
autistes ont comme origine possible une infection fongique.

La demande de brevet US 5, 686,311 expose une méthode de diagnostic de
’autisme basée sur la détermination d’une série de métabolites qui 1) sont susceptibles
d’agir sur le Cycle de Krebs ou 2) sont d’origine bactérienne, tels que [’acide
citramalique, 1’acide citrique, ’acide tartrique, ’acide furan-2,5-dicarboxylique, ’acide
3-oxo-glutarique, I’acide dihydroxyphénylpropionique, ’acide carboxycitrique, I’acide
5-hydroxyméthyl-2-furoique, ’acide furancarboxyglycine, 1’acide phénylcarboxylique
et I’arabinose. Ces composés sont détectés par GC/MS dans des fluides biologiques
(urine, sang, salive et liquide cérébrospinal) de patients autistes et leurs taux sont
comparés & ceux détectés dans des. échantillons issus de patients sains. Cependant,
I’utilisation de ces métabolites comme marqueurs biologiques ne semble pas toujours
permettre de diagnostiquer des désordres psychiatriques sans avoir recours & 1’étude des
symptdmes cliniques.

Reichelt et al. (Biol. Psychiatry, 1986, 21 (13) 1279-90; Adv. Biochem.
Psychopharmacol.; 1981, 28, p.627-43 ; Med. Hypothese, 1995, 45 (5), p. 498-502) ont
détecté un ensemble de peptides chez les enfants autistes et ont purifié certains de ces
peptides présents dans leurs urines. Dans le but d’identifier des patients chez qui le
syndrome de ’autisme serait causé par un mécanisme pathogéne commun, ces peptides
tels que le gluten et la caséine sont recherchés. Les peptides précités semblent n’étre
détectés que chez certains patients et non pas dans I’ensemble des cas d’autisme.

Des publications concernent 1’étude de ’autisme par la mesure des taux d’un
métabolite dopaminergique majeur, I’acide homovanilique (HVA), ou d’un métabolite
issu de la norépinéphrine, ’acide vanillylmandélique (VMA), dans un fluide biologique.

Ces publications mentionnent que I’autisme semble étre lié & un désordre
neurobiologique mais présentent des résultats contradictoires.

A titre d’exemple, on peut citer celle de Robert T. Schultz et al. (Charney, D.S.
and Nestler, E.J. The neurobiology of Mental Iliness (2™ edition), Oxford University
Press), dans laquelle est indiqué que le niveau de HVA dans le liquide cérébrospinal de
personnes autistes est soit augmenté, soit diminué, soit identique & celui de personnes
saines ; de méme certaines études du niveau urinaire de HVA rapportent que les niveaux

sont similaires chez les sujets autistes et les sujets sains.



10

15

20

25

WO 2007/119004 3 PCT/FR2007/000626

Dans la publication de Christopher J. McDougle (J Clin Psychiatry 2005 ;66
(suppl 10)), il est également décrit que le taux urinaire de HVA d’individus autistes ne
différe pas de celui des individus sains.

De méme, dans la publication de Minderaa RB (Noradrenergic and adrenergic
functioning in autism, Biol Psychiatry. 1994 Aug 15; 36(4):237-41. PMID:
79866888), le taux urinaire de ’acide vanillylmandélique chez des individus sains et
autistes est mesuré (tableau 5 de la publication). Il est montré que les individus autistes
ont un taux urinaire d’acide vanillylmandélique identique a celui des contrdles.

A ce jour, les méthodes de I’art antérieur ne fournissent pas encore de solution
satisfaisante au probléme du diagnostic rapide et siir de 'autisme au moyen de
marqueurs biologiques, sachant que chacun d’entre eux est intrinséquement insuffisant
pour discriminer une condition physiologique d’une situation pathologique.

L’un des buts de ’invention est de fournir un nouveau marqueur biologique
sensible, fiable et d’utilisation rapide, pour le diagnostic de désordres psychiatriques,
notamment 1’autisme et/ou de dysbioses intestinales.

L’un des buts de I'invention est également de fournir un kit de diagnostic de
désordres psychiatriques, notamment I’autisme et/ou de dysbioses intestinales.

L’un des buts de I’invention est de fournir des anticorps monoclonaux et
polyclonaux et des hybridomes susceptibles de produire ces anticorps, lesquels peuvent
étre utilisés dans le kit de diagnostic ou comme antagonistes pour le traitement de
désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

La présente invention concerne [’utilisation de ’un éu moins des composés de

formule (I) suivante :

HO ORb
)

dans laquelle :
* n=0oul,
* Ra représente -CH,OH, -COOH, -NRjR,, avec R; et R, représentant
indépendamment 1’un de P’autre, un atome d’hydrogéne ou un groupe

alkyle de 1 & 3 atomes de carbone,
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* Rb représente un groupe alkyle de 1 & 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHj,

*  Z représente ~CH,-Y-, Y représentant une chaine hydrocarbonée de 1 4 2
atomes de carbone, le cas échéant substituée par un groupe OH, ladite
chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

* lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, sous forme d’isoméres

seuls ou en mélange racémique,

*

lesdits composés étant différents de ’acide vanillyllactique, de ’acide
vanillylpyruvique et du 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol,

comme marqueur physiologique pour la mise en ceuvre d’une méthode de
diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

Dans la présente invention, il a été trouvé de fagon surprenante que chez les
patients atteints de désordres psychiatriques, le pic de valeur de 1’un au moins des
composés définis ci-dessus, est significativement supérieur a la valeur obtenue pour un
patient sain.

11 a également été trouvé de fagon inattendue, que la présence de I’un au moins des
composés définis ci-dessus dans un échantillon biologique d’un malade permet
avantageusement de diagnostiquer 1’autisme, ou des dysbioses intestinales associées a
T"autisme.

En d’autres termes, de fagon avantageuse, les composés de I’invention étant
spécifiques du diagnostic de désordres psychiatriques (éventuellement associés a des
dysbioses), ils ne permettent pas le diagnostic de dysbioses non associées & des
désordres psychiatriques.

On entend par « marqueur physiologique » un marqueur biochimique permettént la
mise en ceuvre d’une méthode de diagnostic in vitro ou ex vivo . ‘

On entend, par sels, des sels pharmacologiquement acceptables tels que les sels
d’ammonium, sodium, potassium, calcium, magnésium .

Le terme « désordres psychiatriques », tel qu’utilisé dans la présente invention, se
référe 4 des désordres psychiatriques ou neurologiques. Les désordres neurologiques
concernent les troubles du systéme nerveux. Les désordres psychiatriques concernent les

troubles ou dysfonctionnements mentaux et émotionnels. Ces désordres sont identifiés et
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classifiés dans Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition,
Revised : DSM-IV-TR, Washington, DC : American Psychiatric Association ; 2000.
L’expression « dysbiose intestinale » définie un déséquilibre de la flore intestinale
couramment observé chez des individus atteints de désordres psychiatriques de type
autisme.
Selon un mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne
I’utilisation telle que définie ci-dessus, de I’un au moins des composés de formule (1)

suivante :
]n @)

ORb
OH .

dans laquelle :
* n=0oul,
* Ra représente -CH,OH, -COOH, -NR;R,, avec R; et R, représentant
indépendamment 1'un de P’autre, un atome d’hydrogéne ou un groupe

alkyle de 1 &4 3 atomes de carbone,

*

Rb représente un groupe alkyle de 1 a 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHj,

* 7 représente —CH,-Y-, Y représentant une chaine hydrocarbonée de 1 42
atomes de carbone, le cas échéant substituée par un groupe OH, ladite

chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

X

lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, 'sous forme d’isoméres

seuls ou en mélange racémique,

£

lesdits composés étant différents de ’acide vanillyllactique, de I’acide
vanillylpyruvique et du 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol,
comme marqueur physiologique pour la mise en ceuvre d’une méthode de

diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.



WO 2007/119004 6 PCT/FR2007/000626

Selon un autre mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne
l'utilisation telle que définie ci-dessus, de I’un au moins des composés de formule ()

suivante :

N —0
)

] n (I)

HO ORb
dans laquelle :

5 * n=0oul,

* Ra représente -COOH,

* Rb représente un groupe alkyle de 1 a 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHs,

* 7 représente -CHy-Y-, Y représentant une chaine hydrocarbonée de 1 42

10 atomes de carbone, le cas échéant substituée par un groupe OH, ladite

chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

*  lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, sous forme d’isomeéres

seuls ou en mélange racémique,

*

15 lesdits composés étant différents de 1’acide vanillyllactique et de Iacide
vanillylpyruvique.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne
I’utilisation telle que définie ci-dessus, de 1’un au moins des composés de formule (II)

suivante :

an
OMe

OH
20 dans laquelle n, Ra, et Z sont tels que définis ci-dessus.
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Selon un autre mode de réalisation, la présente invention concerne 1’utilisation
telle que définie ci-dessus, de 1'un au moins des composés de formule (I) ou (I1), dans

laquelle :

¥

n=0oul,
5 * Ra représente -COOH,
7 représente -CHy-CHOH-, -CH,-CH,-, -CO-NH-CH>-,

*

lesdits composés étant différents de ’acide vanillyllactique.
Selon un mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne
1’utilisation telle que définie ci-dessus, de 1’un au moins des composés de formule (I) ou
10 (1), dans laquelle :
* n=1,
% Rareprésente -COOH,
* Rb représente —CHz-,
7 représente -CH,-CHOH-,
15 # lesdits composés étant différents de I’acide vanillyllactique.
Selon un mode de réalisation avantageux de I’invention, le composé de formule

(IT) est choisi parmi I’un des composés suivants :

COOH
CH,
| COOH
CHOH
“OMe
OMe
OH
OH
Acide 3-méthoxy-4- Acide vanillique
20 hydroxyphényl-3-

hydroxy-propionique
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CI)OOH ' COOH

cO

OMe

OH OMe

OH

Acide vanillylpropionique Vanillylglycine

Selon un autre mode de réalisation avantageux de l’invention, le composé de
formule (II) utilisé est I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique et
répond & la formule suivante :

(IEOOH
i
CHOH

OMe
OH

10 Le composé tel que défini ci-dessus est I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-
hydroxy-propionique, —nommé  aussi acide  vanillyl-30H-propionique  ou
vanillylhydracrylique. Ce composé est un produit intermédiaire d’une des voies de
dégradation bactérienne de 1’acide férulique (provenant des polyphénols alimentaires).

Dans la présente invention, il a été trouvé de fagon surprenante que chez les

15 patients atteints de désordres psychiatriques, le pic de valeur de I’acide 3-méthoxy-4-

hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique est significativement supérieur a la valeur

obtenue pour un patient sain. Les niveaux significatifs dudit composé, mis en évidence
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par des méthodes appropriées, notamment la GC/MS, chez tout les patients analysés,
permettent de considérer ledit composé comme un marqueur sensible et fiable pour le
diagnostic de I’autisme et autres désordres psychiatriques.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I’invention, le composé de

formule (IT) utilisé est I’acide vanillique et répond a la formule suivante :

COOH

OMe
OH

Dans la présente invention, il a été trouvé de fagon surprenante que chez les
patients atteints de désordres psychiatriques, le pic de valeur de I’acide vanillique est
significativement supérieur & la valeur obtenue pour un patient sain.

Les composés peuvent &tre utilisés seuls ou en mélange, par exemple [’acide
Vanillylpropionique (VPA) en mélange avec la Vanillylglycine (VG); ou l’acide
Vanillylpropionique (VPA) en mélange avec [’acide Vanillique (VA); ou l’acide
Vanillylpropionique (VPA) en mélange avec la Vanillylglycine (VG) et ’acide
Vanillique (VA); ou encore l’acide Vanillique (VA) en mélange avec la
Vanillylglycine (VG).

Les désordres psychiatriques impliqués dans I’invention appartiennent au groupe
constitué de I’autisme, des retards de développement, des maladies neurodégénératives
telles que la maladie d’ Alzheimer, ou la maladie de Parkinson.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, le désordre psychiatrique impliqué
dans I’invention, est I’autisme.

De facon avantageuse, le désordre psychiatrique impliqué dans l’invention est
I’autisme i€ 4 la dysbiose intestinale.

La présente invention concerne également, une méthode de diagnostic et/ou de
pronostic, notamment in vitro ou ex vivo, de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses
intestinales, caractérisée en ce qu’elle comprend une étape de détermination d’une
variation de la quantité de 1’un au moins des composés définis ci-dessus, présente dans
un échantillon biologique prélevé sur un patient, par rapport a la quantité de ce(s)
méme(s) composé(s) présente dans un échantillon biologi'que prélevé chez un individu

sain,
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Le diagnostic est positif si la variation de la quantité pour au moins I'un des
composés, par exemple dans un échantillon urinaire et notamment pour ’acide 3-
méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique, est supérieure & 20 microgrammes
par milligramme de créatinine, plus préférenticllement de 20 & 180 microgrammes par
milligramme de créatinine.

Selon un mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne une
méthode telle que définie ci-dessus, dans laquelle 1a détermination par une méthode
appropriée, d’une augmentation de la quantité de 1’un au moins des composés définis ci-
dessus, présente dans un échantillon biologique prélevé sur un patient, par rapport a la
quantité de ce(s) m&me(s) composé(s) présente dans un échantillon biologique prélevé
chez un individu sain, correspond au diagnostic de I’autisme et/ou de dysbioses
intestinales.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, la présente invention concerne la
méthode telle que définie ci-dessus, dans laquelle la quantité de ’un au moins des
composés définis ci-dessus, présente dans un échantillon biologique prélevé sur un
patient, et la quantité de ce(s) méme(s) composé(s) présente dans un échantillon
biologique prélevé chez un individu sain, est mesurée par chromatographie, par
spectrophotométrie, par une méthode immunologique, notamment de test ELISA, ou
immuno-néphélémétrique et préférentiellement par chromatographie en phase gazeuse
couplée & une spectrométrie de masse (GC/MS).

Ces procédés sont connus et utilisés par I’homme de I’art et sont appliqués avec
succés pour l'analyse d’échantillons biologiques en routine (sérum, urine, sang, etc.)
afin de doser un grand nombre d’analytes, tels que les protéines, les peptides,A les
stéroides naturels ou les drogues. Ces procédés sont référencés dans I’ouvrage de P.
Tijssen « Practice and Theory of Enzyme Immunoassays », Elservier, Amsterdam 1985.
Toutefois, le principal avantage de la technique GC/MS est sa simplicité de
manipulation, son faible temps d’analyse, et avant tout, sa grande spécificité et
sensibilité de détection qui permet une caractérisation plus fine dudit composé dans des
échantillons biologiques, en comparaison aux autres méthodes connues de I’homme de
[art.,

Dans la présente invention, [’analyse et la quantification de I’acide 3—méth6xy-4-
hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique par GC/MS peut étre effectuée sur la base de

fragments ioniques caractéristiques de rapport m/z de 297 et 428.
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Selon un mode de réalisation avantageux de ’invention, dans la méthode telle que
définie ci-dessus, la détermination d’une augmentation de la quantité dudit composé de

formule :

COOH

»

CHOH

OMe
OH

présente dans un échantillon biologique prélevé sur un patient, par rapport a la
quantité de ce méme composé présente dans un échantillon biologique prélevé chez un
individu sain, correspond au diagnostic de I’autisme et/ou des dysbioses intestinales.

Selon un mode de réalisation avantageux, I’échantillon biologique impliqué dans
I’invention est choisi parmi 1’urine, le sang, la salive, le liquide cérébrospinal oules -
selles.

Selon un autre mode de réalisation avaﬁtageux, la présente invention concerne la
méthode telle que définie ci-dessus, dans laquelle la quantité de I’un au moins des
composés définis ci-dessus, notamment la quantité du composé acide 3-méthoxy-4-
hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique, présente dans un échantillon d’urine prélevé sur
un patient, est supérieure 4 environ 20 microgrammes' par milligramme de créatinine et
notamment de 20 a 180 microgrammes par milligramme de créatinine.

La présente invention concerne des anticorps monoclonaux ou polyclonaux dirigés
contre ’un au moins des composés définis ci-dessus, en particulier dirigés contre ’acide
3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique.

Les anticorps monoclonaux peuvent &tre obtenus par immunisation de souris avec
I'un des composés définis ci-dessus, par exemple 1’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-
3-hydroxy-propionique, couplée & une protéine ou un peptide de couplage selon les
techniques classiques connues de I’homme de 1’art. Les immunocytes prélevés aprés
immunisation sont fusionnés avec un myélome murin déficient pour 1’hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transférase. Un milien de sélection permet la survie des

hybridomes, et la sélection de ’hybridome secrétant I’anticorps spécifique anti- acide 3-
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méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique est effectude par des techniques
immunologiques classiques.

La présente invention concerne également, le kit de diagnostic de désordres
psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales comprenant :

- un ou plusieurs réactifs, notamment anticorps dirigé contre 1’un au moins des
composés définis ci-dessus, susceptibles de détecter la présence dans un
échantillon biologique, de I’un au moins des composés définis ci-dessus,

- éventuellement, un échantillon témoin contenant ’un au moins des composés
en quantité prédéterminée indicative du diagnostic positif de désordres
psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales,

- éventuellement, un échantillon témoin contenant ’un au moins des composés
en quantité prédéterminée indicative du diagnostic négatif -de désordres
psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

La technique utilisée pour la réalisation du kit est de type ELISA compétitive. Elle
est basée sur la compétition entre 1'un des composés définis ci-dessus, par exemple
I’acide  3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique, conjugué 2 de 1a
péroxydase ou a un fluorochrome ou & un conjugué radiomarqué et ’acide 3-méthoxy-
4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique présent dans 1’échantillon et ce pour un
nombre limité de sites de fixation (anti-corps absorbés). La quantité de conjugué fixé est
détectée par comptage de la radioactivité ou par fluorimétrie ou par I’addition d’un
substrat chromogénique ou luminescent suivie d’une détection spectrométrique. La
quantification est effectuée par comparaison avec une gamme standard qui est présente
dans le kit. L intensité de la lecture est inversement proportionnelle & la quantité d’acide
3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique présente dans le standard ou
1’échantillon.

La présente invention concerne des hybridomes susceptibles de produire des
anticorps monoclonaux tels que -définis ci-dessus, en particulier des anticorps
monoclonaux  dirigés contre ’acide  3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-
propionique. |

La présente invention concerne I"utilisation d’antagonistes de I’un au moins des
composés définis ci-dessus, pour le traitement de désordres psychiatriques et/ou de
dysbioses intestinales.

De fagon avantageuse, les antagonistes sont choisis parmi les anticorps

polyclonaux ou monoclonaux dirigés contre les composés décrits ci-dessus.
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DESCRIPTION DES FIGURES

Figure 1 :

La figure 1 correspond an chromatogramme obtenu,par chromatographie en phase
gazeuse couplée 4 la spectroméirie de masse (GC/MS) aprés I’analyse d’un échantillon
d’urine d’un contrdle sain. Cette figure illustre les concentrations des divers composés
dérivés triméthylsilysés (TMS) ol les pics sont identifiés tels que : A, acide lactique ; B,
urée ;, C, étalon interne ; D, acide 2-oxoglutarique ; E, acide hippurique ; F, aéide 3-
méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique ; G, acide citrique.

Figure 2 :

La figure 2 correspond au chromatogramme obtenu par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) aprés I’analyse d’un échantillon
d’urine d’un enfant autiste. Cette figure illustre les concentrations des divers composés
dérivés triméthylsilysés (TMS) ol les pics sont identifiés tels que : A, acide lactique ; B,
urée ; C, étalon interne ; D, acide 2-oxoglutarique ; E, acide hippurique ; F, acide 3-
méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique ; G, acide citrique.

Figure 3:

La figure 3 correspond au chromatogramme obtenu par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) permettant de caractériser le
spectre de masse du composé identifié comme le dérivé TMS de 1’acide 3-méthoxy-4-
hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique retrouvé chez un patient autiste. L’axe des
abscisses correspond 4 la masse en Dalton des fragments ioniques. Leé fragments
ioniques 297 et 428 permettent d’identifier le composé A, acide 3-méthoxy-4-
hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique.

Figure 4 :

La figure 4 correspond & I’histogramme comparatif relatif a la quantité du dérivé
TMS de 1’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique respectivement
entre 27 contrdles sains (A) et 27 patients autistes (B). I.’axe des abscisses correspond &
la quantité de I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique en pg/mg de
créatinine. Les valeurs des médianes sont représentées, ainsi que leurs pourcentiles &
95%. La quantité dudit composé chez les patients autistes est supérieure a 20 pg/mg de
créatinine et chez les contrdles sains est compr’ise entre 0 et 15 pg/mg de créatinine. Par
ailleurs, des données issues d’analyses chromatographiques démontrent que le rapport

de surface de la quantité dudit composé chez les patients autistes est supérieur 4 0,1 et
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chez les contrdles sains est compris entre 0 et 0,07 (résultats non montrés). Le test de
Mann et Whitney met en évidence une différence significative avec un Ucal de 3,2.

Figure 5 :

La figure 5 correspond & I’histogramme comparatif relatif a la quantité du dérivé
TMS de I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique entre 62 contrdles
sains (A) et 45 patients souffrant de pathologies psychiatriques caractérisées par un
retard sévére du développement et non autistiques (B). L’axe des abscisses correspond &
la quantité de I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique en ng/mg de
créatinine. Les valeurs des médianes sont représentées ainsi que leurs pourcentiles a
95%. La quantité dudit composé chez les patients atteints de diverses neuropathies non
autistiques est supérieure a4 20 pg/mg de créatinine et chez les contrdles sains est
comprise entre 0 et 15 pg/mg de créatinine. Par ailleurs, des données issues d’analyses
chromatographiques démontrent que le rapport de surface entre les taux dudit composé
de patients atteints de diverses neuropathies non autistiques et de controles sains est
compris entre 0 et 0,07 pour les contrdles sains et supérieur a 0,1 pour les patients du
groupe (B) (résultats non montrés). Le test de Mann et Whitney met en évidence une
différence significative avec un Ucal de 4,74.

Figure 6 : '

La figure 6 présente I’histogramme relatif a la quantité du dérivé TMS de la
vanillylglycine (VG) respectivement entre 27 contrdles sains (A) et 27 patients autistes
(B). L’axe des abscisses correspond au rapport de surface de la quantité de
vanillylglycine. Les valeurs des médianes sont représentées, ainsi que leurs pourcentiles
4 95%. La valeur de la médiane chez les patients autistes (B) est 0,2 et la valeur de la
médiane chez les contrdles sains (A) est 0,04. Pour la vanillylglycine (VG), le rapport
de surface de la quantité dudit composé chez les patients autistes est compris entre 0,12
et 0,72 et chez les contrdles sains est compris entre 0 et 0,1. Le test de Mann et Whitney
met en évidence une différence significative avec un Ucal de 3,6.

L’acide vanillique (VA) et I’acide vanillylpropionique (VPA) ont également été
testés et ont montré un rapport de surface supérieurs chez les patients autistes & celui des
patients sains. |

Figure 7 :

La figure 7 présente I’histogramme relatif & la quantité du dérivé TMS de I’acide

_vanillique (VA) respectivement de 38 sujets témoins (A) et de 40 patienté autistes (B).

L’axe des abscisses correspond au rapport de surface de la quantité d’acide vanillique.
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Les valeurs des médianes sont représentées ainsi que leur pourcentiles & 95%. La valeur
de 1a médiane chez les patients autistes (B) est 0,44 et la valeur de la médiane chez les
contrbles sains (A) est 0,124, Par ailleurs, des données issues d’analyses
chromatographiques démontrent que le rapport de surface, par rapport a I’étalon interne,
de la quantité dudit composé chez les patients autistes est compris entre 0,16 et 1,07 et
est compris entre 0,07 et 0,45 chez les contrdles sains. Le test de Mann et Whitney met
en évidence une différence significative avec un Ucal de 3,63.

Figure 8 :

La figure 8 présente ’histogramme relatif a la quantité du dérivé TMS de I’acide
vanillylpropionique (VPA) respectivement de 38 sujets témoins (A) et de 40 patients
autistes (B). L’axe des abscisses correspond au rapport de surface de la quantité d’acide
vanillylpropionique. Les valeurs des médianes sont représentées ainsi que leur
pourcentiles & 95%. La valeur de la médiane chez les patients autistes (B) est 0,04 et la
valeur de la médiane chez les contrdles sains (A) est 0,011. Les données issues
d’analyses chromatographiques démontrent que le rapport de surface, par rapport a
I’étalon interne, de la quantité dudit composé chez les patients autistes est compris entre
0,014 et 0,053 et est compris entre 0,003 et 0,022 chez les contrbles sains. Le test de
Mann et Whitney met en évidence une différence significative avec un Ucal de 4,47.

Figure 9 :

La figure 9 correspond & I’histogramme comparatif relatif a la quan’gité du dérivé
TMS de I’acide dihydroxyphénylpropionique entre 27 contrdles sains (A), 27 patients
autistes (B) et 18 patients non autistes souffrant de dysbioses intestinales (C). Les
valeurs des médianes sont représentées ainsi que leurs pourcentiles & 95%. Le répport
de surface de la quantité dudit composé chez les patients non autistes souffrar;t de

dysbioses intestinales est supérieur a celui des patients autistes.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Exemple 1 : Fréquence et quantité de Pacide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-
hydroxy-propionique chez les patients autistes.

Une analyse GC/MS de 1’urine de 27 patients autistes permet d’identifier un pic
important ayant les mémes caractéristiques (temps de rétention et spectre de masse) que
'acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique. Ce pic a été quantifi¢ par
intégration de 1’aire comprise sous le pic des fragments ioniques spécifiques de rapport
m/z de 297 et 428. Une analyse réalisée sur les urines de patients montre que la
fréquence des cas ou le composé décrit dans P’invention est détecté dans 'urine est
statistiquement différente chez les patients autistes comparée a 27 patients sains.
L’étalon interne utilisé est I’acide orthohydroxyphenylacétique dont la quantification est
basée sur les ions de fragmentation 296, 281, 252 et 164. |

Les résultats sont reportés dans les figures 1 4 4.

Exemple 2 : Fréquence et quantité de Pacide 3-méthoxy-4-hydroxyphény}-3-
hydroxy-propionique chez les patients atteints d’autres désordres psychiatriques.

Une analyse GC/MS de l'urine de 45 patients atteints d’autres désordres
psychiatriques permet d’identifier un pic important ayant les mémes caractéristiques
(temps de rétention et spectre de masse) que ’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-
hydroxy-propionique. Ce pic a été quantifié par intégration de I’aire comprise sous le pic
des fragments ioniques spécifiques de rapport m/z de 297 et 428. Une analyse réalisée
sur les urines de plusieurs patients montre que la fréquence des cas ou le composé décrit
dans I’invention est détecté dans ’urine est statistiquement différente chez les patients
non autisfes mais ayant des désordres psychiatriques et/ou psychomoteurs comparée a
62 patients sains.

[’étalon interne utilisé est 1’acide orthohydroxyphenylacétique dont la quantification est
basée sur les ions de fragmentation 296, 281, 252 et 164.

Les résultats sont reportés dans la figure 5. ‘

Exemple 3 : Fréquence et quantité de la vanillylglycine (VG) chez les patients
autistes.

Le protocole utilisé est le méme que celui de I’exemple 1.

Il a permis d’identifier un pic important ayant les mémes caractéristiques (temps
de rétention et spectre de masse) que la vanillylglycine. Ce pic a été quantifié par
intégration de I’aire comprise sous le pic des fragments ioniques spécifiques de rapport

m/z de 369, 354 et 223,
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Le résultat est reporté dans la figure 6.

Exemple 4 : Fréquence et quantité de Pacide vanillique (VA) chez les patients
autistes.

Le protocole utilisé est le méme que celui de I’exemple 1.

Il a permis d’identifier un pic important ayant les mémes caractéristiques (temps
de rétention et spectre de masse) que I’acide vanillique (VA). Ce pic a €té quantifié par
intégration de 1’aire comprise sous le pic des fragments ioniques spécifiques de rapport
m/z de 312, 297 et 267.

Le résultat est reporté dans la figure 7.

Exemple 5 : Fréquence et quantité de P’acide vanillylpropionique (VPA) chez
les patients autistes.

Le protocole utilisé est le méme que celui de I"exemple 1.

It a permis d’identifier un pic important ayant les mémes caractéristiques (temps
de rétention et spectre de masse) que P’acide vanillylpropionique (VPA). Ce pic a été
quantifié par intégration de 1’aire comprise sous le pic des fragments ioniques
spécifiques de rapport m/z de 340, 310, et 325.

Le résultat est reporté dans la figure 8.

Exemple 6 : Fréquence et quantité de P’acide dihydroxyphénylpropionique
chez les patients autistes et les patients non autistes souffrant de dysbioses
intestinales.

Le protocole utilisé est le méme que celui de Uexemple 1, comprenant 18 patients
atteints de dysbiose, 27 patients autistes et 27 patients sains.

1l a permis d’identifier un pic important ayant les mémes caractéristiques (temps
de rétention et spectre de masse) que I’acide dihydroxyphénylpropionique. Ce pic a été
quantifié par intégration de ’aire comprise sous le pic des fragments ioniques
spécifiques de rapport m/z de 398, 267 et 179.

Les résultats de la figure 9, montrent que acide dihydroxyphénylpropionique
permet‘le diagnostic de dysbioses non associées & des désordres psychiatriques. En
d’autres termes, il n’apparait pas &tre un marqueur biologique spécifique du diagnostic

de désordres psychiatriques.



WO 2007/119004 18 PCT/FR2007/000626

REVENDICATIONS
5 1.  Utilisation de I’un au moins des composés de formule (I) suivante :
Il?a
=],
o orp  ®

dans laquelle :
* n=0ou 1;
* Ra représente -CH,OH, -COOH, -NRRy, avec R; et Ry représentant
indépendamment ’un de ’autre, un atome d’hydrogéne ou un groupe

10 alkyle de 1 4 3 atomes de carbone,

*

Rb représente un groupe alkyle de 1 a 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHs,

* 7 représente -CH,-Y~, Y représentant une chaine hydrocarbonée de 1 & 2
atomes de carbone, le cas échéant substituée par un groupe OH, ladite

15 - chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

*

lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, sous forme d’isoméres

seuls ou en mélange racémique,

*

lesdits composés étant différents de 1’acide vanillyllactique, de 1’acide
20 vanillylpyruvique et du 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol,
comme marqueur physiologique pour la mise en ceuvre d’une méthode de

diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.
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9. Utilisation selon la revendication 1, de I'un au moins des composés de

formule (I") suivante :

@)

ORb

OH
dans laquelle :

* n=0oul,

5 # Ra représente -CH,OH, -COOH, -NRR;, avec R; et Ry représentant
indépendamment ’un de lautre, un atome d’hydrogéne ou un groupe
alkyle de 1 a 3 atomes de carbone,

# Rb représente un groupe alkyle de 1 & 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHj,

10 * 7 représente -CHy-Y-, Y représentdnt une chaine hydrocarbonée de 1 &4 2
atomes de carbone, le cas échéant substituée par un groupe OH, ladite
chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

# lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, sous forme d’isoméres

15 seuls ou en mélange racémique,

# lesdits composés étant différents de I’acide vanillyllactique, de 1’acide
vanillylpyruvique et du 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol,

comme marqueur physiologique pour la mise en ceuvre d’une méthode de

diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

20

3.  Utilisation selon la revendica’gion 1 ou 2, del’unau moins des composés de

formule'(I) suivante :
} n €8

HO ORb
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dans laquelle :
* n=Qoul,
* Rareprésente -COOH,
# Rb représente un groupe alkyle de 1 4 3 atomes de carbone, de préférence
un groupe -CHs,
% Z représente -CHy-Y-, Y représentant une chaine hydrocarbonée de 1 a2
atomes de carbone, le cas échéant substituée. par un groupe OH, ladite

chaine comprenant le cas échéant un groupe -NH- et/ou -CO-,

*

lesdits composés étant le cas échéant sous forme de sels ou lorsqu’il y a
présence d’au moins un carbone asymétrique, sous forme d’isomeres

seuls ou en mélange racémique,

*

lesdits composés étant différents de I’acide vanillyllactique et de I’acide

vanillylpyruvique.

4.  Utilisation selon la revendication 1 4 3, de I’'un au moins des composés de

formule (II) suivante :

OMe iy
OH

dans laquelle n,.Ra, et Z sont tels que définis dans la revendication 1 4 3.

5.  Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 4 4, de 'un au
moins des composés de formule (I) ou (I), dans laquelle :
* n=Q0oul,
* Rareprésente -COOH,
* 7 représente -CHy-CHOH-, -CH,-CH,-, -CO-NH-CHs-,

* lesdits composés étant différents de I’acide vanillyllactique.
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6.  Utilisation selon ['une quelconque des revendications 1 4 5, de I’un au
moins des composés de formule (I) ou (IT) dans laquelle :
* n=1,
S * Rareprésente -COOH,
*  Rb représente —CHj-,
*  Z représente -CH,-CHOH-,

* lesdits composés étant différents de I’acide vanillyllactique.

10 7. Utilisation selon la revendication 4, caractérisée en ce que le composé de

formule (IT) est choisi parmi I’un des composés suivants :

COOH
CH, COOH
(l)HOH
OMe
OMe OH
OH

Acid illi
Acide 3-méthoxy-4- cide vanillique

hydroxyphényl-3-hydroxy-

propionique
(‘DOOH ‘
(IZOOH (IDH2
' (lDH2 ITIH
CH, 610)
OMe OMe
OH OH

15
Acide vanillylpropionique Vanillylglycine
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8.  Utilisation selon la revendication 4, caractérisée en ce que ledit composé

répond 2 la formule suivante :

(,JOOH
f
CHOH

OMe
OH

(acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique)

5
9. Utilisation selon la revendication 4, caractérisée en ce que ledit composé
répond a la formule suivante :
COOH
OMe
OH
(acide vanillique)
10 |
10. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 & 9, caractérisée en
ce que les désordres psychiatriques appartiennent au groupe constitué de I’autisme, des
retards de développement, des maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson.
15

11.  Utilisation selon I’une quelconque des revendications 1 & 10, caractérisée en

ce que ledit désordre psychiatrique est ’autisme.

12.  Utilisation selon I’une quelconque des revendications 1 & 11, caractérisée en
q

20 ce que ledit désordre psychiatrique est ’autisme 1ié & la dysbiose intestinale.
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13. Méthode de diagnostic in vitro ou ex vivo de désordres psychiatriques et/ou
de dysbioses intestinales, caractérisée en ce qu'elle comprend une étape de
détermination d’une variation de la quantité de I’'un au moins des composés définis dans
I"une des revendications 1 & 9, présente dans un échantillon biologique prélevé sur un -
patient, par rapport & la quantité de ce(s) méme(s) composé(s) présente dans un

échantillon biologique prélevé chez un individu sain.

14. Mséthode selon la revendication 13, caractérisée en ce que la détermination
par une méthode appropride, d’une augmentation de la quantité de I'un au moins des
composés définis dans I’une des revendications 1 a 9, présente dans un échantillon
biologique prélevé sur un patient, par rapport  la quantité de ce(s) méme(s) composé(s)
présente dans un échantillon biologique prélevé chez un individu sain, correspond au

diagnostic de ’autisme et/ou de dysbioses intestinales.

15. Méthode selon la revendication 13 ou 14, caractérisée en ce que la quantité
de 1’un au moins des composés définis dans 1’'une des revendications 1 & 9, présente
dans un échantillon biologique prélevé sur un patient, et la quantité de ce(s) méme(s)
composé(s) présente dans un échantillon biologique prélevé chez un individu sain, est
mesurée par chromatographie, par spectrophotométrie, par une méthode
immunologique, notamment par un test ELISA, ouimmuno-néphélémétrique et
préférentiellement par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie

de masse (GC/MS).
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16. Méthode selon 1’une quelconque des revendications 13 & 15, caractérisée en

ce que la détermination d’une augmentation de la quantité dudit composé de formule :
(IBOOH

i

CHOH

OMe
OH

présente dans un échantillon biologique prélevé sur un patient, par rapport & la
5 quantité de ce méme composé présente dans un échantillon biologique prélevé chez un

individu sain, correspond au diagnostic de I’autisme et/ou des dysbioses intestinales.

17. Méthode de diagnostic in vifro ou ex vivo selon l'une quelconque des
revendications 13 a 16, caractérisée en ce que 1’échantillon biologique est choisi parmi

10 I’urine, le sang, la salive, le liquide cérébrospinal ou les selles.

18. Mséthode selon I’une quelconque des revendications 13 & 17, caractérisée en

ce qﬁe la quantité de 1’un au moins des composés définis dans I'une des revendications

1 4 9, notamment la quantité du composé acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-

15 hydroxy-propionique, présente dans un échantillon d’urine prélevé sur un patient, est
supérieure 4 environ 20 microgrammes par milligramme de créatinine et notamment

de 20 4 180 microgrammes par milligramme de créatinine.

19. Kit de diagnostic de désordres psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales
20 comprenant :
- un ou plusieurs réactifs, notamment anticorps dirigé contre I'un au moins des
composés définis dans ’une quelconque des revendications 1 & 9, susceptibles
de détecter la présence dans un échantillon biologique, de I'un au moins des

composés définis dans I’une quelconque des revendications 149,
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- éventuellement, un échantillon témoin contenant I’un au moins des composés
en quantité prédéterminée indicative du diagnostic positif de désordres
psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales,

- éventuellement, un échantillon témoin contenant I’un au moins des composés

5 en quantité prédéterminée indicative du diagnostic négatif de désordres

psychiatriques et/ou de dysbioses intestinales.

20. Anticorps monoclonaux ou polyclonaux dirigés contre I’un au moins des
composés définis dans 1’une quelconque des revendications 1 & 9, notamment dirigés

10 contre I’acide 3-méthoxy-4-hydroxyphényl-3-hydroxy-propionique.

21. Hybridomes susceptibles de produire les anticorps monoclonaux définis

selon la revendication 20.

15
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