N

N

Vers I'imagerie TEP de la neurotransmission
sérotoninergique dans la maladie d’Alzheimer: du
radiotraceur au modele animal.

Mathieu Verdurand

» To cite this version:

Mathieu Verdurand. Vers l'imagerie TEP de la neurotransmission sérotoninergique dans la mal-
adie d’Alzheimer: du radiotraceur au modele animal.. Neurosciences [q-bio.NC]. Université Claude
Bernard - Lyon I, 2008. Francais. NNT': . tel-00348975

HAL Id: tel-00348975
https://theses.hal.science/tel-00348975
Submitted on 22 Dec 2008

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00348975
https://hal.archives-ouvertes.fr

N° d'ordre 177-2008

Université Claude Bernard — Lyon 1

2008

These de doctorat de 1'Université Claude Bernard — Lyon 1

(Arrété du 7 aolt 2006)

Ecole doctorale : Neurosciences et Cognition

Soutenue publiqguement le 13 Octobre 2008

Par Mathieu Verdurand

Vers I'imagerie TEP de la neurotransmission

sérotoninergique dans la maladie d'Alzheimer : du

radiotraceur au modele animal.

Dr. Sylvie Chalon, Tours

Dr. Yves Charnay, Genéve

Dr. Benoit Delatour, Orsay

Dr. Pierre Krolak-Salmon, Lyon
Dr. Didier Le Bars, Lyon

Pr. Luc Zimmer, Lyon

Jury

Rapporteur
Rapporteur
Examinateur
Examinateur
Examinateur

Directeur de théese



Liste des articles se rapportant a la theése

Verdurand M, Bérod A, Le Bars D, Zimmer L (2008). Effects of the amyloid-beta peptides on the
serotoninergic 5-HT s receptors in the rat hippocampus (en soumission pour Neurobiol Aging).

Verdurand M, Bort G, Tadino V, Bonnefoi F, Le Bars D, Zimmer L (2008). An automated
radiosynthesis of the Pittsburgh compound B ([''C]PIB) using a commercial synthesizer. Nucl Med
Comm 29(10):920-6.

Tang S*, Verdurand M*, Joseph B, Lemoine L, Daoust A, Billard T, Fournet G, Le Bars D, Zimmer
L (2007). Synthesis and biological evaluation in rat and cat of ['*F]12ST05 as a potential 5-HTs PET
radioligand. Nucl Med Biol 34:995-1002. (*participation égale a cet article).

Autres articles

Riad M, Rbah L, Verdurand M, Aznavour N, Zimmer L, Descarries L (2008). Unchanged density of
5-HT(1A) autoreceptors on the plasma membrane of nucleus raphe dorsalis neurons in rats chronically
treated with fluoxetine. Neuroscience 151(3):692-700.

Desbrée A, Verdurand M, Godart J, Dubois A, Mastrippolito R, Pain F, Pinot L, Delzescaux T,
Gurden H, Zimmer L, Laniéce P (2008). The potential of the radiosensitive intracerebral probe to
monitor the "*F-MPPF binding in mouse hippocampus in vivo. J Nucl Med 49(7):1155-61.

Communications affichées

Verdurand M, Bérod A, Le Bars D, Zimmer L. Effects of amyloid-p peptides on the regional
distribution of 5-HT;, receptors in the rat brain. World Molecular Imaging Congress, September 10-
13, 2008. Abstract 648 accepté.

Lemoine L, Verdurand M, Vacher B, Blanc E, Le Bars D, Newman-Tancredi A, Zimmer L (2008).
Synthesis, fluorine-18 labelling and radiopharmacological evaluation of F15599, a novel 5-HT4
receptor agonist. J Nucl Med 49(Suppl.1):285P.

Tang S, Verdurand M, Lemoine L, Daoust A, Billard T, Zimmer L, Le Bars D. Radiomarquage au
'8F et évaluation biologique de ligands des récepteurs 5-HTs. 7éme Colloque Francophone sur la
Chimie Organique du Fluor, La Rochelle, avril 2008.

Verdurand M, Sentenac S, Le Bars D, Bérod A, Zimmer L. Effect of beta-amyloids on the regional
distribution of 5-HT;, receptors in the rat brain. Congrés de Physiologie, de Pharmacologie et de
Thérapeutique, Clermont-Ferrand, 9-11 avril 2008 (p289).

Verdurand M, Sentenac S, Le Bars D, Zimmer L. Modifications de l'expression des récepteurs 5-
HT,s dans un mod¢le animal de la maladie d'Alzheimer. Rencontres scientifiques de 'IFNL, Insitut
Lumiere, 10 déc 2007.

Verdurand M, Tang S, Lemoine L, Billard T, Le Bars D, Zimmer L. Synthesis and biological
evaluation in rat and cat of ['®F]12STO05 as a potential 5-HT; PET radioligand. Rencontres
scientifiques de l'lFNL, Institut Lumiere, 10 décembre 2007.

Tang S, Verdurand M, Billard T, Lemoine L, Zimmer L, Le Bars D (2007). Synthesis of '*F
radiolabelled 5-HT; receptor antagonist for PET imaging. J Label Compd Radiopharm, 50, S1, pS291.



Tang S, Verdurand M, Joseph B, Billard T, Fournet G, Lemoine L, Zimmer L, Le Bars D (2007).
Fluorine- 18 labelling and preliminary biological evaluation of a N-(phenyl sulfonyl)indole derivative,
12STOS as 5-HTg receptor antagonist. J Label Compd Radiopharm, 50, S1, pS292.

Verdurand M, Bort G, Tadino V, Tourvieille C, Bonnefoi F, Le Bars D, Zimmer L (2007). An
automated radiosynthesis of the p-amyloid imaging radiotracer ~N-methyl-(''C)2-(4'"-
methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole ((''C)PIB). J Label Compd Radiopharm, 50, S1, pS145.

Zimmer L, Riad M, Rbah L, Aznavour N, Verdurand M, Sibon I, Descarries L. Exploration in vivo
de l'internalisation des récepteurs sérotoninergiques 5-HT;4 lors d'un traitement antidépresseur : apport
de l'imagerie TEP. 2°™ Collogque Méditerranéen des Neurosciences, Marrakech 13-15 décembre 2006.
En ligne (SP9 _5).

Riad M, Rbah L, Verdurand M, Aznavour N, Zimmer L, Descarries L. Functional plasma membrane
5-HT,a autoreceptors are replaced by desensitized receptors in the nucleus raphe dorsalis of rats
chronically treated with fluoxetine. Abstract Viewer/Itinerary Planner. Washington, DC: Society for
Neuroscience, 2006. En ligne.

Rbah L, Verdurand M, Riad M, Descarries L, Zimmer L. Exploration in vivo de I’internalisation des

récepteurs sérotoninergiques 5-HT ;4 lors d’un traitement antidépresseur. 7éme Colloque de la Société
des Neurosciences. Lille 17-20 mai 2005.



Remerciements

La majorité de ces travaux thése a été effectuée au CERMEP, Imagerie du vivant. Je remercie donc
tout d'abord Gérard Gimenez de m'avoir accueilli au sein du centre.

Je suis trés reconnaissant a Sylvie Chalon et Yves Charnay d'avoir accepté de lire, examiner et juger
ce travail de thése en tant que rapporteurs. Je remercie également Benoit Delatour, Pierre Krolak-
Salmon et Didier Le Bars pour avoir accepté de participer a mon jury et d'examiner ce travail.

Je veux remercier tout particulierement Luc Zimmer d'avoir encadré ce travail de thése. Merci pour la
confiance que tu m'as accordée durant ces 5 années. Travailler sous ton encadrement fut trés agréable.
Merci pour ton intuition scientifique, pour ta disponibilité, ta persévérance, pour ta bonne humeur, ton
humour et pour tes qualités humaines indéniables. Merci "pére" (qualificatif que certaines personnes,
dont je ne dénoncerais pas l'identité ici (LR et VG), t'ont attribué a mon égard).

Je tiens a remercier Vincent Tadino pour avoir initier avec Luc mon début de thése, et pour m'avoir
formé sur les automates de radiosynthéses au carbone 11. Enfin, je devrais plutot dire au bidouillage
de vannes, au changement de carte électronique, a la soudure, au remplacement de contrdleur de flux,
de four triflate...etc... Ce fut un plaisir que de bosser avec toi, le "cowboy" de la radiochimie.

Je remercie "Advanced Accelerator Applications" pour avoir financé ces travaux de thése CIFRE.
Merci a Laurent Lemoucheux pour étre venu spécialement de Saint-Genis Pouilly pour une synthese.
Je remercie également Bioscan pour avoir financé mon congres a Aachen.

Je veux remercier Didier Le Bars, pour m'avoir ouvert les portes du département radiochimie. Merci
pour ta disponibilité, ta bonne humeur, ton humour, tes conseils, et ta vision de la recherche. Ce fut un
plaisir que de partager ces quelques aventures radiochimiques (et biologiques!) avec toi.

Je tiens a remercier particuliérement Anne Bérod pour m'avoir formé et encadré pour toutes les
manips de neuroanatomie. Merci Anne pour le temps que tu m'as consacré, pour ton aide, tes précieux
conseils, tes réflexions et nos discussions. Ce fut trés agréable et enrichissant.

Je tiens a remercier Sandor Arancibia pour m'avoir fournit le modéle de rats amyloides Ap (25-35).
Merci également a Gina Devau pour les échantillons de cerveaux microcébe.

Un grand merci a Sandrine Tang pour notre travail commun sur le traceur des récepteurs 5-HTs, qui
n'a malheureusement pas eu le succés escompté. Merci Sandrine pour ta sympathie. Merci également a
Thierry Billard, pour tes conseils, pour le partage de tes connaissances en chimie, pour les bouquins
pdf et merci pour ta bonne humeur et ta sympathie.

Je remercie Sabine Sentenac pour les dosages de sérotonine tissulaire. Merci Sabine pour tes
réparations de derniére minute, et merci pour ta gentillesse.

Merci a Aurélie Desbrée pour la collaboration sur le projet "beta-microprobe souris" et pour ta
sympathie.



Je voudrais remercier tout le personnel du CERMEP pour ses multiples compétences. Je crois
avoir pu bénéficier de I'aide précieuse de chacun d'entre vous, et je vous en remercie.

Christian Tourvieille, merci Cricri (ou encore le "McGyver" du Cermep) pour les réparations sur
I'automate de méthylation, pour ton humour et ta sympathie.

Frédéric Bonnefoi, merci Fred pour ton aide et tes conseils lors de ma galére avec l'automate de
méthylation et les radiosynthéses du PIB, pour les tirs cyclo quand Cricri n'était pas 1a, et pour ta
sympathie.

Marion Alvarez, merci Marion pour tes synthéses de MPPF, celles prévues et celles rajoutées au
dernier moment, pour ta prévoyance et ta gentillesse.

Stéphane Guillouet, merci Stéphane pour tes conseils pour les synthéses de PIB, ton aide et ta
disponibilité.

Merci a Fabienne Poncet, Véronique Berthier et Christine Vighi pour m'avoir tenu informé des
ajouts et annulations d'examens TEP MPPF, pour la préparation de la salle avant l'examen TEP chat,
pour votre aide concernant le matériel de labo et pour votre gentillesse.

Christian Pierre, merci a toi pour étre allé chercher en urgence une pi¢ce informatique pour assurer
ma manip B-microprobe. Merci pour ton aide, ton humour et ta sympathie. Et les bons souvenirs a la
sortie ski (1* prix des plus belles chaussures!).

Anthonin Reilhac et Nicolas Costes. Merci a tous les deux pour votre aide pour le traitement des
images TEP chat et pour votre sympathie.

Merci a Franck Lavenne, pour ton aide "déterminante" au moment d'imprimer ma thése en couleur !
Merci a Bruno, Rachid, Dominique, Danielle, Alain, Bassem, Mohamed, Mimoun, Jacques.

Merci a Luc Magnier (pour les manips B-microprobe souris et pour les grosses compresses),
Stéphane Martin (pour les manips microTEP) et Jean-Baptiste Langlois, pour nos collaborations,
pour votre aide, votre bonne humeur et votre sympathie.

Je voudrais remercier toutes les personnes du laboratoire de Neuropharmacologie de
Rockefeller avec qui j'ai pu interagir. Héléne Scarna, Laura Lambas-Senas, Christianne Bardelli,
Jean-Baptiste Bertrand, Ouissame Mnie-Filali, Sandrine Parrot, Shalah, Nasser Hadjerri et tous les
autres que j'oublie...



Ces cinq années m'ont permis de faire de trés belles rencontres. J'ai croisé, écouté, discuté, partagé,
taquiné, rigolé... Au fil du temps, il y a certaines personnes qui sont devenues plus que des "collegues
de travail"...

Veronica,

The doe ! Je te dis un "HUGE" merci pour ta joie de vivre communicative, pour ton sourire, pour ta
sincérité, pour ta spontanéité, pour nos fous-rires et pour ta dérision sur tout. Merci pour ton aide avec
les ratatons et les chatons. Maintenant que tu géres la stéréotaxie, la chirurgie et la suture toute
seule...prends garde a LZ qui va te confier du boulot en plus !!! Bon et sinon, quand est-ce qu'on se
fait les vias ferrata les plus difficiles de France ?

Latifa,

Titi, je veux d'abord te dire merci pour ton accueil, pour m'avoir patiemment transmis ton savoir, et
merci pour tous tes conseils passés, présents et futurs. Je voudrais ensuite te dire sincérement merci
pour ton amitié (a toutes épreuves), pour nos échanges, nos discussions et pour nos fous-rires. A part
¢a, voyant ta progression fulgurante a ski, grace a un moniteur de renommée. ..départementale (quand
méme), j'espere qu'un jour on pourra dévaler des pistes noires ensembles !

Jamila,

Merci pour ton aide spontanée et pour tous les services que tu m'as rendus. Merci également pour ta
gentillesse, pour tes conseils avisés et pour ta générosité. Tu restes pour moi 1'électron libre pétillant
du Cermep !

Laétitia,

Merci pour proposer spontanément ton aide pour les manips, pour avoir toujours une idée de sortie,
pour ta sincérité et pour nos fous-rires (notamment provoqués par tes "accidents quotidiens")... Je suis
encore étonné que tu sois revenue (presque) entiere des sorties via ferrata ! "The buffoon" te souhaite
bon courage pour ta thése avec ton nouveau "papa".

Alexia,

Merci pour ton aide pour les manips d'injections, pour ta spontanéité, ton dynamisme et les fous-rires
partagés. Le groupe "urethane" va pouvoir renaitre pour quelques jours ! Bon courage pour la suite de
la voie que tu as choisis.

Guillaume,

Merci a toi le Toulousain pour avoir rejoins I'aventure (la galére ?) des automates de radiosynthéses et
du PIB. Merci pour ton aide, tes idées de chimistes, ta bonne humeur, nos fous-rires et nos
expériences, pas toutes trés scientifiques. Je garde d'excellents souvenirs des courses de fauteuils
roulants, des pétanques nocturnes et des soirées de percussions apres avoir fini nos journées de galére
avec l'automate dans la nuit. Bon courage pour ta thése !

Nicolas,

Merci pour ton aide en informatique, pour tes conseils passés et présents, pour nos discussions
scientifiques ou non et pour nos fous-rires. Merci également pour toutes les sorties sports...ca fait des
bons souvenirs de doigts cassés (ski), de chutes et de galére (VTT) et autres (kayak).

Anthony,
Merci Abou pour ta spontanéité, pour nos délires et nos fous-rires.

Et je n'oublie pas Anissa et Nadia. Merci pour les bons moments passés et pour votre sympathie.



Je voudrais enfin remercier les personnes les plus importantes a mes yeux.

Les personnes avec lesquelles je me sens si bien... autour d'un whisky écossais (les génes Chisholm
s'expriment), de bas-armagnac, ou de la derniére trouvaille en vin de Mich. Ahhh, de vrais alcooliques
dans cette famille Verdurand !

Mes parents Mich et Sue, pour votre soutien inconditionnel, pour les valeurs que vous m'avez
inculqué qui me servent chaque jour comme référence.

Ma grande sceur Elo, et la famille qui s'est aggrandie avec Stéphane et Manon pour les bons moments
ensemble passés, présents et futurs, tout simplement.

Et mon "petit" frere Alex, pour...pour...bein je ne sais pas trop quoi dire en fait. C'est mon fréro quoi!
On se comprend sans se parler.

Et toute ma grande famille, frangaise et canadienne !

A Georges, Arthur et Ken



[''CIPIB :
['"*F]12STO5 :

['"*F]MPPF :
["*F]F15599 :

["'C]CH;OTf :
5-HT:
5,7 DHT :
AP :
AINS :
AMPc :
apoE :
APP:
ARNm :
AS:
BHE :
Bq:

Cing :
CDR:
Da:

DG:
DNF :
ECD:
evV:
GABA :
GPCR :
GTP:
Hipp Dors :
Hipp Ventr :
HMPAO :
icv :

ip:

v:

IRM :
Kd:

Ki:
LCR:
MA :
MCI :
MMSE :
NFT :
NMDA :
NRD :
pCPA:
PHF :
PS:
SNC:
SP:

TEP :

Liste des abréviations

2-(4'-méthylaminophényl)-6-hydroxybenzothiazole marqué au carbone 11
N-[2-(1-[(4-fluorophényl)sulfonyl]-1H-indol-4-yloxy)éthyl]-N, N-diméthylamine
marqué au fluor 18
(4-2'-méthoxyphényl)-1-[2'-(N-2-pyridinyl)-p-fluorobenzamido]-éthylpiperazine
marqué au fluor 18

(3-chloro-4-fluorophényl-(4-fluoro-4 {[(5-méhtyl-pyrimidin-2-ylméthyl)-amino]-
méthyl}-piperidin-1-yl)-methadone)

trifluorométhanesulfonate de méthyle marqué au carbone 11
5-hydroxytryptamine ou sérotonine

5,7 dihydroxytryptamine

peptides beta-amyloides

anti-inflammatoires non-stéroidiens

adénosine monophosphate cyclique

apolipoprotéine Epsilon

"amyloid precursor protein" en anglais (précurseur de la protéine amyloide)
acide ribonucléique messager

activité spécifique

barriére hémato-encéphalique

Becquerel

cortex cingulaire

"clinical dementia rating" en anglais (échelle d'évaluation clinique démentielle)
Daltons

"dentate gyrus" ou gyrus denté

dégénérescences neurofibrillaires

éthylcystéinate dimere

¢éléctron Volts

acide gamma-amino-butyrique

"G protein coupled receptors" en anglais (récepteurs couplés aux protéines G)
guanosine tri-phosphate

hippocampe dorsal

hippocampe ventral

héxaméthylpropyléne amine oxyme

intra-cérébro-ventriculaire

intra-péritonéal

intra-veineux

imagerie par résonance magnétique

constante d'association a 1'équilibre

constante d'inhibition a 1'équilibre

liquide céphalo-rachidien

maladie d'Alzheimer

"mild cognitive impairment" en anglais (trouble cognitif 1éger)
"mini-mental state examination" (test clinique des capacités cognitives)
"neurofibrillary tangles" an anglais (= DNF)

N-méthyl-D-aspartate

nucleus raphe dorsalis (noyau du raphé dorsal)

4-chloro-DL-phénylalanine éthylester hydrochoride

"paired helical fragments" en anglais (filaments en hélices appariés)
présénillines

systéme nerveux central

"senile plaques" en anglais (plaques séniles ou plaques amyloides)
tomographie par émission de positons
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Introduction

La maladie d'Alzheimer (MA) est une démence neurodégénérative dont, a I'heure actuelle,
aucune thérapeutique curative ne peut €tre proposée aux patients. L'étiologie de la MA
demeure inconnue mais ses caractéristiques physiopathologiques sont bien décrites. Alors que
les dégénérescences intracellulaires de protéines tau sont corrélées au déclin cognitif, il est
admis que l'accumulation extracellulaire de peptides amyloides s'installe plusieurs années
avant que des signes cliniques apparaissent. D'autre part, il existerait un continuum progressif
entre l'apparition des premiers troubles cognitifs (stade MCI pour "mild cognitive
impairment") et le développement d'une MA. Des processus neurotoxiques silencieux se
développent donc bien avant que le diagnostic soit porté par des tests neuropsychologiques en
clinique. Malgré les (trés) nombreux travaux entrepris a ce jour, les relations temporelles
précises reliant I’émergence des signes cliniques et histo-pathologiques au cours de la maladie
avec les systemes de neurotransmission potentiellement impliqués dans cette pathologie,
demeurent sujets a controverse. Ainsi, la précocité et la spécificité du diagnostic constituent
des facteurs cruciaux tant pour la prise en charge de la MA que pour 1'évaluation de nouvelles

thérapeutiques.

Les travaux effectués au cours de cette théese CIFRE se positionnent dans cette optique d'un
diagnostic précoce de la MA, par le développement des méthodologies de 1'imagerie TEP
(tomographie par émissions de positons). Ces travaux s'articulent autour de trois études

principales.

Dans une premiére partie, aprés un rappel sur le développement de I'imagerie TEP des
plaques amyloides, (1) une premiére étude méthodologique va présenter les travaux
d'automatisation et d'optimisation de la radiosynthése du [*'C]PIB, un radiotraceur
pouvant détecter I'accumulation des peptides amyloides dans le cerveau de patients atteints de
la MA. Cette approche doit permettre de synthétiser ce radiotraceur TEP plusieurs fois par
jour si I’activité préclinique et/ou clinique le nécessite et ainsi rendre plus accessible un outil

d'aide au diagnostique et d'évaluation de nouvelles thérapeutiques.
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Dans une seconde partie, nous allons nous intéresser a l'imagerie TEP de la neurotransmission
sérotoninergique dans la MA. La neurotransmission cholinergique et la neurotransmission
glutamatergique sont classiquement décrites comme diminuées chez les patients Alzheimer et
la recherche neuropharmacologique s’est fortement focalisée sur ces deux systémes de
neurotransmission.  Cependant, les  améliorations  cliniques = modestes  sous
anticholinestérasiques ou antagoniste glutamatergique rappellent que ces neurotransmissions
ne sont pas les seules a devoir étre corrigées.

Ainsi, les antagonistes des récepteurs 5-HTs ont démontré des propriétés procognitives,
processus particuliecrement affectées dans la MA. D’autre part, des études post-mortem
montrant leur modification confirment qu’il s’agit d’une cible pertinente dans le cadre de la
MA. Cependant, aucun centre ne dispose encore d’un radiotraceur spécifique permettant
I’imagerie TEP in vivo de ces récepteurs. (2) Les travaux de thése que nous allons présenter
s'inscrivent dans le cadre de [I'évaluation biologique d'une nouvelle molécule
potentiellement radiotraceuse des récepteurs 5-HTs. Le premier objectif, en collaboration
étroite avec un laboratoire de chimie de I'universtit¢ Lyon 1 (Chimie et Biochimie
Moléculaires et Supramoléculaires, UMR CNRS 5246), va étre de réussir le radiomarquage
d'une molécule précurseur sélectionnée pour ses caractéristiques in vitro envers les 5-HTg. Le
second, concernant plus particuliérement cette thése, va consister a mener les expériences de
validation biologique préclinique par imagerie isotopique, afin de proposer, a terme, un
radiotraceur 5-HTg transposable a I'hnomme.

D'autre part, une étude récente en imagerie TEP au ['*F]MPPF, un antagoniste des récepteurs
5-HTa, a révélé une diminution de la fixation de ce traceur chez des patients Alzheimer alors
qu'une augmentation pouvait étre constatée chez des patients MCI. Le systéme
sérotoninergique est donc précocement "stimulé" dans la maladie d’Alzheimer. Compte tenu
de la difficulté d'interprétation des résultats obtenus en clinique, mes travaux de thése vont (3)
explorer la neurotransmission sérotoninergique par imagerie TEP préclinique au
[**F]MPPF, dans un modéle d'injection de peptides amyloides chez le rat, afin d'évaluer sa
capacité a reproduire une augmentation transitoire de l'expression des récepteurs 5-HT ;4. De
manic¢re complémentaire, 1'évaluation des conséquences de l'injection de ces peptides sur la
neuroanatomie, au cours du temps, devrait apporter des éléments de réponses aux mécanismes
compensatoires pouvant étre stimulés. Finalement, les implications potentielles de ces
analyses, sur les thérapeutiques visant & moduler les récepteurs 5-HT)4, seront abordées et

discutées.
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Chapitre 1 - La maladie d'Alzheimer

A. Définition et généralités

La maladie d’Alzheimer (MA) fait partie des 10 premicres causes de mortalit¢ de la
population mondiale, plus particulierement chez les personnes agées de 65 ans et plus. A
travers le monde, on estime a 24,3 millions le nombre de personnes atteintes de la MA (Ferri
et al., 2005). Une femme sur six et un homme sur dix, agé de plus de 55 ans, développera une
MA (http://www.alz.org/national/documents/report _alzfactstfigures2008.pdf). Cette
pathologie est la premiére cause de démence dégénérative. Sa fréquence augmente avec 1’age:
sa prévalence passe de 1 % entre 65 et 69 ans a plus de 15 % au-dela de 85 ans. D'autre part,
la population agée de 85 ans et plus va quadrupler d'ici I'an 2050. Ainsi, la progression de la
MA, sa gravité et sa prise en charge lourde, font augmenter de facon exponentielle son coft

économique, social et humain.

La MA a ¢été décrite pour la premicre fois en 1906 par le Dr. Alois Alzheimer qui
identifia deux lésions cérébrales caractéristiques de la maladie, dans des régions spécifiques
du cerveau, I’hippocampe et le cortex cérébral. Ces deux lésions caractéristiques sont décrites
sous forme de plaques séniles extracellulaires composés de fragments de 40 et 42 acides
aminés (les peptides p-amyloide ou A), et d’enchevétrements neurofibrillaires

intracellulaires causés par 1’hyperphosphorylation de la protéine tau (Tanzi et Bertram, 2005).

La MA est définie comme un syndrome démentiel. Selon la définition de
I'Organisation Mondiale de la Santé, la démence se caractérise par "une altération progressive
de la mémoire et de l'idéation, suffisamment marquée pour handicaper les activités de la vie
de tous les jours, apparue depuis au moins 6 mois et associée a un trouble d'au moins une des
fonctions suivantes :@ langage, calcul, jugement, altération de la pensée abstraite, praxie,
gnosie, ou modification de la personnalité". La définition du DSM IV (4™ version du
"Diagnostic and Statistical Manual" en anglais) d'un syndrome démentiel est un état

caractérisé par des déficits cognitifs multiples au sein desquels les troubles de la mémoire sont
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prédominants. Ils restreignent 'activité du sujet par rapport a son activité antérieure, et ne sont

pas liés a une affection psychiatrique.

La MA n'est pas simplement une maladie de la cognition mais également une maladie
du comportement et de la relation a l'autre. Les troubles psycho-comportementaux sont tres
fréquents et s'observent dans pres de la totalité des cas de MA, a un moment donné de leur
évolution (Lawlor, 2004). On peut citer, par exemple, I'anxiété et la dépression, I'agressivité et
l'agitation, les troubles psychotiques. Ils sont sous-estimés et pourtant, il s'agit de I'un des
facteurs les plus lourds pour l'entourage du malade et qui motive la plupart des mises en

institution.

B. L'étiologie et I'épidémiologie

L'étiologie de la MA est, a ce jour, inconnue. Sous sa forme sporadique (>90%), elle se
retrouve majoritairement chez les personnes agées de plus de 65 ans. La forme sporadique
signifie que la symptomatologie de la maladie intervient sans identification d'un quelconque
déterminisme génétique. Cependant, plusieurs mutations génétiques ont pu lui étre associées
grace a I'étude de cas familiaux caractérisés par une apparition plus précoce (parfois chez des
patients de moins de 25 ans) et une évolution plus rapide. Quatre génes ont été identifiés. Le
gene APP, le géne PS1, le géne PS2 et le géne codant pour I'apoE. Le géne APP ("amyloid
precursor protein" en anglais) est situé sur le chromosome 21 et code pour le précurseur de la
protéine amyloide (Goate et al., 1991). Les génes PS1 (pour préséniline 1) situés sur le
chromosome 14 (Sherrington et al., 1995) et les génes PS2 (présénilline 2) sur le chromosome
2 (Levy-Lahad et al., 1995), codent pour les protéines (B et y-sécrétases) impliquées dans le
complexe enzymatique de clivage de la protéine APP et conduisent a la formation des dépdts
et plaques amyloides. Cependant, les mutations liées a ces trois geénes n’expliquent que la
moitié des formes familiales. La principale mutation semblant constituer un facteur de
susceptibilit¢ concerne un gene situé du chromosome 19 codant pour I’apolipoprotéine E
(apoE) impliquée dans le métabolisme des lipides. Trois formes alléliques du géne existent
dans la population totale (5% de forme €2, 80% de €3 et 15 % de €4) codant pour trois formes
différentes d’apoE dont une seule, la forme apoE4, s’est révélée étre un facteur de risque

présentant la plus grande force d’association avec la MA. Cependant, les mécanismes
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biologiques pouvant sous-tendre le role de 1’apoE sont multiples et restent mal compris

(Lahiri, 2004).

Les études épidémiologiques mettent en lumiére une multitude de facteurs de risques
et, a I'inverse, de facteurs protecteurs, mais dont les résultats sont a prendre avec précaution.
Certains facteurs aggravants sont bien établis comme l'age et les antécédents familiaux de
démence (Jayadev et al., 2008). La prise d'anti-inflammatoires non-stéroidiens (ou AINS)
(Vlad et al., 2008) et la consommation modérée de vin (Pinder et Sandler, 2004) sont
considérés par certains auteurs comme des facteurs protecteurs. D'autres restent I'objet de
controverses du fait de possible biais dans les études: les traumatismes craniens a répétition,
I'age des parents, le niveau d'éducation, l'aluminium, la consommation de tabac, les

traitements hormonaux de la ménopause (Lindsay et al., 2002).

C. Le support neuroanatomique

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de deux types de 1ésions cérébrales :
les plaques amyloides ou plaques séniles (SP pour "senile plaque" en anglais) et les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF ou NFT pour "neurofibrillary tangles" en anglais),

associées a une perte neuronale et synaptique notable.

La protéine B-amyloide ou peptide AP, a été initialement isolée a partir de vaisseaux
méningés provenant de cas d'angiopathie amyloide (Husby et al., 1973). Elle est décrite sous
une forme courte de 40 acides aminés (AP (1-40)) et sous deux formes longues de 42 et 43
acides aminés (AP (1-42) et AP (1-43)). Ces fragments sont issus du clivage de la protéine
précurseur APP plus longue, comportant de 698 a 770 acides aminés. L'APP est
majoritairement clivée selon une voie non-amyloidogénique, faisant intervenir une enzyme
appelée l'a-sécrétase et conduisant a un produit soluble (Chapman et al., 2001) (Fig. 1). Par
contre, il existe une voie minoritaire amyloidogénique représentée par les enzymes 3 et y-
sécrétases, dont le produit de clivage est insoluble et va se déposer sous différentes formes
dans le milieu extracellulaire. Les dépots diffus de peptide AP sont volumineux (plusieurs
centaines de micromeétres), mal délimités et contiennent essentiellement la forme longue A
(1-42). Les dépdts focaux sont sphériques, bien limités et plus petits (environ 60 um). Ils

correspondent a un dépot dense, dont le coeur est majoritairement constitué de la forme courte

Chapitre1  Lamaladie d'Alzheimer 17



AP (1-40) du peptide. Lorsque ce dépdt focal est entouré d'une couronne de prolongements

nerveux, il réalise la plaque sénile, ou plaque amyloide (Fig. 2).

~ Membrane
APP membranaire
, T
Domaine Domaine
extracellulaire A intracellulaire
NHo COOH
1]
Voie non-amyloidogenique Vioie amyloidogénique
activite a-secrefase activité p- et y- secrétases
sAPPu SAPPB
+
AB

Figure 1. Voie de clivage du précurseur de la protéine amyloide (APP) (d'aprés Dodart et al.,
1999).

Jusqu'a récemment, il était considéré que 1'accumulation extracellulaire de peptides AP était la
cause d'une désorganisation provoquant une réaction inflammatoire aboutissant a la mort des
neurones environnant. Seuls les dépots d'amyloides constituaient des éléments neurotoxiques.
Cependant, plusieurs équipes ont démontré, par des études in vitro, la toxicité d'oligoméres
AP envers des neurones en culture (Lambert et al., 1998). D'autre part, la présence des
peptides AP a pu €tre mis en évidence a l'intérieur des neurones (Takahashi et al., 2004).
Enfin, une équipe a mis au point un modele transgénique de rats présentant une accumulation
de ces oligoméres AP a l'intérieur des neurones. Ces rats présentaient des déficits de la
mémoire visuelle et une augmentation de la phosphorylation de tau en 1'absence de plaques
amyloides extracellulaires (Echeverria et al., 2004). D'autre part, des rats triple transgénique
(APP/PS1/tau) ont montré un déficit d'activité du protéasome corrélé a la présence

intraneuronale d'oligomeéres AP (Tseng et al., 2007).
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Figure 2. Images de plaques amyloides (fleches noires) marquée par immunohistochimie du
peptide AP (tissu cérébral humain) (d'apres le site web de ['Institut National de la Recherche
Pédagogique).

Les dégénérescences neurofibrillaires (Fig. 3) sont intraneuronales. Elles sont formées
ar I'accumulation de neurofilaments anormaux dont le principal constituant est une protéine
p princip p

tau anormalement phosphorylée.
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Figure 3. Dégénérescences neurofibrillaires (fleche noire) misent en évidence par la

technique d'imprégnation argentique dans du tissu cérébral humain (d'apres le site web de
"l'University of Oklahoma Health Sciences Center").
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La protéine tau est un constituant physiologique des neurofilaments qui se lie aux
microtubules formant le cytosquelette les neurones. Des phosphorylations anormales ménent
a l'agrégation des protéines en paires de filaments appariés en hélice (ou PHF pour "paired
helical filaments" en anglais) au lieu d'une agrégation aux microtubules (Johnson et Stoothoff,
2004). Six isoformes de la protéine tau sont exprimés par €pissage-alternatif de 'ARNm a
partir d'un seul géne (chromosome 17q21) et toutes sont retrouvées, hyperphosphorylées, dans

les PHF (Goedert et al., 2006).

Enfin, la perte neuronale se manifeste par un ¢largissement des sillons et une
diminution du volume des circonvolutions du cortex (atrophie corticale). Les ventricules
cérébraux s'en trouvent dilatés. L'hippocampe, structure impliquée dans les fonctions

mnésiques, présente précocement une diminution de sa taille (Baron et al., 2001) (Fig. 4).

Figure 4. Représentation de ['atrophie corticale, hippocampique et de la dilatation
ventriculaire dans le cerveau de patient atteint de la MA (hémi-cerveau droit) en
comparaison de celui d'un sujet sain (hémi-cerveau gauche)
("http://www.alz.org/brain/09.asp").

Les pertes neuronales dans les noyaux sous-corticaux sont également importantes. Ainsi, elles
concernent le noyau basal de Meynert (NbM) synthétisant l'acétylcholine, le locus coeruleus
(LC) synthétisant la noradrénaline, le noyau du raphé dorsal (NRD) synthétisant la sérotonine

et la substance noire (SN) lieu de synthése de la dopamine (Lyness et al., 2003).
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D. La progression des lésions

Pendant longtemps et encore aujourd'’hui dans la communauté scientifique, des débats
opposent les équipes favorisant la théorie dite "baptiste" (se référant a f-amyloide) a celle dite
"tauiste" (protéines tau) de l'origine de la MA (Mudher et Lovestone, 2002; Duyckaerts
2004). Les "baptistes" sont les tenants de I'hypothése de la "cascade amyloide" qui propose
qu'une augmentation de la synthése (ou une baisse de la dégradation) du peptide AP conduit
progressivement a la formation de dépdts diffus, puis de plaques amyloides, qui vont initier
une réponse inflammatoire, une dégénérescence neurofibrillaire et aboutir finalement a une
neurodégénérescence (Hardy et Allsop, 1991; Hardy et Higgins, 1992; Hardy 1992; Selkoe et
al., 1999, 2001) (Fig. 5).
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Figure 5. Schéma représentant la "cascade amyloide"” (d'aprés Furumoto et al., 2007).

Les "tauistes" proposent que la MA fait partie du groupe des tauopathies, terme désignant les
maladies qui ont en commun le fait de comporter des agrégats intra-neuronaux de protéines
tau anormalement phosphorylées (Gray et al., 1987; Lovestone et Reynolds, 1997; Mena et
al., 1996). Cependant, le fait que des mutations dans le géne codant pour la protéine tau
produisent des dégénérescences neurofibrillaires sans plaques amyloides (Ishihara et al.,
1999, 2001) alors que des mutations dans le géne de I'APP ou PS1 et PS2 sont capables de
donner tant des plaques amyloides que des DNF (Lewis et al., 2001) semble démontrer que la

pathologie amyloide se situe en amont de la pathologie tau.

Chapitre1  La maladie d'Alzheimer 21



Il a été montré que 1'évolution ultrastructurelle des 1ésions amyloides se fait en trois
étapes. (1) Des dépdts diffus de peptide amyloide sont d'abord retrouvés dans les parties
basales des cortex frontaux, temporaux et occipitaux. (2) Ce sont ensuite des plaques séniles
qui sont localisées dans les régions supérieures du néocortex et dans 1'hippocampe. (3) Et
enfin, des plaques amyloides en densité élevée se répartissent dans tout le cortex mais
¢galement dans les régions sous-corticales comme le striatum, le thalamus, I'hypothalamus et
les noyaux profonds. La progression des 1ésions amyloides n'est pas corrélée a la nature des

symptomes de la maladie d'Alzheimer.

La pathologie tau s'appuie sur un pattern d'évolution des dégénérescences
neurofibrillaires en stades bien identifiés (Braak et al., 1994; Delacourte et al., 1999, 2002),
reproductibles et corrélés a I'évolution des signes cliniques de la maladie (Nagy et al., 1995).
Les premiers stades sont communs avec l'histologie du vieillissement normal avec une
apparition d'une DNF dans la région transentorhinal. Dans les stades suivants, la DNF atteint
le cortex entorhinal, la formation hippocampique et 1'amygdale. Elle s'étend ensuite aux

régions néocorticales puis aux cortex sensoriels et moteurs du néocortex.

Actuellement, il semble y avoir un consensus considérant que les patients atteints de
MA ont simultanément une pathologie AP et une pathologie tau néocorticale importante. Il
existerait une synergie entre les deux processus neurodégénératifs (Bouras et al., 1993; Braak
et Braak, 1991, 1997; Duyckaerts 2004). I est important de noter que les patients non-
déments peuvent aussi avoir des dépots d’ AP modérés et une pathologie tau qui va jusqu’a la
région temporale. Ces patients, affectés par les deux lésions fondamentales de la MA seraient
a une phase infraclinique (ou prodromique) de la maladie pouvant débuter 20 ans avant
I'établissement du diagnostic (phase 1, Fig. 6). Ce sont des patients qui présentent parfois de
légers troubles de la mémoire (MCI pour "mild cognitive impairment" en anglais).
L'évolution vers des lésions s'étendant au cortex occipital et frontal ou la parole, la
compréhension et le repérage dans I'espace sont affectés, constituerait la deuxieme phase de
'évolution. On parle de MA au stade léger a modéré pouvant durer de 2 a 10 ans (phase 2,
Fig. 6). Enfin, une phase 3 s'établirait, d'une durée de 1 a 5 ans, lorsque la totalité du cortex
serait atteint par les 1ésions. Elle constituerait la phase d'atteinte sévere. Il s'en suivrait une
perte de communication, de reconnaissance des proches allant jusqu'a la perte de 1'autonomie

du patient (phase 3, Fig. 6).
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Figure 6. Schéma représentant ['évolution de la localisation des lésions dans la maladie
d'Alzheimer. De gauche a droite, la phase infraclinique (1), la phase légere a modérée (2)
puis la phase d'atteinte sévere (3).

E. La thérapeutique

1. Lathérapeutique actuelle

A I’heure actuelle, aucune thérapie n'est disponible pour arréter la dégénérescence progressive
de la MA. 1l existe cependant des traitements qui tentent de ralentir le déclin cognitif et des

traitements a visée psycho-comportementale.

Une perte sélective de neurones cholinergiques au niveau de I'hippocampe et du cortex
frontal (Arendt et al., 1985) ainsi qu'une diminution drastique des taux de choline
acétyltransférase (Bowen et Davison, 1980; Nagai et al., 1983; Rossor et al., 1982) ont
apportés les bases physiopathologiques indiquant que le systeme cholinergique est impliqué
dans le déficit cognitif des patients atteints de la MA. Afin d'augmenter la concentration en
acétylcholine, trois stratégies ont été proposées: (i) 1'apport de précurseur de 1'acétylcholine
(Iécithine), (i) I'inhibition de I'acétylcholinestérase, enzyme de dégradation de I'acétylcholine
(phytostigmine, tétrahydroaminoacridine, donézépil, rivastigmine, galantamine), (iii) la
stimulation des récepteurs post-synaptiques par des agonistes muscariniques ou nicotiniques.
L'inhibition de l'acétylcholinestérase est la seule approche qui a conduit a la mise sur le
marché de médicaments. La tacrine, mise sur le marché en 1994, a été retirée du marché a
cause de sa toxicit¢é hépatique. Le donépézil (1997) et la rivastigmine (1998), puis la
galantamine (2000) se sont révélés étre modestement efficaces dans les formes 1égéres et

modérées de la maladie en ralentissant sa progression, en dépit de certains effets secondaires

Chapitre 1  La maladie d'Alzheimer 23



(troubles digestifs, crampes, bradycardie) et de I'existence d’une population non négligeable

de "non répondeurs".

Une autre classe thérapeutique ayant pour but de freiner le systéme glutamatergique est sur le
marché. Suite a une diminution du relargage du glutamate, constaté dans la MA, le systéme
glutamatergique réhausse son niveau d'activité synaptique basal par différents mécanismes
(Francis, 2008). Cependant, cette hausse créée un "bruit de fond" qui perturbe la
neurotransmission physiologique et qui peut devenir neurotoxique au-dela d'un certain niveau.
La mémantine est un antagoniste non-compétitif a affinit¢é modérée pour les récepteurs
NMDA (N-methyl-D-aspartate), réduisant l'entrée de calcium dans les neurones (Miiller et al.,
1995). Cette molécule a regu une autorisation de mise sur le march¢ (AMM) en 2002 et a
montré une efficacité dans les formes modérées a séveres de la MA. Elle est assez bien tolérée
a ces stades malgré des effets indésirables signalés (vertige, céphalée et asthénie, plus

rarement hallucinations et confusions).

Les traitements des manifestations psycho-comportementales sont rendus délicats car
leurs effets, directs ou indirects, peuvent aggraver la symptomatologie cognitive et non
cognitive de la MA. Néanmoins, un rapport de la Haute Autorité de Santé¢ en 2007 constate
que ces co-prescriptions sont fréquentes. Dans 30 a 40% des cas, les patients sous "anti-
Alzheimer" ont également un antidépresseur, le plus souvent un inhibiteur de la recapture de
la sérotonine. Et dans 10 a 20% des cas, ils prennent également un neuroleptique malgré une
absence de consensus a ce sujet et des risques iatrogenes plus élevés. Compte tenu de la
gravit¢ de la MA et du possible role structurant du médicament dans la prise en charge
globale de cette maladie, les instituts de santé ("http://www.has-sante.fr"; National Institute
for Clinical Excellence, 2001) considérent, malgré un rapport efficacité/effets indésirables
modeste, que le service médical rendu par les "anti-Alzheimer" (anticholinestérasiques et
mémantine) reste important. Enfin la prescription de médicaments n'est qu'un des éléments de
la stratégie de prise en charge des patients. Dans le domaine cognitif, les ateliers mémoire,
l'ergothérapie, 1'art-thérapie et d'autres encore se révelent étre trés utiles au patient. Ces
thérapies complémentaires stimulent les capacités restantes du malade en vue d'améliorer sa

qualité de vie et celle de son entourage.
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2. Larecherche thérapeutique

a. Eliminer les dépots amyloides

Au vue de la physiopathologie de la MA, une voie pharmacologique logique vise a éliminer
les dépots amyloides. Des études menées sur des modeles animaux de la MA (Janus et al.,
2000; Morgan et al., 2000; Schenk et al., 1999) ont montré que la vaccination (injection du
peptide amyloide) protégerait contre le développement de dépots amyloides (prévention) et
permettrait également la diminution de ceux pré-existants (traitement). Compte tenu de ces
résultats précliniques prometteurs, 375 patients aux Etats-Unis et en Europe ont été
immunisés contre le peptide amyloide avec production d'anticorps traversant la barricre
hémato-encéphalique et éliminant ainsi les dépots amyloides. Malheureusement, cette
stratégie eu des effets déléteres puisque 5 % des patients traités, ont développé des la
deuxiéme injection une méningo-encéphalite auto-immune conduisant a l'arrét de l'essai
clinique. Cependant, des examens autopsiques ont pu étre réalisés chez des patients décédés
depuis l'essai (Nicoll et al., 2003). IIs ont montré que la thérapeutique s’est avérée efficace sur
la diminution de la charge en substance amyloide dans le cerveau. D'autre part, le nombre
d’injections prévues n’ayant pas été réalisé, il n’a pas été possible de juger de 1’efficacité
clinique de cette réduction de la charge amyloide sur les fonctions cognitives. Toutefois,
certains tests psychométriques se sont avérés meilleurs dans le groupe traité (Hock et al.,
2003). De nouvelles stratégies, visant ¢galement a diminuer la charge amyloide, sont en cours
: 'immunisation passive par injection directe d'anticorps évitant la production non contrdlée
d’anticorps par les patients eux-mémes (Gardberg et al., 2007) et I’immunisation contre un

fragment seulement des peptides amyloides (Maier et al., 2006).

Récemment, les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) ont montré qu'ils
provoquaient une forte baisse de l'incidence de la MA, notamment chez des sujets
consommant de l'ibuproféne (Vlad et al., 2008). Ces AINS permettraient également une
diminution de la concentration en oligomeres d'AB intraneuronaux chez des souris triple
transgéniques (APP/PS/Tau) (Lim et al., 2000; McKee et al., 2008). Il reste a déterminer si un

tel traitement préventif n'exposerait pas a trop d'effets indésirables.
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L'administration intra-cérébro-ventriculaire (icv) de cannabinoides réduisant
l'accumulation de plaques amyloides et I'inflammation dans un mode¢le de rat avec injection

icv de peptide AP 25-35 (Ramirez et al., 2005) est également une piste a I'étude.

Ces stratégies décrites tentent d'éliminer un peptide qui s'est déja déposé.
Physiologiquement, le peptide amyloide est présent chez chacun d'entre nous, en
concentration plus ou moins importante. C'est cette concentration qui va déterminer un
processus d'agrégation en plaque amyloide ou non. Or, la régulation de cette concentration est
dépendante de la synthése et de la dégradation du peptide. Des équipes tentent de diminuer la
synthése en administrant des agents inhibiteurs des y-sécrétases (Chécler et al., 2005; Evin et
al., 2006) ou des B-sécrétases (Singer et al., 2005). D'autres s'attelent a stimuler une enzyme
de dégradation du peptide amyloide, la néprylisin (Iwata et al., 2001; Pardossi-Piquard et al.,
2005; Saito et al., 2005). Toute la difficulté réside dans la régulation fine entre la dégradation

et la synthese des peptides amyloides.

b. Réduire les dégénérescences neurofibrillaires

Une autre voie de recherche vise a réduire les dégénérescences neurofibrillaires composées de
protéines tau hyperphosphorylées. Les stratégies visent donc a inhiber les kinases
responsables de la phosphorylation accrue ou a stimuler les phosphatases déphosphorylantes
(Igbal et al., 2003). Récemment, une étude clinique de phase II a testé la toxicité et le dosage
d'une molécule inhibant l'agrégation des protéines tau, chez 321 patients atteints de MA
légere a modérée. Aprés 24 mois de traitement avec 60 mg de méthylthionium chloride
(rember™), 3 fois par jour, les patients atteints d'une MA ont montré une réduction de 81% de
leur taux de déclin congnitif, par rapport aux témoins (Wischik et al., 2008). Ces résultats sont
trés encourageants et des études de phase III sont attendus, pour tester 1'efficacité sur un plus

grand nombre de patients.

c. Protéger les neurones

La protection neuronale comporte deux objectifs: (i) freiner la mort des neurones et (ii)
favoriser la survie. La mémantine actuellement utilisée en thérapeutique limiterait la mort des
neurones en réduisant l'entrée de calcium a l'intérieur de ceux-ci. Les facteurs neurotrophiques
ont, par définition, des propriétés stimulantes sur la croissance et la prolifération des

neurones. Leur intérét en thérapeutique (Schindowski et al., 2008) semble évident mais les
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difficultés d'administration (injection icv) et leurs effets indésirables les rendent actuellement

difficiles a manipuler.

Compte tenu de la multitude des cibles thérapeutiques envisagées (Fig. 7),
I’association de traitements ayant des mécanismes d’action synergiques apparait comme une
solution cohérente. Assez récemment, une molécule inhibitrice de la butyrylcholinestérase
(enzyme dégradant l'acétylcholine) est parvenue a cumuler des effets positifs en élevant le
niveau d'acétylcholine, en améliorant I'apprentissage et en réduisant la charge amyloide chez

des souris double transgéniques (APP humain + PS1) (Greig et al., 2005).
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Figure 7. Proposition de schéma des voies d'entrée thérapeutiques par rapport a l'évolution
temporelle de la maladie d'Alzheimer.

F. Le diagnostic

Malgré les résultats encore modestes des thérapeutiques précédemment décrites, il est admis
que la précocité et la spécificité du diagnostic sont des facteurs cruciaux pour la prise en
charge de la MA. Dans ce contexte, afin de réaliser un bon diagnostic différentiel, spécifique
et sensible, il convient de ne pas méconnaitre 1'étendue étiologique des démences. Elles

peuvent étre d'origine dégénérative, non-dégénérative ou les deux.

Les démences dégénératives connues sont la MA, les démences frontotemporales, les

démences a corps de Lewy, la dégénérescence corticobasale, la démence avec maladie de
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Parkinson, la paralysie supranucléaire progressive, la maladie de Huntington, le syndrome de

Down, et le syndrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker.

Les démences non-dégénératives sont trés nombreuses et peuvent étre d'origine
vasculaire (infarctus multiples, angiopathie amyloide...), carentielle (vitamine B1, B12,
PP...), métabolique et endocrinienne (dysthyroidie, encéphalopathie hépatique...), infectieuse
et inflammatoire (démence du SIDA, neuro-syphilis, maladie de Creutzfeld-Jakob, sclérose en
plaques...), toxique (iatrogeéne, CCly, alcoolisme chronique, syndrome Korsakoff...) ou
encore mécanique (hydrocéphalie chronique de l'adulte...). Le diagnostic de démence
dégénérative passe donc d'abord par 1'élimination de ces multiples causes de syndrome

démentiel.

1. Le diagnostic actuel

Les standards diagnostiques qui prévalent sont ceux définis par le NINCDS-ADRDA (pour
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) (McKhann et al., 1984) et le DSM-
IV ("Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders", 4™ édition, publié en 1994 par
I'Association Américaine de Psychiatrie ou "APA" en anglais). Le diagnostic repose
essentiellement sur l'examen clinique c'est-a-dire un interrogatoire complété par des tests
neuropsychologiques, comportementaux et cliniques. Les signes cliniques associent des
troubles de la mémoire (amnésie), a des troubles du langage (aphasie), de la motricité
(apraxie) et de la reconnaissance des objets, des licux et des sons (agnosie). Les troubles de la
mémoire sont constants et s’associent de facon variable aux autres signes ce qui explique la
grande variété des tableaux cliniques, méme a une phase avancée de la maladie. Un recours
aux tests neuropsychologiques (CDR pour Clinical Dementia Rating Scale, MMSE pour Mini
Mental Status Examination) complétés par des tests de mémoire basés sur des grilles
standardisées permettent une analyse de la mémoire par une approche qualitative et
quantitative. Parmi les sujets consultants spontanément (ou par le biais de leur entourage)
pour une plainte mnésique, 60% ont des résultats normaux aux tests, 20% ont des
performances altérées par l'anxiété ou la dépression, et 20% ont une maladie organique

correspondant le plus souvent a une maladie d'Alzheimer (Croisile et Rothoft, 2004).
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Les examens complémentaires biologiques et d'imagerie ont pour rdle d'écarter
d'autres origines démentielles. La ponction lombaire va permettre de doser les protéines AP et

tau dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Sunderland et al., 2006).

Les deux examens d'imagerie couramment pratiqués en consultation mémoire sont la
scintigraphie cérébrale et l'imagerie par résonance magnétique (IRM). La scintigraphie
cérébrale, au moyen de traceurs radioactifs (HMPAO pour hexa méthyl propyléne amine
oxyme ou ECD pour éthyl cystéinate dimére, tous deux marqués au * "Tc) injecté au patient,
permet d'appréhender une diminution du débit sanguin cérébral régional rapporté a l'activité
neuronale régionale (Farid et al., 2007). L'IRM est une imagerie anatomique non isotopique,
qui permet de suivre l'atrophie hippocampique au cours du temps. Malgré la multiplicité des

approches diagnostiques, aucune n'a encore permit d'atteindre 100% de spécificité.

2. Le concept de trouble cognitif 1éger (MCI)

On sait actuellement que la MA est déja bien évoluée avant qu'elle ne devienne
symptomatique et qu'elle ne soit diagnostiquée. C'est dans ce contexte qu'a ét¢ défini le
concept de MCI (Petersen et al., 1997, 1999). 1l recouvre un état clinique correspondant aux
sujets présentant un déficit mnésique objectif, mais chez lesquels on ne peut pas encore porter

le diagnostic de MA. Sa définition repose sur un certain nombre de critéres:

e La plainte mnésique est confirmée par l'interrogatoire du patient et de ses proches.
e Le fonctionnement cognitif est globalement normal.

e [l existe une préservation des activités de la vie quotidienne.

e Le déficit mnésique rapporté a I'dge et au niveau culturel est bien présent.

e Des critéres de démence sont absents.

La caractérisation du MCI s'inscrit dans la perspective d'un continuum cognitif entre le
vieillissement normal, le MCI puis la MA. L'intérét de ce concept est d'attirer 'attention sur
l'existence de troubles cognitifs pré-démentiels et de posséder une indéniable pertinence
clinique. Cependant, le MCI apparait comme un syndrome aux contours flous, regroupant des
entités nosographiques variées qui peuvent, indépendamment de leur étiologie, partager des

criteres communs (Fisk et al., 2003; Ritchie et al., 2001). Cette diversité des situations
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cliniques a conduit a une réécriture de ce concept. Trois sous-types ont ainsi ét€ proposés
(Gauthier et al., 2006; Petersen et al., 2004). (i) Le MCI "mnésique" avec une amnésie qui
évolue préférentiellement vers la MA. (ii) Le MCI "domaines multiples" comportant une
altération de plusieurs fonctions cognitives qui peut évoluer vers une MA, une démence
vasculaire ou encore €tre une modalité¢ de vieillissement normal. (iii) Le MCI "domaine
unique non mnésique" qui décrit 1'altération d'une fonction cognitive autre que la mémoire et
dont I'évolution peut étre étiologiquement multiple (dégénérescence fronto-temporale (DFT),
démence vasculaire (DVa), démence a corps de lewy (DCL), MA). Le concept de MCI est
donc pertinent et utile mais n'apporte pas les éléments convaincants et précis prédictifs d'une
conversion vers une MA. L'identification d'une MA passe, comme nous l'avons vu, par une

¢évaluation plus exhaustive neuropsychologique et de neuro-imagerie.

3. La mise ajour des criteres diagnostiques

Récemment, une équipe internationale d'experts, sous l'impulsion du Pr. Dubois (la Pitié
Salpétriere), a proposé de nouveaux critéres permettant, au mieux, de détecter la maladie trois
ans avant l'apparition des symptomes démentiels (Dubois et al., 2007). Le critére majeur reste
la présence d'un trouble de la mémoire épisodique. A celui-ci s'ajoutent un ou plusieurs de ces
nouveaux critéres. Un critére biologique par la mise en évidence de biomarqueurs de la MA
(protéine tau et AP) dans le liquide céphalo-rachidien (Blennow, 2004; Lewczuk et al., 2008)
ou dans le sang (Jellinger et al., 2008). Un critere morphologique par la détection de l'atrophie
de I'hippocampe par IRM (Baron et al., 2001; Chételat et al., 2005, 2008; Frisoni et al., 2007).
Enfin, un critére fonctionnel par I'observation de la diminution de I'activité cérébrale dans les
régions temporales ou pariétales par imagerie Tomographique par Emission de Positons

(TEP) (Mosconi, 2005; Mosconi et al., 2008).

4. Le diagnostic de certitude post-mortem

Le diagnostic de certitude repose sur les données de 1’examen anatomo-pathologique du
cerveau qui met en évidence la présence de plaques amyloides extracellulaires et de
dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales (Mudher et Lovestone, 2002). Cet examen
anatomique n’est évidement réalisé qu’en post-mortem et ne présente donc pas de bénéfice

direct pour le patient.
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Les difficultés de diagnostic rencontrées a I'heure actuelle, notamment pour prédire la
conversion des MCI mnésiques vers la MA renforcent l'intérét de développer, entre autres, les

méthodologies de lI'imagerie TEP.
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Chapitre 2 - Du radiotraceur a l'imagerie
TEP des plaques amyloides

I. Rappels bibliographiques

A. Principe de l'imagerie TEP

La Tomographie par Emissions de Positons (TEP) est une technique d’imagerie moléculaire
fonctionnelle qui, au moyen de radiopharmaceutiques marqués par des émetteurs de positons,
permet de visualiser les processus physiologiques ou pathologiques in vivo de maniére non-
invasive (Wang et Maurer, 2005). Cette technique nécessite I'injection au sujet d'un vecteur
moléculaire préalablement marqué avec un noyau atomique radioactif émetteur de positons
(radiotraceur ou radioligand), ayant la capacité de fixer des récepteurs, des enzymes ou
d'autres cibles moléculaires d'intérét. C'est une technique possédant une excellente sensibilité,
capable de détecter des cibles moléculaires présentes a des concentrations de l'ordre du

picomolaire dans le corps humain (Jacobs et Cherry, 2001; Silverman et Phelps, 2001).

1. La production des radiotraceurs TEP

La chaine de radiosynthése débute par la production des isotopes émetteurs de
positons a demi-vie courte par un cyclotron installé sur site. Le cyclotron (Fig. 9) est un
accélérateur de particules (Fig. 8) qui utilise un champ magnétique (circulariser la trajectoire),
un champ électrique (accélérer) et une radiofréquence (synchroniser les accélérations) pour
produire des faisceaux de protons et de deutons a des énergies de 18 et 39 MeV (trés

inférieures aux énergies de la physique nucléaire).
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Figure 8. Représentation schématique des particules pouvant étre accélérées par un
cyclotron. L'atome est constitué d'un noyau de protons (charge positive) et de neutrons autour
duquel gravitent des électrons (charge négative). L'atome a une charge électrique nulle.

Figure 9. Principe de fonctionnement du cyclotron. Les particules H sont accélérées dans un
champ électrique et leur trajectoire est courbée par un champ magnétique. Une feuille de

carbone retient les électrons excédentaires pour donner un faisceau de proton, qui va irradier
la cible et produire des isotopes.
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Le bombardement de noyaux ciblés par les particules accélérées va créer des isotopes
excédentaires en protons, isotopes émetteurs de positons a treés courte période. Le cyclotron
du CERMEP (IBA 18/9 Cyclone; lon Beam Application, Louvain-la-Neuve, Belgique)
produit 4 isotopes, O (période demi-vie= 2,1 min), *N (demi-vie = 10 min), ''C (demi-vie =

20,4 min) et '"*F (demi-vie = 109,8 min).

Irradiation de |a cible
- Faisceau de particules Production de radioéléments
(B dans la cible par transmutation
i 1 H I
Accélération

| Extraction chimique
\| Séparation

| Purification

/| Marquage

|

D

Médicament radioactif

o

Figure 10. Principe de production des radiotraceurs du cyclotron jusqu'au médicament
radioactif.

Le radioé¢lément ainsi produit est incorporé dans une molécule précurseur par une réaction de
radiochimie en cellule blindée pour donner le radioligand (ou radiotraceur). Dans la mesure
du possible, les synthéses sont réalisées par des automates permettant de limiter l'intervention
humaine et d'assurer la reproductibilité de la pureté et du rendement de la radiosynthése. Le
radiotraceur passe ensuite par une €tape de purification, le plus souvent par chromatographie
liquide haute performance (HPLC) sur des colonnes semi-préparatives C18 avec un détecteur
UV et un détecteur de radioactivité afin de le séparer de la molécule précurseur initialement
introduite en trés large exces et des sous produits de la réaction. Le radiotraceur, en solution
dans le solvant organique HPLC, est formulé pour le rendre injectable a l'animal ou a
I'homme (Fig. 10). Les radiotraceurs injectables a I'homme ont le statut d'un médicament, leur

formulation suit donc les régles strictes (Bonnes Pratiques de Fabrication) de l'industrie
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pharmaceutique dans un environnement controlé de type salle blanche. La formulation se fait
par passage de la solution sur une cartouche d'extraction phase solide type C18. Aprés un
lavage a l'eau pour éliminer les solvants, le radioligand est récupéré en solution dans de
1'éthanol et du sérum physiologique (NaCl 0,9%). Le contrdle qualité¢ du radioligand formulé
se fait par HPLC analytique et permet de vérifier sa pureté. La stérilisation est ensuite réalisée
par filtration sur membrane stérilisante (0,22 pum). Le radioligand dont la qualité
radiopharmaceutique a été validée est ensuite injecté a I'animal ou au patient et I'examen peut

étre réalisé.

2. Le principe de détection

Le principe fondamental de la TEP est d'utiliser des atomes émetteurs de positons liés
a des molécules organiques comme traceurs d'une activité physiologique endogeéne. Les
émetteurs de positons sont caractérisés par un exceés de charges positives dans leurs noyaux.
Ils se désintegrent vers un état stable, par une transformation d'un proton en un neutron qui
conduit a I'émission d'un neutrino (n) et d'un positon (B"). Celui-ci est de masse égale a celle
d'un électron mais de charge opposée. Du fait de 1'énergie libérée par la transition
¢lectronique, lors de son émission, le positon a la capacité de parcourir quelques millimetres
dans les tissus (1 @ 2 mm dans I'eau, constituant principal des tissus biologiques), au cours
desquels il dissipe presque toute son énergie cinétique. La perte énergétique se poursuit
jusqu'a ce que le positon interagisse avec un électron du milieu, suivant une réaction
d'annihilation au cours de laquelle la masse des deux particules se transforme en deux photons
gamma de 511 keV, émis dans des directions opposés (Fig. 11). La détection de ces deux
photons en coincidence permet donc de définir un axe virtuel sur lequel le positon s'est
annihilé avec un électron du milieu, a quelques millimetres du lieu d'émission. Cette distance
entre le lieu de I'émission et celui de l'annihilation, constitue une limite intrinséque de la

technique (Fig. 11, d).
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Figure 11. Schéma représentant un radiotraceur émettant un positon, le parcours du positon
dans la matiere (d) , l'annihilation avec un électron et l'émission de 2 photons de 511 keV a

180°.

La détection simultanée de deux photons gamma de 511 keV par le tomographe
suppose qu'une désintégration a eu lieu sur la ligne joignant les deux points de détection
(ligne de réponse). Le tomographe est constitué de couronnes de modules de détection qui
enregistrent les photons, déterminent leur énergie, leur position dans le module et leur temps
d'arrivée (Fig. 12). Ensuite, des circuits électroniques comparent les temps d'arrivées des
photons sur des modules de détecteurs en regard dans la caméra. Lorsque deux photons ont
des temps d'arrivée suffisamment proches (entre 4 et 12 ns), ils sont supposés provenir de la
méme annihilation et un événement en coincidence est enregistré. Les modules de détection
sont composés d'un bloc de cristal scintillant inorganique, découpé en détecteurs élémentaires
et couplé a des photomultiplicateurs. Le cristal converti le rayonnement gamma en un
rayonnement lumineux moins énergétique. Les photomultiplicateurs recueillent I'énergie
lumineuse et la transforment en un signal €lectrique pouvant étre analysé (These de Nicolas

Costes n°158-2007).
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Figure 12. Schéma du principe d'acquisition TEP: l'injection du traceur radioactif dans le
corps, la détection des coincidences de rayonnements y, la correction des données brutes et la
reconstruction tomographique.

B. Les radiotraceurs TEP des plaques amyloides

Nous avons vu précédemment les difficultés de diagnostic de la MA. Il n'existe pas
encore de marqueurs biologiques spécifiques et le diagnostic de certitude est uniquement
post-mortem. Sachant que la présence de plaques amyloides et de dégénérescences
neurofibrillaires témoigne d'une MA, il est primordial de développer des radiotraceurs
pouvant fixer ces cibles moléculaires, véritables signatures de la MA, et ce, de maniére

spécifique.

1. Les plaques amyloides comme cible moléculaire

Une cible majoritairement envisagée ces derni¢res années est I'accumulation de protéine Ap.

De nombreux traceurs ont été développés pour les visualiser in vivo.
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Pour développer des traceurs spécifiques d'une cible moléculaire, il est nécessaire
d'avoir une bonne connaissance de celle-ci. Nous avons vu que la voie amyloidogénique de
clivage d'APP impliquant les f et y-sécrétases (Selkoe, 2000), produisait des peptides AP de
différentes longueurs (AP (1-40), AR (1-42), AP (1-43)). Chacun possede des capacités
propres d'agrégation en fonction de différents paramétres (concentration, pH, solvant,
environnement). Ces enchainements d'une quarantaine d'acides aminés forment des liaisons
hydrogénes d'une distance avoisinant les 5.107'° m soit quelques Angstroms (Fig. 5). Ils sont
extrémement insolubles (hydrophobes) et, dans un solvant aqueux, a pH modéré ou élevé, ils
forment une structure en feuillets B-plissés d'une dizaine d'Angstrom. Le niveau structurel
supérieur est constitué par les protofilaments (environ 30.107'° m), puis les fibrilles (environ
70.10"° m) (Serpell, 2000). Enfin, des milliers de fibrilles forment une plaque sénile d'un
diamétre de 60 um en moyenne, dans du tissu cérébral de patients décédés de la MA (Bacskai
et al., 2002). La résolution spatiale de I'imagerie TEP chez I'homme avoisinant 4,5 - 5 mm et
1,5 - 2 mm pour la microTEP chez le petit animal, le but de la TEP n'est donc pas de détecter
une plaque sénile individuelle, mais plutét d'avoir une mesure quantitative de la charge

amyloide moyenne dans les différentes régions cérébrales.

2. Les critéres pour un radiotraceur TEP cérébral

Les radiotraceurs TEP cérébraux doivent répondre a un certain nombre de critéres (Mason et

Mathis, 2003):

e Le radiomarquage par un émetteur de positons doit étre chimiquement possible, et
avec le moins d'étapes chimiques

e Le marquage doit étre chimiquement stable (résistance aux réactions chimiques et
biochimiques, au moins pendant 2 heures)

e [e marquage ne doit pas modifier le site actif de la molécule (permettant la liaison a la
cible)

e [a molécule marquée doit passer la barriere hémato-encéphalique ou BHE (molécule
de petit poids moléculaire <400-600 Da, modérément lipophile)

e La toxicité de la molécule doit étre trés faible, malgré le fait qu'elle sera injectée a

"dose traceuse"
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e La cinétique de dégradation ne doit pas étre trop rapide
e Les éventuels métabolites radioactifs ne doivent pas (ou peu) passer la BHE
e Le traceur doit présenter une affinité suffisante pour son récepteur (bonne affinité)

e Le traceur doit présenter de faibles liaisons non-spécifiques (bonne spécificité)

L'affinité du radiotraceur pour la cible dépend de la concentration de la cible dans
'organe étudié. Dans le cerveau de patients atteints de la MA, les concentrations de peptides
AP sont de l'ordre de 1 - 10 uM (Ingelsson et al., 2004), c'est-a-dire bien supérieures (1000
fois) a celles des récepteurs ou transporteurs cérébraux par exemple (de l'ordre du
nanomolaire). L'affinité théorique (K4, constante de dissociation a 1'équilibre) d'un
radiotraceur pour sa cible amyloide a été établit a 20 nM (Mathis et al., 2003), ce qui est
supérieur aux valeurs de l'ordre du pico ou nanomolaire, typiquement recherchées, pour les
récepteurs cérébraux. La caractérisation de l'affinité d'un candidat est réalisée par des
expériences in vitro de liaisons a des fibrilles AP synthétiques. Un indicateur de cette valeur
souvent utilisé est le K; (constante d'inhibition) qui teste les capacités d'une ou plusieurs
molécules candidates froides a inhiber la fixation d'un standard radioactif sur des fibrilles

synthétiques par exemple.

Le passage de la barriére-hémato-encéphalique (BHE) par diffusion passive dépend de
la taille, du poids moléculaire et de la lipophilie du radiotraceur. Un bon radiotraceur cérébral
aura une petite taille et un poids moléculaire de 400-600 Daltons (Pardridge, 2005). Sa
lipophilie doit étre suffisante pour passer la BHE (elle-méme lipophile) mais, malgré tout,
limitée, afin de ne pas se lier aux protéines plasmatiques ou a toute autre structure hydrophobe
non-spécifique. Pour cela, le calcul du Log P de la molécule (coefficient de partition dans un
mélange octanol-eau et/ou par logiciel informatique), permet d'évaluer son caractere lipophile.
Un Log P compris entre 2 et 3 est approprié¢ (Eckelman et Mathis, 2006; Vera et Eckelman,
2001; Waterhouse, 2003).

Enfin, du fait de la demie-vie courte des émetteurs de positons (demi-vie du ''C = 20,4
min; "*F = 109,8 min), la pharmaco-cinétique doit étre adaptée. Ainsi, le passage cérébral du
radiotraceur doit étre rapide pour atteindre son maximum de fixation spécifique au moment
ou la composante non-spécifique commence a étre évacuée du cerveau selon une cinétique

supérieure ou ¢gale a la période de décroissance du radio¢lément utilisé (Mathis et al., 2004).
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L'optimisation de ces critéres se fait dans le but d'obtenir des images interprétables,

quantifiables, avec un rapport signal spécifique/signal non-spécifique le plus élevé possible.

3. Les molécules candidates

Le parcours d'une molécule traceuse candidate, depuis son choix li¢ a sa structure chimique
jusqu'a son application en imagerie TEP chez 'homme, se subdivise en de multiples étapes
limitantes. La molécule candidate de faible poids moléculaire et de lipophilie modérée va étre
testée pour son affinité in vitro envers des fibrilles synthétiques de peptides AP. Des
expériences d'autoradiographies in vitro, avec une version radiomarquée émettrice de
positons, sont réalisées sur tissu cérébral post-mortem de patients Alzheimer et/ou sur des
coupes de cerveaux de souris transgéniques, modeles de la pathologie. Puis des expériences
de biodistribution chez le petit animal sont effectuées avant de pouvoir passer aux études
d'imagerie chez les modeles animaux puis chez I'homme. En ce qui concerne les plaques
amyloides, le choix s'est d'abord porté sur des composés organiques marqueurs d'amyloidose
utilisés en histologie ou anatomo-pathologie comme le Rouge Congo ("congo red" en anglais)
et la Thioflavine T et S (Fig. 13). Ces marqueurs histologiques ont la capacité de lier la
structure stéréochimique hydrophobe constituée par les feuillets B-plissés (Makin et Serpell,

2002).

g

Thioflavin (ThT)
Thieflavia S (Th3), majer component

Figure 13. Composés organiques marqueurs d'amyloidose utilisés en histologie ou anatomo-
pathologie (d'aprés Furumoto et al., 2007).
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a. Les dérivés durouge congo

Le rouge congo est un colorant classiquement utilisé en neuroanatomo-pathologie dans les
colorations des plaques amyloides. Du fait de sa faible lipophilie (Log P = -0,18), I'intérét
s'est porté sur un analogue lipophile, la chrysamine G (Fig. 13). Marqué au carbone 14, il a
montré une bonne affinité pour des fibrilles synthétiques in vitro (K; = 2,7 nM) ainsi que pour
des homogénats de cerveau de patients Alzheimer, mais sa pénétration cérébrale chez des
souris était trop faible (Klunk et al., 1995, 1998; Mathis et al., 2004). Méthoxy-X04, un autre
dérivé de la chrysamine G, possédait un faible poids moléculaire (344 Da), une lipophilie
modérée (Log P = 2,6) et une liaison sélective sur du tissu cérébral de patients Alzheimer et
de souris transgéniques PS1/APP (Klunk et al., 2002), mais sa capacité a passer la BHE était
insuffisante pour envisager son utilisation en imagerie TEP. Une série de dérivés de la
chrysamine G, les styrylbenzénes ont pu étre testés mais leur perméabilité au travers de la
BHE ¢tait également trop faible (Kumar et al., 2005; Skovronsky et al., 2000; Zhuang et al.,
2001).

b. Les dérivés des thioflavines

La thioflavine S (ThS) (Fig. 13) est également utilisée pour le marquage histologique in vitro
des plaques. La thioflavine T (ThT) (Fig. 13) posséde un poids moléculaire plus faible que la
ThS (LeVine, 1993). Cependant, elle porte une charge positive qui réduit fortement ses
capacités de passage de la BHE. Des dérivés neutres de la ThT ont donc été développés et leur
affinité, leur lipophilie et leur pharmacocinétique ont été étudiées (Mathis et al., 2003). Le
compos¢ numéro 20 (appelé PIB pour "Pittsburgh compound B") a démontré une bonne
cinétique cérébrale d'entrée et surtout une évacuation rapide du cerveau chez des souris et des
singes (rapport 30 min / 2 min = 11,6). L'affinité (inversement proportionnelle a la constante
de dissociation Ky) du PIB pour des homogénats de cerveau de patients décédés de la MA a
¢té mesurée. Un site a haute affinité a pu €tre mis en évidence (K4 = 2,5 nM), ainsi qu'un site

a basse affinité¢ (K4 =250 nM) (Klunk et al., 2003, 2005).

Indépendamment, d'autres dérivés neutres de la ThT ont été développés pour
l'imagerie TEMP pour Tomographie par Emission Monophotonique (ou SPECT pour single
photon emission computed tomography en anglais) des plaques amyloides (Zhuang et al.,

2001). Cette imagerie utilise une y-caméra qui va détecter des radiotraceurs émetteurs de

Chapitre 2 1. L'imagerie TEP des plaques amyloides 48



photons y comme le *™Tc¢ (période = 6,03 heures; énergie du rayonnement y = 140 keV) ou
I'**I (période = 13 heures; énergie du rayonnement y = 159 keV). Le IMPY, marqué a l'iode
123, a démontré des propriétés adéquates pour devenir un bon radiotraceur des plaques

amyloides (Kung et al., 2002, 2004b; Newberg et al., 2006; Zhuang et al., 2003).

Des analogues du IMPY ont été marqués au fluor 18, pour des études menées en TEP.
Les ¢études menées chez des souris et des macaques rhésus ont montré des
pharmacocinétiques correctes mais des améliorations étaient nécessaires afin de réduire les
métabolites radioactifs, et afin d'atteindre une meilleure affinité (Cai et al., 2004; Zeng et al.,
2006). Récemment, un dérivé du IMPY a été marqué au carbone 11 et testé chez le petit
animal (souris, rat) et le macaque rhésus. Malgré de bonnes caractéristiques d'affinité et de
pharmacocinétique, la métabolisation in vivo du composé limite son application chez I'homme

(Cai et al., 2008).

¢. Les dérivés des stilbenes

Les dérivés des stilbénes (Fig. 14) ont également suscités 1'intérét de certaines équipes. Ainsi,
le SB-13, marqué au carbone 11, a démontré une bonne pénétration cérébrale chez le rat (Ono
et al., 2003). Les autoradiographies in vitro menées sur des cerveaux de patients décédés de la
MA et sur des coupes de cerveaux de souris transgéniques ont mis en évidence la spécificité
(K4 = 2,4 nM) de sa liaison aux plaques amyloides (Kung et al., 2004a). Cependant, du fait de
la demi-vie courte du carbone 11 (20,4 min), les radiotraceurs carbonés ne peuvent &tre
radiosynthétisés et utilisés que dans les centres disposant d'un cyclotron. Compte tenu de cette
limitation, des tentatives de marquage au fluor 18 ont été réalisées et ont abouties au FMAPO
marqué au fluor 18 (Zhang et al., 2005). Ce radiotraceur montre une excellente pénétration
cérébrale (9,75% de la dose injectée par grammes de tissu (% ID/g) a 2 min), un rapide
"washout" du cerveau (0,72% ID/g a 60 min) et une liaison spécifique aux plaques, sur des
homogénats et des coupes de cerveaux de patients décédés de la MA. Cependant, les études
de biodistribution ont montré une fixation osseuse importante, révélatrice d'une défluoration
in vivo (Zhang et al., 2005). Récemment, un autre dérivé marqué au fluor 18 a été développé,
le ["*FIBAY94-9172. 11 a montré toutes les caractéristiques nécessaires pour étre utilisé en
imagerie TEP. De plus, son marquage au fluor 18 ouvre des perspectives d'utilisation clinique

plus adaptées a la routine (Rowe et al., 2008).

Chapitre 2 1. L'imagerie TEP des plaques amyloides 49



O Dy L 00
o ( _\ / 6N\F0 /,U\ NG

X X F I

Stilbénes Vinylbezoxazoles DDNP

Figure 14. Structures chimiques de base des dérivés des stilbénes, des vinylbezoxazoles et des
aminonaphtyls (DDNP).

d. Les dérivés des vinylbezoxazoles

Les dérivés des vinylbezoxazoles (BF-168) (Fig. 14) ont récemment montré des propriétés
intéressantes (Okamura et al., 2004a, 2004b, 2005; Shimadzu et al., 2004). Le BF-168 marqué
au fluor 18 a montré une pharmacocinétique et une biodistribution adéquate chez des souris
saines (Okamura et al., 2004b). Cependant, une fixation non-spécifique dans la substance
blanche a été mise en évidence en autoradiographie ex vivo sur des coupes de cerveaux de rats
sains (Shimadzu et al., 2004). Apres quelques modifications chimiques, le BF-227 a corrigé
les défauts du BF-168 et a démontré toutes les capacités requises pour étre, a priori, un bon
traceur des plaques amyloides: (1) Une affinit¢ de l'ordre du nanomolaire pour les deux
principales formes du peptides AP (1-40) et AP (1-42), (2) une bonne pénétration cérébrale
(7,9 % ID/g a 2min), (3) un bon "washout" cérébral (0,72% ID/g a 60min), (4) ainsi qu'une
liaison spécifique constatée en autoradiographie in vitro sur des cerveaux de patients décédés

de la MA (Furumoto et al., 2005; Kudo et al., 2007).

e. Les dérivés des aminonaphtyls (DDNP)

Le 2-(1-(6-(diméthylamino)naphthalén-2-yl)éthylidéne)malononitrile (DDNP) (Fig. 14) est
un composé neutre, lipophile et fluorescent. Un dérivé fluoré, le FDDNP, a été testé comme
traceur des plaques amyloides (Agdeppa et al., 2001, 2003a; Liu et al., 2007). Les études sur
cerveaux de patients Alzheimer par détection de la fluorescence native du FDDNP ont révélé
qu'il marque les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires. Des études de
compétition du FDDNP marqué au fluor 18 avec la chrysamine G et la ThT ont révélé un site
de liaison différent, aux agrégats amyloides AP (1-40) (Agdeppa et al., 2003b). Ainsi, le
FDDNP a montré la capacité de se lier a deux sites des peptides synthétiques AP (1-40): un
site a haute affinité (K; = 0,12 nM) et un a basse affinité¢ (K; = 1,9 nM). Son affinité révélée
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par des études sur des homogénats de cerveaux Alzheimer est de 0,75 nM (Agdeppa et al.,
2003b). Cependant, peu de données ont ¢été rapportées jusqu'a présent sur sa

pharmacocinétique chez le petit animal.

4. Laliaison aux fibrilles A3

Il ressort de ces études évaluant les différentes caractéristiques de liaison aux fibrilles Ap qu'il
existe plusieurs sites de liaison pour les radiotraceurs (Lockhart et al., 2004) et qu'ils sont
présents en faible densité le long des fibrilles AB (1 site de liaison tous les 400-2000
monomeres AP) (Agdeppa et al., 2001; Zhuang et al., 2001). L'existence de sites de liaison
différents sur des fibrilles AP in vitro souléve la question de savoir si elle serait le reflet de
variations lors de I'assemblage de ces peptides amyloides en plaques séniles in vivo (Lockhart
et al., 2004). D'autre part, la multiplicité des modifications post-traductionnelles des peptides
AP (Kuo et al., 1997, 1998) ainsi que la présence de protéines accessoires au sein des plaques
séniles (Liao et al., 2004) participent probablement a un contrdle de cet assemblage en

plaques amyloides in vivo.

C. L'imagerie préclinique

Compte tenu des résultats encourageants obtenus in vitro par certaines molécules candidates,
des ¢études en imagerie microTEP ont pu étre réalisées. Deux études ont évalué les capacités
du [''C]PIB & détecter la charge amyloide chez 2 modéles de souris transgéniques. La souche
Tg2576 surexprimant une forme mutée de 'APP (Toyama et al., 2005) et la souche double
transgénique pour le géne de I'APP et de PS1 (Klunk et al., 2005). De manicre inattendue,
chez ces deux modéles de souris transgéniques, le [''C]PIB a montré une faible capacité de
liaison aux plaques amyloides conduisant a I'impossibilité de différencier les souris saines des
souris malades. Une explication possible 4 ce manque de sensibilité du [''C]PIB pourrait étre
la faible densité de sites de liaison a haute affinité chez les souris transgéniques par rapport a
celle trouvée les cerveaux humains. Chez les souris transgéniques, un site de liaison du PIB a
haute affinité pour 1000 molécules de peptides AP a été rapporté. En comparaison, ils en
existeraient plus de 500 (pour 1000 molécules de peptides AB) dans les cerveaux de patients
décédés de la MA (Klunk et al., 2005). Ainsi, la dose traceuse utilisée, la faible efficacité de

détection de la microTEP (2%) et le nombre réduit de sites de liaisons a haute affinité chez les
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souris transgéniques, pourrait expliquer l'absence de rétention du PIB chez ces mod¢les
murins. Cependant, une étude récente au [''C]PIB s'est intéressée & l'imagerie microTEP de
souris transgéniques (Tg2576) a un age plus avancé (28 mois), et a réussi a mettre en
évidence un rapport de 1,8 entre le cortex cérébral et le cervelet (ce qui est trés correct) (Cai et
al., 2006). Une autre équipe japonaise a réussi a radiosynthétiser le [''C]PIB avec une activité
spécifique trés élevée permettant de détecter la pathologie amyloide de souris transgéniques
en microTEP (Maeda et al., 2007a). Venant conforter ce résultat, une étude TEMP utilisant le
['*IJIMPY a montré qu'il était possible de détecter les plaques amyloides chez des souris
double transgéniques PS1/APP (Kung et al., 2004b). Chez un modéle d'injection
intracérébrale de peptides AP (1-42) chez le rat, l'utilisation du ['*F]BF-168 a également
permis de visualiser I'accumulation du peptide en autoradiographie ex vivo (180 min post-
injection du traceur) 6 jours aprés l'injection des peptides (Shimadzu et al.,, 2004).
Récemment, une étude utilisant un dérivé du PIB marqué au fluor 18 (['*F]O-Fet-PIB) a
réussit a détecter les agrégats de peptides AP (1-40) injectés intracérébralement chez des rats
en imagerie microTEP (Zheng et al., 2008). Cependant, des faits récents pourraient
compliquer 1'extrapolation des données de l'imagerie préclinique vers la clinique. En effet, les
dépots de peptides amyloides d'origine humaine chez les souris doubles transgéniques
PS1/APP ne recouvrent pas totalement les mémes régions cérébrales que les peptides

amyloides d'origine murine chez les souris simples transgéniques (Van Groen et al., 2006).

D. L'imagerie clinique

A ce jour, trois radiotraceurs marqués au carbone 11 ([''CIPIB, [''C]SB-13, [''C]BF-227) et
deux marqués au fluor 18 (["*F]JFDDNP et ["*FIBAY94-9172) ont pu poursuivre leur
¢valuation préliminaire en clinique.

Parmi ceux-ci, le traceur ayant ¢été le plus largement étudié chez 'homme a été
certainement le [''C]PIB (Fig. 15). La premiére étude clinique au [''C]PIB a été réalisée sur
15 patients atteints de la MA et 9 sujets sains (Klunk et al., 2004). Elle a montré une
différence significative dans l'accumulation du [''CJPIB au niveau cortical (cortex frontal,
pariétal, temporal, occipital) et sous-cortical (striatum) chez des patients atteints de la MA en
comparaison des sujets sains (1,5 — 1,9 fois supérieure). Aucune différence n'a été mise en
¢vidence dans les régions du pons et de la substance blanche entre ces deux populations. Cette

¢tude initiale a été suivie et confirmée par d'autres études dans différents centres (Archer et
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al., 2006; Edison et al., 2007; Engler et al., 2006; Kemppainen et al., 2006; Lopresti et al.,
2005; Mintun et al., 2006; Price et al., 2005; Ziolko et al., 2006). Une de ces études a montré
que des patients atteints de la MA avaient un niveau stable de charge amyloide 2 ans apres
leur premier examen alors que leur métabolisme cérébral (suivi par ['*FJFDG) et leurs
performances cognitives se dégradaient (Engler et al., 2006). D'autre part, une ¢tude a montré
que des sujets non-déments pouvaient également révéler un marquage important au [''C]PIB
(Mintun et al., 2006). Ces études ont démontré que l'accumulation de plaques amyloides
progresse de maniére silencieuse jusqu'a atteindre un plateau. Au-dela de cette charge
amyloide maximale, le cerveau n'est plus capable de compenser les perturbations induites.

Son métabolisme et les fonctions cognitives qu'il assure s'en retrouvent dégradés.

[''C]PIB [''C]BF-127 ['SF]JFDDNP ['8F]BAY94-9172

Patients
Alzheimer

Témoins
agés

Figure 15. Exemples d'images obtenues par examen TEP clinique au [’ C]PIB (Small et al.,
2008), au [M'CJBF-127 (Kudo et al., 2007), au ["*FJFDDNP (Small et al., 2006) et au
[*F]BAY94-9172 (Rowe et al., 2008) montrant l'accumulation de la charge amyloide chez
des patients atteints de la MA (en haut) en comparaison de témoins dagés (en bas). (NB: les
images TEP cliniques au ["' C]SB-13 ne sont pas accessibles).

Des études se sont ensuite intéressées a des patients atteints de troubles cognitifs légers (ou
MCI) qui, comme nous l'avons vu, sont censés représenter le stade prodromique de la MA
(Forsberg et al., 2007; Kemppainen et al., 2007; Li et al., 2008). Ces études ont montré qu'en
moyenne, l'accumulation de plaques amyloides chez une population atteinte de MCI était
intermédiaire entre celle de sujets sains et celle de patients atteints de la MA. Les patients
MCI ayant progressé vers une MA (constaté de 2 & 16 mois aprés l'examen au [''C]PIB)

présentaient un niveau d'accumulation de peptides AP supérieur a ceux n'ayant pas convertis,
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et supérieur aux sujets sains. D'autre part, ils étaient tous des MCI de type "amnésique",
comme défini précédemment. Ces résultats suggerent que l'imagerie TEP des plaques
amyloide au [''C]PIB permet de détecter précocement, chez les patients atteints de troubles
cognitifs légers de type amnésique, ceux susceptibles de développer une MA. On peut
raisonnablement espérer que, lorsque des méta-analyses seront disponibles, elles pourront
déterminer si les sujets sains (non-déments, asymptomatiques) présentant un niveau élevé de

fixation du [''CJPIB, ont développés par la suite une MA.

Le second traceur carboné ayant fait I'objet d'une évaluation clinique (quoique moins
documentée) est le [''C]SB-13. Ses capacités pour détecter I'accumulation de peptides AB ont
¢été évaluées et comparées a celles du [''CIPIB (Verhoeff et al., 2004). Les études réalisées
chez 5 patients atteints de la MA et 6 sujets sains ont montré que le [''C]SB-13 et le [''C]PIB

reflétaient de fagon similaire la charge amyloide dans les régions du cortex frontal et occipital.

Plus récemment, le [''C]BF-127 a pu étre testé en clinique (Fig. 15) sur des patients
atteints de la MA et sur des sujets sains (Kudo et al., 2007). La fixation du traceur chez les
patients Alzheimer a été importante au niveau du cortex frontal, temporal et pariétal par
rapport aux sujets sains. Ces régions sont connues pour étre riches en plaques neuritiques
(Arnold et al., 1991). Sa fixation au niveau du cervelet a été comparable dans les deux
groupes. L'évaluation du [''C]BF-127 pour détecter la pathologie amyloide s'est révélée étre

concluante.

Le ['®FJFDDNP a été le premier radiotraceur TEP a montrer in vivo (Fig. 15) la
capacité de marquer les deux lésions caractéristiques (SP et DNF) dans le cerveau de patients
atteints de la MA (Barrio et al., 2006; Shoghi-Jadid et al., 2002). Il a montré un marquage
intense et spécifique au niveau de I'hippocampe, de I'amygdale et du cortex entorhinal de
patients atteints de la MA. Les régions marquées in vivo sont celles connues pour étre
touchées par les 2 1ésions caractéristiques. De plus, une étude a montré que le ['*FJFDDNP
semblait capable de différencier les personnes atteintes de MCI, de celles atteintes d'une MA,
et de celles sans troubles cognitifs (Small et al., 2006). Cependant, le signal spécifique obtenu
avec le ['"*FJFDDNP n'a été démontré que 0,3 fois plus important que celui non-spécifique. En
comparaison, le [''C]PIB et le [''C]SB-13 permettent d'atteindre des facteurs de I'ordre de 1,5

a 2 (fixation région spécifique / fixation région de référence).
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Actuellement, le traceur le plus récent ayant fait 'objet d'études cliniques chez des
patients atteints de la MA est le [""FIBAY94-9172 (Rowe et al., 2008) (Fig. 15). Ce traceur
fluoré a montré une forte fixation chez des patients Alzheimer au niveau néocortical,
notamment dans les régions du cortex cingulaire postérieur et du cortex frontal, en
comparaison d'une fixation localisée dans la substance blanche chez les sujets sains et les

patients atteints de dégénérescences lobaires fronto-temporales.

Ainsi, I'imagerie TEP des plaques amyloides ne permet pas le diagnostic précoce d'une
MA. Elle est une aide au diagnostic. Par contre, ce qui est fondamental pour la recherche
actuelle, c'est que cette imagerie va étre (est déja) l'outil de choix pour 1'évaluation des

thérapeutiques visant a réduire la pathologie amyloide, notamment présente dans la MA.
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II. L'automatisation de la radiosynthese du
[*C]PIB

A. Contexte

Le CERMEP est un centre d'imagerie multimodale qui dispose d'un cyclotron rendant
possible la production et l'utilisation de radiotraceurs marqués au carbone 11. Du fait des
bonnes caractéristiques du [''C]PIB (précédemment décrites) pour l'imagerie TEP des plaques
amyloides dans la MA, nous avons décidé de mettre en place au CERMEP sa radiosyntheése.
De plus, dans un souci de mise a disposition de ce radiotraceur a des protocoles cliniques et
précliniques, nous avons voulu mettre en place l'automatisation (et l'optimisation) de sa
radiosynthése grace a deux automates fournis par l'entreprise Bioscan® (Mel-Plus™ et

AutoLoop™) dans le cadre de ma bourse CIFRE.

Les deux automates sont des prototypes dans leur version précommerciale "série 001":
- Un automate de méthylation (MeI-Plus™) permet la radiosynthése de l'iodure de ''C-
méthyle ("'CHsI) ou de triflate de ''C-méthyle (‘'CH;OTY) sous forme de gaz, a partir de
dioxyde de carbone 11 (''CO,) gazeux fournit par le cyclotron.
- Une boucle de synthése (AutoLoop System™) permet le radiomarquage du [''C]PIB & partir

du ''CH;OTf fourni par le premier automate.

1. Laradiosyntheése originale

La radiosynthése originale du [''CJPIB a été décrite par Mathis et al. (2003) a
'Université de Pittsburgh (Fig 16). Cette synthése nécessitait la protection de la fonction
phénol du précurseur par une fonction éther. L'incorporation du méthyle radioactif sur I'amine
s'effectuait avec du ''CHsl en milieu basique dans 400 pL de diméthylsulfoxyde anhydre
(DMSOgun) ou de N-Ndiméthylformamide anhydre (DMF,,,) a 125°C pendant 5 min. La
déprotection était réalisée en milieu acide pendant 5 min supplémentaires a 125°C. Le
rendement radiochimique du marquage était de 10-12% (basé sur la quantité de ''CHsl

introduite), l'activité spécifique (AS) du produit en fin de synthése de 85 GBq.umol™ et les
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puretés radiochimiques et chimiques supérieures a 95%. Cependant, cette synthese, bien

qu'ayant des rendements intéressants, nécessitait plusieurs étapes et était difficilement

automatisable.
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Figure 16. Synthése du ['C]PIB (2) selon Mathis et al. (2003).

2, L'utilisation du triflate de méthyle

Les travaux suivants effectués par d'autres équipes (Solbach et al., 2005) ont permis
d'augmenter le faible rendement radiochimique et la rapidité de la réaction (Fig. 17). Solbach
s'est appuyé sur une étude antérieure (Wilson et al., 2004) en utilisant le ''CH;OTf, trés
réactif, a la place du ''CHsl et en éliminant I'étape de protection de la fonction phénol. De
cette maniére, le rendement radiochimique (par rapport au ''CH;OTf) du [''C]PIB a pu étre
¢levé de 10-12% a 56-60% et le temps de réaction a été diminué de 10 min a 1 min. La pureté
radiochimique (>95%) et I'AS (80-120 GBq.umol") sont restées inchangées. Mais, malgré ces
améliorations, le temps de radiosynthése apres la fin du bombardement (EOB pour end of
bombardment en anglais) était de 40 min et la quantit¢ de précurseur engagé restait

importante (4 a 8 mg).
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Figure 17. Synthése améliorée du ['CIPIB (2) a partir de son précurseur non-protége (1)
selon Solbach et al. (2005).

3. L'utilisation d'une boucle HPLC

Une technique de synthése particuliére, a partir du ''CH;lL, a été mise au point par
Wilson et al. (2000) dans le cadre de la synthése du [''CJraclopride (traceur des récepteurs
dopaminergique D). L'originalit¢é de cette méthode réside dans l'utilisation d'une boucle
d'injection HPLC qui tient lieu de réacteur de radiosynthése. Le précurseur non radioactif est
dissout dans un volume trés faible de solvant (80 pL), puis lentement injecté dans une boucle
de 2 mL pour lui permettre de tapisser la surface interne de celle-ci. Un flux de ''CH;l gazeux
pénctre alors dans la boucle ou la réaction de marquage a lieu. Une fois la réaction achevée, le
milieu réactionnel est directement injecté dans une colonne préparative afin de purifier le
produit synthétisé. Cette technique de synthése simplifie les manipulations tout en permettant

d'obtenir des rendements élevés.

Ainsi, cette méthode de synthése semi-automatique a été appliquée a la synthése du
[''CIPIB (Wilson, 2004). La réaction de marquage (Fig. 18) a été réalisée avec du ''CH;OTH,
préparé manuellement, en 1 min a température ambiante, sans protection de la fonction
phénol. Dans ces conditions, la pureté radiochimique (>95%) et I'AS (30-60 GBq.umol™)
étaient comparables aux synthéses totalement manuelles. Le rendement radiochimique était de
11-16% (basé sur la quantité de ''CO, engagée) pour une durée totale de réaction 22 min.
Cette technique de synthése manuelle du [''C]PIB offrait un rendement radiochimique

excellent et une possibilité trés simple d'automatisation.
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Figure 18. Synthese du ["'C]PIB (2) en boucle HPLC selon Wilson et al. (2004) a partir du
précurseur non-protége. Le composé di-méthylé (3) est produit en quantité faible (<5%).

B. Objectifs

Nos travaux d'automatisation et d'optimisation de la radiosynthése du [''C]PIB se
positionnent dans la continuité des travaux que nous venons de passer en revue.
L'automatisation compléte, c'est a dire de la synthése du [''C]PIB et le lavage automatique
des modules, en un minimum de temps, constitue notre premier objectif. Une fois la synthése
automatisée, 1'objectif second réside dans l'optimisation des parametres de synthése assurant
une reproductibilité et une fiabilité permettant plusieurs radiosynthéses successives en une

journée.

C. Matériels et Méthodes

La radiosynthése du [''C]PIB est effectuée en enceinte blindée par un premier automate de
méthylation (Mel-Plus™, Bioscan®, USA) effectuant la réaction chimique décrite par

Crouzel (1987).

THF
LiAlH,, 20°C 2 HI, 115°C AgOTf, 195°C
"CcOo, (g9 — "'CH,OLi () "MCH,OLi (s) ——— >  "'CH,l (g) —— > ""CH,0Tf (g)
THF anh 115°C eau
instantané 1,5min 1min instantané

Figure 19. Schéma réactionnel de la synthése du "' CH;OTf par l'automate de méthylation.
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Le ''CO, (dioxyde de carbone 11) gazeux, précurseur primaire produit par réaction nucléaire
“N(p,o)''C a l'aide du cyclotron, est pi¢gé sur tamis moléculaire & température ambiante,
permettant une purification du flux entrant. Le ''CO, est ensuite relargué en chauffant le tamis
moléculaire a 250°C puis est piégé dans une solution d'hydrure de lithium-aluminium
(LiAlH4) dans du tétrahydrofurane (THF) anhydre. Le milieu est ensuite porté a 115°C afin
d'évaporer le THF. A ce stade, des sels blancs sont observés dans le réacteur.
L'organométallique ainsi formé est hydrolysé libérant du [''C]méthanol (‘'CH;OH) qui réagit
avec l'acide iodhydrique (HI) chauffé a 115°C pour former du ''CHsl (iodure de méthyle
marqué au carbone 11). Le ''CH3I est ensuite transformé en ''CH;0Tf (méthyl-
trifluorométhanesulfonate ou méthyl-triflate marqué au carbone 11) par passage sur une
colonne de triflate d'argent (AgOTY) chauffé a 175°C (Fig. 19). Le "CH;0Tf est un composé
beaucoup plus réactif que le ''CHsl. Cette caractéristique lui procure l'avantage d'augmenter
sa réactivité envers le précurseur. Néanmoins, il faut veiller a ce que le produit ne se

décompose pas avant d'atteindre le précurseur. La synthése du ''CH30Tf est de 12 min.

Une fois la production de "CH;OTS réalisée, un second automate, connecté en série
(Autoloop™, Bioscan®, USA), va permettre d'effectuer la réaction de radiomarquage du
précurseur dans une boucle de chomatographie liquide a haute performance (HPLC) de
capacité de 2 mL. Le précurseur (1 mg) dilué dans son solvant (80 pL de cyclohexanone ou
CHO) est introduit dans la boucle et tapisse la paroi interne de celle-ci permettant une
diffusion optimale du gaz (''CH;OTf). La réaction mise en ceuvre (Fig. 20) est une
substitution nucléophile d'un groupement méthyle radioactif présent sur le ''CH;OTf
(provenant de l'automate de méthylation), sur l'amine primaire du 6-hydroxy-2-(4-
aminophényl)benzothiazole  (précurseur) (1) pour former le [''CJPIB (2-(4'-
[''C]méthylaminophényl)-6-hydroxybenzothiazole) (2). La réaction se déroule en 1 minute, a

température ambiante.

o \ @ nemore : @ ok
NH, ————» NH
N/ \ / 20°C N/ \ /
1) 2)
Figure 20. Réaction de synthése du ['CJPIB dans la boucle HPLC de l'automate.
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Dé¢s la fin de la réaction dans la boucle, le milieu réactionnel est directement injecté
dans une colonne HPLC préparative pour purification du produit. La colonne en phase inverse
(Waters, Symmetry Prep C18, 7 um, 7,8 x 300 mm) est couplée a un détecteur ultra-violet
(UV) a 254 nm (Beckman HPLC-160) et a un détecteur de radioactivité (Hot Cell HC-003,
Bioscan®, USA). Le temps d'élution du [''C]PIB avec I'¢luant choisi (acétonitrile/eau 50/50 a

un débit de 3 mL.min™") est d'environ 7 min.

La formulation manuelle du produit obtenu est réalisée comme décrit dans la
littérature (Lemaire et al., 1999). Le produit récolté est dilué dans 40 mL d'eau stérile, chargé
sur une cartouche SEP-Pak Light C18 (Waters, USA) puis ¢lu¢ avec 1 mL d'éthanol. Le
produit final est dilué dans du sérum physiologique et stérilisé (filtre stérile Millex-GS, 0,22

um).

La Figure 21 représente un schéma du systéme complet de synthése en partant du
"'CO, pour aboutir au [''CJPIB purifié. L'association en série des deux modules présentés
permet la mise en place d'une synthése radioactive totalement automatisée, de l'introduction
du ''CO, a la molécule finale purifiée. La durée de synthése totale du [''C]PIB est de 20-25
min. Le systéme complet nécessite un lavage automatisé (acétonitrile, acétone et éther pour le
Mel-Plus™ puis eau distillée et acétonitrile pour 1'Auto-Loop™) d'une durée de 10 min apres
sortie du [''CJPIB de la colonne préparative. Il est donc possible d'effectuer plusieurs
synthéses de [''C]PIB par journée d'examen, en tenant compte de la décroissance rapide du

"C (demi-vie de 20 min).

Lorsque le produit de synthése est purifié, sa qualité est contrdlée grace a une HPLC
analytique. La colonne HPLC analytique utilisée est en phase inverse (Lichrosorb RP-18, 5
um, 4 x 250 mm) avec une phase mobile (acétonitrile/eau 40/60) circulant a un débit de 1,5
mL.min™" (System Gold PSM 126, Beckman). Elle est couplée a un détecteur UV a 254 nm
(Beckman, modele System Gold Detector 168), et a un détecteur de radioactivité (Beckman,
modele 170 Radioisotope Detector). Dans nos conditions expérimentales, le temps d'élution

du [''C]PIB est de 8,2 min.
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Figure 21. Schéma du procédé de synthése avec le couplage des modules (Mel-Plus™ et
AutoLoop System™).
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D. Résultats

1. Automate de méthylation (MelI-Plus™, Bioscan®)

Les paramétres de production d'iodure de méthyle avaient déja fait I'objet de développements
par le Dr Vincent Tadino (Bioscan®) et ne seront pas exposés ici. Mes premiers travaux ont
consistés a évaluer la reproductibilit¢ de production d'iodure de méthyle "froid" (non-
radioactif), et déterminer les causes potentielles d'une faible activité spécifique obtenue par
cet automate. Ces tests effectués a froid avaient également pour but de me permettre de me

familiariser avec I'automate sans manipulation de radioactivité.

a. Détermination de l'influence du CO: libre sur la
production de CH;I

Le remplissage de la cible, sans effectuer de tir au niveau du cyclotron (abscence de ''CO,), et
l'utilisation de ce volume de gaz, conduit & une augmentation de +140% de la production de
CHj3l par l'automate. La production de CHsl est de 121 + 64 ng cible vide et de 291 + 99 ng
lorsque la cible a été remplie (Fig. 22).
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Figure 22. Influence du remplissage de la cible (non-radioactive ou "froide") sur la quantité
de CH;l (ng) produite, dans 500 uL d'acétonitrile.

b. Détermination de linfluence de l'éthanol sur la
production de CH;I

Le passage de I'éthanol a l'acétonitrile (un des solvants de lavage) supprime la production

d'iodure d'éthyle (résultats non montrés) et améliore la production de CHsl de +120%. Elle est
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passée de 132 + 128 ng a 291 + 99 ng d'iodure de méthyle dans 500 pL d'acétonitrile (Fig.
23).
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Figure 23. Détermination de l'influence du changement de solvant de lavage (éthanol ou
acétonitrile) sur la production de CH;I (en ng/500 uL d'acétonitrile).

c. Détermination des paramétres de production de

uCHOTf
Les conditions permettant une synthése de ''CH3;OTf optimale avaient été déterminées par
une étude antérieure du Dr Vincent Tadino (Bioscan®) et sont résumées dans le tableau ci-

dessous (Tableau 1).

Paramétre Valeur Paramétre Valeur
Temps introduction LiAlHy4 300 ms Temps évaporation THF 90 s
Temps introduction HI 700 ms Débit de distillation 12 ml/min
Temps capture ''CO, 120 s Température tamis moléculaire chaud 250 °C
Débit dégagement ''CO, 12 ml/min | Température four du réacteur 115°C
Temps relargage ''CO, 150s Température four colonne triflate d’argent | 170 °C

Tableau 1. Conditions de production de "' CH;OTf sur l'automate Mel-Plus™

Il est utile de noter que le temps de distillation du ''CH;I peut varier d’une expérience a
I’autre. En effet, I’arrét du flux de distillation s’effectue lorsque la quantité de radioactivité
dans la boucle de synthese atteint son maximum. Le temps de distillation peut également
varier entre 1,5 et 4 min. De la méme manicre, le temps d’évaporation du THF peut lui aussi

varier entre 90 et 120 sec selon la performance de chauffage du four du réacteur. Ces
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conditions de synthése de ''CH;OTf sont jugées optimales et seront appliquées pour toutes

les expériences suivantes.

2. Boucle de synthese (AutoLoop™, Bioscan®)

a. Optimisations préliminaires

Pour limiter les irradiations percues lors des expériences d'optimisation de différents
paramétres de synthése, de faibles tirs de cyclotrons de 2,5 a 6 pA (10 min) ont été effectués.
Nous avons considéré que ces parametres optimisés (séchage, solvants, quantité¢ de précurseur
et temps de réaction) seront applicables aux conditions de tirs réalisés en routine lors

d'examens TEP.

* Conversion du 1CHsl en 'CH3OTf

Pour déterminer la conversion du 11CH31 en 11CH30Tf, nous avons collecté le milieu
réactionnel de production dans un flacon hermétique, rempli avec un mélange acétonitrile/eau
(50/50) (I'eau permettant I'hydrolyse du [''C]JCH;OTf en ''CH;OH). Puis, une analyse par
HPLC a détection UV et radioactive (phase liquide: acétonitrile/eau 40/60) a été effectuée sur
ce milieu réactionnel et a confirmé 1'unique présence de méthanol radioactif et I'absence de

NCH;L

¢  Séchage

Nous avions constaté lors de nos premiers essais de synthése de [''C]PIB (avec 1 mg de
précurseur dans 80 uL. de CHO) que plus de 70% de la radioactivité produite était représentée
par du 11CH30H. Le CH;OTf étant trés sensible a I'eau, nous avons tenté de déterminer la
provenance de cette eau et d'en réduire les conséquences. Le séchage du CHO avec du sulfate
de magnésium (MgSQ4) anhydre n'a pas réduit la proportion de ''CH3;OH produite. L'étape
suivante a consisté a évaluer l'influence du séchage des lignes de l'automate allant de la
colonne de triflate d'argent (a partir de la vanne V18 sur le schéma de la Fig. 21) a la sortie de
la boucle de synthése, par une circulation d'azote a 1 bar pendant 5, 30 ou 60 min. Les ratios

[''CIPIB/"' CH3OH produits furent respectivement de 0,2, 0,5 et 1 (Fig. 24).
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Figure 24. Influence du temps de séchage (lignes entre la colonne de triflate d'argent et la
sortie de la boucle) sur le ratio [ CJPIB/"' CH;0H (n = 1).

. Choix du solvant

Nous avons comparé¢ les effets de différents solvants de synthése sur la production de
[''C]PIB en sortie de boucle. Pour une reproductibilité et une comparaison optimum des
résultats, le volume de solvant a été fixé a 80 puL, la quantité de précurseur a 1 mg, le temps
de réaction dans la boucle a 15 sec et un séchage de 60 min a été effectué. Le DMSO,up
(diméthylsulfoxyde anhydre) et le DMF,,, (diméthylformamide anhydre) n'ont pas permis la
production de [''C]PIB. Le DPK (dipropylcétone ou 4-heptanone) n'a pas réussit a solubiliser
le précurseur. Différentes cétones, CHO (cyclohexanone), BMK (butylméthylcétone ou 2-
hexanone)), MEK (méthyléthylcétone ou 2-butanone) et DEK (diéthylcétone ou 3-pentanone)
ont produit respectivement 781 + 126 MBq, 666 + 94 MBq, 568 + 78 MBq et 359 + 102 MBq
de [''C]PIB absolu (n = 2 pour chaque solvant) (Fig. 25).
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Figure 25. Influence du solvant (CHO, BMK, MEK, DEK) sur la production de ['c]PIB
(MBq) (n = 2 pour chaque solvant).
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¢  Quantité de précurseur

Nous avons voulu évaluer l'influence de la quantité de précurseur introduite dans la réaction
de synthése sur la production de [''C]PIB. Les conditions de synthése fixées étaient les
suivantes: une étape de 60 min de séchage, 80 uL. de CHO comme solvant et 15 sec de temps
de réaction dans la boucle. Les productions de [''C]PIB furent de 200, 600 et 700 MBq avec

0,3, 1 et 2 mg de précurseur, respectivement (Fig. 26).
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Figure 26. Influence de la quantité de précurseur (mg) sur la production de ["'CJPIB (MBq)
(n=1).

¢  Durée de la réaction
Nous avons finalement évalué I'influence du temps de réaction dans la boucle de synthese sur
la production de [''C]PIB, avec 1 mg de précurseur dissout dans 80 pL de CHO et une étape

préalable de séchage de 60 min. Ainsi, augmenter le temps de réaction de 15 sec & 1 min a

permis de doubler la quantité de [''C]PIB produit (de 570 a 1140 MBq) (Fig. 27).
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Figure 27. Influence du temps de réaction sur la production de ["'CJPIB (MBq) (n = 1).
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b. Radiosynthése automatisée en routine

Les conditions de radiosynthése en routine impliquent un temps d'irradiation de la cible du
cyclotron d'environ 1 heure pour atteindre 40 pA de courant intégré. L'étape de séchage est
donc effectuée durant cette période de tir au cyclotron. Les autres parametres de réaction fixés
sont l'introduction de 1mg de précurseur (dissous dans 80 uL. de solvant) puis 1 min de temps
de réaction dans la boucle. Dans ces conditions, nous avons constaté que l'utilisation du CHO
offrait de meilleures productions de [''CIPIB (4986 MBq) que le MEK (1200 MBq). La
formation du O-[''C]méthylbenzothiazole était de moins de 1% et pouvait étre facilement
séparée et ¢liminée lors d'une HPLC avec détection UV et radioactive donnant une pureté
radiochimique > 99% (Fig. 28). L'activité spécifique du produit final ([''C]PIB) était
comprise entre 20 et 60 GBq.umol™ et le rendement radiochimique de l'ordre de 13 a 15%

(non-corrigé de la décroissance et basé sur la production de 40 GBq de ''CO,).
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Figure 28. Chromatogramme analytique du ['C]PIB. Le temps de rétention du ['C]PIB est
de 8,2 min et sa pureté radiochimique supérieure a 99%. La détection radioactive est

reportée en bas et la courbe d'absorbance a 254 nm dans l'ultra-violet (UV) est reportée en
haut.
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E. Discussion

Le [''C]PIB est un radiotraceur synthétisé par I'Université de Pittsburgh en 2003 (Mathis et
al., 2003) et ayant la capacité¢ de fixer spécifiquement les plaques amyloides. Malgré son
marquage au carbone 11, ses propriétés radiopharmacologiques font de ce radiotraceur une
molécule trés attractive pour I'évaluation de la charge amyloide en imagerie TEP. Des
demandes de protocoles de recherche chez des patients Alzheimer nous ont conduit & mettre

en place sa synthése au CERMEP.

Le but de mes travaux était donc de mettre en place la radiosynthése entiérement
automatisée du [''C]PIB grace a l'utilisation de deux modules de synthése fournis par
l'entreprise Bioscan®, un automate de méthylation (Mel-Plus™) et une boucle de synthése
(AutoLoop™). L'utilisation d'automates de synthése est fréquente dans les centres de
production de radiotraceur ou les centres d'imagerie TEP, car elle apporte de multiples
avantages. (i) Elle limite l'intervention humaine, donc l'irradiation et (ii) elle autorise la
reproductibilité et (iii) la multiplicité des radiosynthéses, ce qui permet d'envisager plusieurs
examens d'imagerie TEP dans une méme journée. Une fois I'automatisation mise en place, le

second objectif consistait a optimiser ces conditions de radiosynthéses.

1. L'automate de méthylation (Mel-Plus™, Bioscan®)

Les premiers travaux ont consistés a déterminer les causes potentielles d'une faible activité
spécifique obtenue par l'automate de méthylation. L'activité spécifique d'un radiotaceur
correspond a l'activité radioactive (en Curie) de ce composé par rapport a sa quantité
pondérale produite dans le produit final, marquée et non-marquée. Ainsi, une forte activité
spécifique, correspondant a une faible concentration en radiotraceur pour une forte activité
radioactive, permet d'injecter des doses traceuses et permet l'imagerie de cibles présentes a

faible concentration.

Dans l'automate de méthylation, la source de carbone radioactif provenant du
cyclotron est du gaz carbonique marqué au carbone 11 qui va d'abord servir a la production de
"'CH;l. Un bon automate doit étre capable d'utiliser cette quantité de carbone 11 radioactif
pour qu'elle soit retrouvée en grande majorité dans le ''CHsl. Toute autre source de gaz

carbonique non radioactif présente dans les lignes de l'automate va également réagir avec

Chapitre 2 1. Automatisation de la radiosynthése du [1C]PIB 70



I'hydrure de lithium aluminium dans du THF anhydre puis 1'acide iodhydrique pour donner du
CH;I non-marqué, ce qui va abaisser l'activité spécifique du produit final. L'automate doit
potentialiser son utilisation de la radioactivité source et diminuer, autant qu'il le peut, les
sources de contaminations "froides". Les premieres expériences de production de CH;I avec
remplissage de la cible ont permis de mettre en évidence une entrée importante de CO,. Le
remplissage de la cible a conduit & une augmentation de 58% de la production de CHsl.
Néanmoins, aprés avoir identifié 1'origine du CO; non radioactif, nous n'avons pas trouvé de

solution technique pour la réduire.

L'automate de méthylation dispose d'un lavage automatisé, évitant l'intervention
humaine entre les radiosynthéses, source d'irradiation importante. Nous avons voulu
déterminer en synthese "froide", l'influence de I'éthanol comme solvant de lavage sur la
production de CH;l. Nous avons détecté, par HPLC, la présence d'iodure d'éthyle parmi les
produits de l'automate de méthylation, signifiant que des résidus d'éthanol avaient contribué a
la réaction de méthylation. Nous avons donc décidé de ne plus utiliser 1'éthanol mais
I'acétonitrile. Au fur et a mesure des synthéses, la production d'iodure d'éthyle a été
totalement réduite et la production de CH3;l a été augmentée de 54%. L'utilisation
d'acétonitrile a probablement contribu¢ a une meilleure activité spécifique mais nous n'avons
pas effectué les expériences radioactives complémentaires nous permettant de nous en rendre

compte quantitativement.

Le trifluorométhanesulfonate de méthyle ou CH;OTf est une espeéce hautement
réactive (Jewett et Douglas, 1992) qu'il est possible de produire avec l'automate de
méthylation. Nos premiéres expériences d'optimisations se sont focalisées sur la production de
cette espece. Elles ont été réalisées dans des conditions de radioactivité assez faibles (tirs de
cyclotron de l'ordre de 6 pA, en quelques minutes). La conversion de 80% du [''C]CHsI en
[''C]CH;0Tf nécessite une température de l'ordre de 180 & 220°C et un débit de gaz de 30
mL.min" (Mock et al., 1999). Cependant, ce flux élevé ne permet pas au CH;OTf de diffuser
de maniére optimale dans le solvant tapissant la boucle de synthése. Nous avons donc choisi
un flux plus faible de 12 mL.min"'. Dans ces conditions, nos résultats montrent que la

conversion du [''C]JCHsI en [''C]CH;OTf est complete.
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2. Laboucle de synthése (AutoLoop™, Bioscan®)

a. Optimisations

De maniére surprenante, les premiéres synthéses du [''CJPIB ont révélé une forte production
(70%) de '""CH30H. Ce composé est issu de la décomposition du ''CH;OTf, composé trés
réactif. En effet, ce dernier est trés sensible a I’humidité et des traces d’eau peuvent le
désactiver. Nous avons estimé qu'il pouvait exister des traces d'eau résiduelle dans les lignes
jusqu'a la boucle, qui conduisaient & la formation de 'CH3;OH plutét que de [''C]PIB. En
effet, le lavage automatisé¢ de la boucle de synthése utilise notamment de I'eau distillée. Nous
avons donc étudié¢ D'influence de I’humidité résiduelle dans le milieu de synthése en
comparant les rapports des quantités de [''C]PIB et de ''CH;OH obtenues en fin de synthése.
En effet, plus la quantité de ''CH3O0H est importante, plus le ''CH;OTf s’est décomposé et ne
réagi pas pour former le [''CJPIB. Cette logique s’appuie sur I’hypothése que le ''CH3;0H,
formé avant d’atteindre la boucle de synthese, est porté par le flux de gaz jusqu’a la boucle.
La quantité totale de ''CH3OH formée dans le systéme de synthése peut donc étre déterminée.
Nos résultats montrent que sécher les lignes des automates, par un flux d'azote a 1 bar pendant
1 heure, permet d'augmenter significativement la production de [''C]PIB par rapport & celle
de '""CH;OH. Ainsi, toutes les synthéses suivantes ont été réalisées avec cette étape de

séchage.

Des travaux récents ont évalués l'influence de solvants sur les réactions en boucle
(Iwata et al., 2001). En nous inspirant de cette étude, nous avons testé différents solvants dans
nos conditions de synthése. L'acétone, utilisé pour les radiosynthéses de [''C]PIB en réacteur
par Solbach et al. (2005) s'est révélé étre trop volatil pour une utilisation en boucle. L'absence
de réaction de marquage lors de l'utilisation de DMF,,;;, ou DMSO,,;, peut s'expliquer par une
désactivation du '"CH;OTf (Mock et al., 2007). Dans nos conditions expérimentales, la
cyclohexanone (CHO) et la butylméthylcétone (BMK) qui ont donné de meilleures
productions de [''C]PIB que le solvant de référence (méthyléthylcétone, MEK, utilisé par
Wilson et al., 2000). Nous n'avons pas trouvé d'explications a ces différences de productions

par des méthodologies similaires en boucle.

La quantité de précurseur injecté dans la boucle doit étre suffisante pour produire de

bons rendements radiochimiques. Cependant, elle ne doit pas étre en exces: (1) pour ne pas
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risquer de perturber la séparation du [''C]PIB par HPLC, et (2) pour permettre de limiter les
dépenses en précurseur. Plusieurs quantités ont été testées, dans 80 pl du solvant de référence
utilisé par Wilson en boucle (méthyléthylcétone, MEK). Dans nos conditions expérimentales,

la quantité offrant le meilleur compromis est de 1 mg.

Enfin, le temps de réaction de 1 min dans la boucle a donné les meilleures production

de [''C]PIB.

b. Synthéses en routine

Une fois ces différents paramétres optimisés (1 heure de séchage, 1 mg de précurseur dans 80
uL de CHO, 1 min de réaction en boucle) en conditions de faible radioactivité, nous les avons
transposées aux conditions de routine (40 pA obtenus en 1 heure de tir sur la cible du

cyclotron).

La forte réactivité du [''C]JCH;OTf permet un radiomarquage direct au niveau de
I'amine de l'aniline du précurseur. Néanmoins, cette N-méthylation peut €tre accompagnée
d'une O-méthylation au niveau de la fonction phénol qui n'est pas protégée. Cependant, nos
résultats ont montré que la formation du O—[lIC]méthylbenzothiazole est tres faible (<1%) et

qu'elle peut étre écartée par purification HPLC.

Dans des conditions de routine, nous avons obtenus des activités spécifiques de 20 a
60 GBq.umol™ et des rendements radiochimiques de 13 a 15 % (non corrigés de la
décroissance, basés sur la production de 40 GBq de ''CO; par le cyclotron). Ces valeurs sont
comparables aux valeurs rapportées par Wilson et al. (2004) avec un systéme de synthése en
boucle (non-automatisé). Par contre, nous obtenons une production de [''C]PIB (4986 MBq)
bien inférieure a celle rapportée par Solbach et al. (2005) en synthése manuelle dans un
réacteur classique (8500 MBq). Il convient cependant de relever trois inconvénients a leur
systéme: (1) une quantité plus importante de précurseur est engagée, (2) une exposition aux
radiations plus importantes et (3) une durée de rasiosynthése plus longue. D'autre part, les
productions de [''CJPIB avec notre systéme sont suffisantes pour envisager des examens
d'imagerie TEP en clinique et préclinique. Et enfin, I'heure de séchage, constituant une étape
supplémentaire dans la préparation d'une radiosynthése, correspond a la durée de tir cyclotron

nécessaire (40 pA en 1 h) pour des examens en routine.
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F. Conclusion

Ces travaux ont démontré que la synthése du [''CJPIB a partir du systéme de synthése
automatis¢ Bioscan® est possible. Le systeme de synthése entierement automatisé permet
d’effectuer une synthése du [''CJPIB simple et reproductible. Une personne ayant peu de
notions en radiochimie peut réalisé lui-méme ses radiosynthéses, aprés une courte formation
sur l'utilisation des automates. L'approche que nous avons développée permet de synthétiser
ce radiotraceur TEP plusieurs fois par jour si I’activité préclinique et/ou clinique le nécessite.
A cet égard, des tests sont toujours en cours pour €valuer la fiabilit¢ des deux automates lors

de syntheses répétées.
Ce travail a fait l'objet d'une publication : "Verdurand M, Bort G, Tadino V, Bonnefoi F, Le

Bars D, Zimmer L (2008). An automated radiosynthesis of the Pittsburgh compound B
(/"' C]PIB) using a commercial synthesizer. Nucl Med Comm 29(10):920-6".
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Chapitre 3 - Imagerie TEP de Ila
neurotransmission sérotoninergique dans
la MA

I. Rappels bibliographiques

A. La neurotransmission sérotoninergique

1. La sérotonine

HO NH,

Figure 29. Structure de la 5-hydroxytryptamine ou sérotonine ou 5-HT.

La sérotonine est une amine biogéne (Fig. 29) présente chez une grande variété d'organismes
vivants allant des vers (Umbriaco et al.,, 1990) a lI'homme (Hen, 1992). Elle est
majoritairement (98%) produite au niveau périphérique par les cellules entérochromaffines de
la paroi intestinale pour étre ensuite stockée au niveau des plaquettes sanguines. Ne
franchissant pas la barriére hémato-encéphalique (BHE), ce sont les noyaux du raphé qui la
produisent au niveau du systéme nerveux central (SNC) ou elle est largement répandue et agit
comme neurotransmetteur produisant ses effets via un grand nombre de récepteurs
spécifiques. Elle est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que la
thermorégulation (Feldberg et Meyers, 1964), le sommeil (Jouvet, 1967), l'agressivité
(Sheard, 1969), la prise alimentaire (Lucki, 1992), le développement cérébral (Gaspar et al.,
2003; Lauder et Krebs, 1978; Levitt et al., 1997), le contrdle de la nociception (Le Bars et
Villanueva, 1988) ainsi que dans la régulation d'un certains nombre de comportements tels

que la prise alimentaire (Leibowitz, 1990) et le comportement sexuel (Meston et Gorzalka,
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1992). D'autre part, des dysfonctionnements du systéme sérotoninergique sont impliqués dans
de nombreux troubles comme 1'anxiété (Gross et al., 2002), la dépression (voir Lanfumey et
Hamon, 2004 pour revue), la schizophrénie (Igbal et Van Praag, 1995), 'autisme (Scott et
Deneris, 2005) et dans des pathologies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, tel

que nous le développerons ultérieurement (Buhot et al., 2000; Meltzer et al., 1998).

2, L'anatomie du réseau sérotoninergique cérébral

Le systeme sérotoninergique cérébral est centralisé au niveau de ses corps cellulaires dans la
région du raphé, au niveau de la zone médiane du bulbe mésencéphale, puis "irradie" de ses
projections dans toutes les régions du cerveau. Cette anatomie est particuliecrement favorable

au role régulateur du systéme (Fig. 30).

Ganglions de la base

Néocortex Thalamus

Hypothalamus

Lobe temporal /

Noyaux du raphé

Cervelet

Vers la moelle
épiniéere

Figure 30. Anatomie du systeme sérotoninergique cérébral chez ['homme (d'apres
"hitp://www.psychanalyste.ca/app naturopathie.html").
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a. Les corps cellulaires

La distribution régionale des neurones sérotoninergiques a été initialement étudiée par
Dahlstrom et Fuxe (1964) qui ont décrit un systéme dont les corps cellulaires sont présents en
grande partie dans les noyaux du raphé et la formation réticulée, et qui sont rassemblés en 9
groupes (B1 a B9). Les groupes B1 a BS contiennent un nombre moins important de corps
cellulaires sérotoninergiques que les groupes suivants. Les groupes B6 et B7 (le plus
important) forment le noyau du raphé dorsal (NRD). Le groupe B8 représente le noyau du
raphé médian (NRM) et le groupe B9 forme son extension latérale mais ne fait pas partie du
NRM. Le NRD posséde un diamétre de 2 mm’ et contient 50% des neurones
sérotoninergiques du SNC du rat (Descarries et al., 1982), 50 a 60% des neurones 5-HT chez
I'humain (Baker et al., 1990) et 40% chez le chat (Wiklund et Bjorklund, 1980). Il est
important de noter que tous les neurones du raphé ne sont pas sérotoninergiques, 50 a 60%

sont non-sérotoninergiques (Zhou et Zhang, 1986).

b. Les projections

Bien qu'il n'y ait qu'environ 15200 cellules sérotoninergiques dans le cerveau du rat (Jacobs et
Azmitia, 1992), 33000 cellules 5-HT dans le cerveau du chat (Wiklund et al., 1981), et
288000 cellules 5-HT dans le cerveau humain (Tork, 1990), elles permettent l'innervation de
la quasi-totalité des aires cérébrales. Deux voies de projections sérotoninergiques peuvent étre
distinguées. Les voies descendantes prennent naissance dans la partie caudale des groupes
nucléaires et projettent vers le tronc cérébral et la moelle épiniere. Les voies ascendantes vont
innerver la quasi-totalit¢ du cerveau. Les fibres originaires du NRM innervent fortement
I'hippocampe, le septum, l'hypothalamus, le cortex cingulaire, le cortex occipital et
I'amygdale. Les fibres originaires du NRD se projettent vers le locus coeruleus, la substance
noire, le striatum, le noyau accumbens, le thalamus, 'hypothalamus, 1'amygdale, le cortex
entorhinal, frontal et 1'hippocampe (Pineyro et Blier, 1999). Les plus fortes densités de
projections sé€rotoninergiques sont retrouvées dans 1'hippocampe, 1'amygdale, 1'hypothalamus

et le tubercule olfactif (Léger et al., 2001).
D'autre part, l'existence de terminaisons sérotoninergiques dans le NRD de chats et de
rats a ét¢ rapporté a plusieurs reprises (Aghajanian et Vandermaelen, 1982; Descarries et al.,

1982). Ces terminaisons montraient peu de spécialisations synaptiques (Chazal et Ralston,
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1987) et contactaient des neurones non-sérotoninergiques (Descarries et al., 1982). L'analyse
ultrastructurale dans le cortex et I'hippocampe de rat, a montré que la majorité des varicosités
n'est pas associée a une spécialisation synaptique (Descarries et Mechawar, 2000). Dans
I'hippocampe, et notamment la région CA3 et le gyrus denté, la proportion des varicosités
sérotoninergiques associées a des jonctions synaptiques n'est que de 18 a 33% (Oleskevich et
al., 1991). Ainsi, l'innervation du cortex et de l'hippocampe serait principalement non-
jonctionnelle. Ces observations, conjuguée a la large distribution cérébrale des terminaisons
neuronales, confére au systéme sérotoninergique une capacité importante d'interaction avec

les autres systémes et lui permet de jouer pleinement son role de neuromodulateur.

3. Les récepteurs sérotoninergiques

Entre 1987 et 1992, la plupart des récepteurs de la sérotonine ont été clonés, dont au moins 14
types distincts chez les mammiféres (Hoyer et al., 1994, 2002). Ils ont été subdivisés en 7
classes (5-HT,; a 5-HT>) selon leur homologie de séquence et de structure, ainsi que selon leur

mécanisme effecteur préférentiel. On compte 4 sous-types:

- les récepteurs 5-HT; couplés aux protéines Gy, inhibant 1'adénylate-cyclase
- les récepteurs 5-HT, couplés aux protéines Gq activant la phospholipase C
- les récepteurs 5-HT; formant des canaux ioniques

- les récepteurs 5-HT4/6/7 couplés aux protéines Gg activant I'adénylate cyclase.

Le couplage des récepteurs 5-HTs reste encore incertain (Hoyer et al., 1994, 2002). A
I'exception des récepteurs 5-HTs; qui sont des récepteurs canaux, tous les récepteurs
sérotoninergiques appartiennent a la super famille des récepteurs couplés aux protéines G

(RCPGs).

Les récepteurs sérotoninergiques couplés aux protéines Gj,, sont les 5S-HT ;4 (Fargin et
al., 1988), auxquels nous allons nous intéresser ultérieurement, les 5-HT ;5 (Adham et al.,
1992), les 5-HTp (Hamblin et Metcalf, 1991), les 5-HT g (Zgombick et al., 1992), les 5-HT ¢
(Adham et al., 1993) et de maniére moins précise les 5-HTs et gy (Matthes et al., 1993).
L'activation de cette classe de récepteur conduit a l'inhibition de l'adénylate cyclase et a la

baisse de la production d'AMPc (pour adénosine monophosphate cyclique). Des canaux
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potassiques peuvent étre activés et des canaux calciques inhibés (voir Lanfumey et Hamon,

2000 pour revue).

Les récepteurs sérotoninergiques couplés aux protéines Ggii sont les 5-HToa
(Branchek et al., 1990), 5-HT,g (Kursar et al., 1992) et 5-HT,c (Julius et al., 1988).
L'activation de cette classe de récepteurs provoque I'hydrolyse de phosphoinositides
membranaires formant le diacylglycérol (DAG) et l'inositol triphosphate (IP3), qui vont
ensuite agir comme messagers seconds intracellulaires pour activer la proteine kinase C
(PKC) par exemple, et élever la concentration de calcium intracellulaire. D'autre part, les
protéines Gg11 ont la capacité de réguler des changements de structure de la cellule,
notamment par l'activation de la "voie de signalisation Rho", qui induit la formation de fibres

de stress et d'adhésions focales.

Les récepteurs sérotoninergiques couplés aux protéines Gs sont les 5-HT4 (Gerald et
al., 1995), 5-HTs (Monsma et al., 1993; Plassat et al., 1993; Ruat et al., 1993a), auxquels nous
allons nous intéresser ultérieurement, et les 5-HT7 (Bard et al., 1993; Lovenberg et al., 1993;
Ruat et al., 1993b). L'activation des récepteurs couplés aux protéines G stimule 1'adénylate
cyclase qui convertit 'ATP (adénosine triphosphate) en AMPc. L'AMPc est un messager
intracellulaire qui va agir sur différentes cibles effectrices, notamment sur les canaux ioniques
et la PKA (protéine kinase AMPc dépendante), ce qui va permettre de réguler, entre autres,
l'entrée d'ions calcium dans la cellule et faciliter 1'excitabilit¢ de sa membrane. La PKA a
également la capacité de stimuler des facteurs de transcription comme CREB (cAMP
response element binding protein) qui modifient I'expression de genes. Il a été montré assez
récemment que 'AMPc a la possibilité de se lier & Epac (exchange proteins directly activated

by cAMP) pour activer notamment les Rap et Ras GTPases (Holz et al., 2006).

L'activation des récepteurs couplés aux protéines G que nous venons de décrire,
s'effectue selon un mécanisme bien décrit que nous présentons rapidement ci-aprés. La
sérotonine libérée par le neurone sérotoninergique va pouvoir fixer un de ses multiples
récepteurs. Celui-ci est couplé, au niveau d'une boucle intracellulaire en C-terminus, a un
complexe protéique composé de 3 unités hétérogenes (a, B, y) dont I'une (o), a la capacité de
lier le GTP (pour guanosine triphosphate). Ce complexe protéique forme les protéines G (Fig.
31). A I'état inactif, le récepteur est couplé a sa protéine G dont la sous-unité a lie le GDP

(guanosine diphosphate). Lorsqu'un agoniste (ligand endogéne ou non) vient lier le récepteur
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au niveau extracellulaire, un changement de conformation est transmit aux boucles
intracellulaires (IL2 et IL3), induisant un remplacement du GDP (libéré¢) par du GTP (fixé) au
niveau du complexe protéique (protéines G) (Johnston et Siderovski, 2007). La liaison du
GTP a la sous-unité o ainsi activée, provoque la dissociation des sous-unités a-GTP d'une part
et By d'autre part, qui vont pouvoir entrainer et stimuler différents effecteurs enzymatiques a
lI'intérieur de la cellule. Le processus de signalisation intracellulaire se termine lorsqu'une
GTPase hydrolyse le GTP-a en GDP-a, qui va de nouveau pouvoir former un complexe

protéique avec By et ainsi étre couplé a un récepteur libre.

o ligand

1-'" GPFCR

GDP . GTP
A @ N,

F’ir@

a-effector  fy-effector

Figure 31. Schématisation du mode d'action des récepteurs couplés aux protéines G (d'apres
McCudden et al., 2005).

B. La neurotransmission sérotoninergique dans la
MA

Comme nous l'avons vu précédemment, les 1ésions caractéristiques de la MA sont constituées
par les plaques amyloides extracellulaires, les dégénérescences neurofibrillaires
intracellulaires et une perte neuronale. En complément de ces lésions, des perturbations des
systémes de neurotransmission ont constamment été rapportées, particulierement au niveau du
systéme cholinergique (Arendt et al., 1985; Bowen et Davison, 1980; Nagai et al., 1983;
Rossor et al., 1982). Bien que ce systéme soit généralement considéré comme celui le plus

atteint dans la MA, les symptomes cognitifs, neurocomportementaux et neuropsychiatriques
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(ou BPSD pour "behavioural and psychological symptoms in dementia") associés a la MA ont

¢été liés a d'autres systémes de neurotransmission (Assal et Cummings, 2002).

Ainsi, des études en post-mortem sur des cerveaux de patients décédés apres une MA,
ont montré que le systéme sérotoninergique est particuliérement affecté (Meltzer et al., 1998).
En effet, une perte des neurones synthétisant la sérotonine au niveau des noyaux du raphé
médian et dorsal a pu étre mise en évidence a plusieurs reprises en post-mortem (Aletrino et
al., 1992; Curcio et Kemper, 1984; Halliday et al., 1992; Yamamoto et Hirano, 1985; Zweig
et al., 1988). Plus spécifiquement, au niveau rostral et caudal du noyau du raphé dorsal, une
diminution du marquage immunohistochimique de la tryptophane hydroxylase (TH), enzyme
de synthese de la 5-HT, a été constatée dans le cerveau de patients décédés apres une MA
(Lee et Kowall, 1989). En conséquence, une réduction de la sérotonine tissulaire et de ses
métabolites a pu é&tre rapportée (Reinikainen et al., 1991). Les corps cellulaires
sérotoninergiques ne sont pas les seuls a étre touchés. Dans les aires corticales de projections
des neurones sérotoninergiques, le transporteur de la sérotonine est diminué tout comme la
sérotonine tissulaire et ses métabolites, chez un groupe de patients atteints d'une MA a un
stade encore léger (Chen et al., 1996; Cross, 1990; D'amato et al., 1987). Ces derniers
résultats suggerent qu'en plus de la perte des corps cellulaires sérotoninergiques, il existe une

perte assez précoce des terminaisons sérotoninergiques chez les patients atteints de la MA.

L'atteinte du systéme sérotoninergique a été étudiée, en post-mortem, au niveau de
I'expression de ses récepteurs. Ainsi, l'expression des récepteurs 5-HT4 a montré éEtre
diminuée (Cross et al., 1986; Lai et al., 2005; Lorke et al., 2006; Reynolds et al., 1984). Une
réduction de 1'expression des récepteurs 5-HTg, d'un niveau comparable, a été constatée chez
des patients décédés de la MA (Lorke et al., 2006). Enfin, des études s'intéressant a
I'expression des récepteurs 5-HT;, majoritairement localisés dans les structures limbiques
comme I'hippocampe (Palacios et al., 1990), ont montrées leur réduction (Bowen et al., 1989;
Francis et al., 1993; Middlemiss et al., 1986) ou une absence de modification (Cross et al.,

1986; Sparks, 1989).
Nous avons choisis de nous intéresser plus particuliérement a 1'imagerie TEP de deux

types de récepteurs sérotoninergiques dont l'expression est affectée dans la MA. (1) Les

récepteurs 5-HT et (2) les récepteurs 5-HTa.
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I1. Les récepteurs 5-HTe et la MA

A. Contexte

1. La distribution des récepteurs 5-HTg

Les récepteurs 5-HTs sont parmi les récepteurs sérotoninergiques les plus récemment
découverts. Ils ont été clonés par RT-PCR (reverse transcriptase couplé a une réaction de
polymérisation en chaine) a partir de striatum de rat (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993a).
Ils sont activés par la sérotonine ou un agoniste, stimulent I'adénylate cyclase dans des lignées
cellulaires (Unsworth et Molinoff, 1994), dans le striatum de cochon (Schoeffter et Waeber,
1994) et chez un feetus de souris (Sebben et al., 1994). Une particularité intéressante de ces
récepteurs est leur localisation constatée exclusivement dans le SNC (Ruat et al., 1993a). La
séquence d'acides aminés chez la souris est identique a 97% a celle chez le rat et présente
89% d'homologie avec celle de I'humain (Hirst et al., 2003). Les récepteurs 5-HT et 5-HT,
présentent une forte homologie de séquence (Setola et Roth, 2003). Les études de Northern
Blot (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993a), d'hybridation in situ (Ward et al., 1995) et de
QRT-PCR (pour "quantitative reverse transcription" et "polymerase chain reaction") (Gérard
et al., 1996) ont montré une localisation des ARNm des récepteurs 5-HT¢ au niveau du
striatum, du noyau accumbens, des tubercules olfactifs, du cortex, de I'hippocampe, de
I'hypothalamus et de I'amygdale. La plus forte densité d'ARNm a été retrouvée dans le gyrus
denté et dans les aires CA1, CA2 et CA3 de I'hippocampe (Ruat et al., 1993a; Ward et al.,
1995).

La localisation de la protéine 5-HTs a tout d'abord été déterminée par
immunohistochimie. La présence de la protéine 5-HTs a été rapportée au niveau des
tubercules olfactifs, du cortex, du noyau accumbens, du striatum, de I'hippocampe, du
cervelet, du thalamus, de la substance noire, de la couche superficielle du colliculus supérieur,
dans les noyaux moteurs (trigéminé et facial) et dans lI'hypothalamus (Gérard et al., 1997;
Hamon et al., 1999; Roberts et al., 2002). Des études autoradiographiques utilisant des

traceurs antagonistes sélectifs des récepteurs 5-HTs comme le ['*I]SB-258585 (Hirst et al.,
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2000; Roberts et al., 2002) et le [’H]JRo 63-05363 (Boess et al., 1998) ont confirmé cette
localisation. Ainsi, la distribution des protéines est comparable a celle des ARNm des
récepteurs 5-HTg. Cependant, on peut noter des différences de niveau d'expression (ARNm et
protéine) chez la souris par rapport au rat et a 'humain (Hirst et al., 2003). Les études
pharmacologiques de ligands 5-HT¢ seraient donc plus transposables a 'homme, lorsqu'elles
sont menées chez le rat plutdét que chez la souris. Bien que peu d'études post-mortem chez
I'humain soient disponibles, la distribution des récepteurs 5-HT¢ semble étre similaire a celle
mise en évidence chez le rat (East et al, 2002; Lorke et al., 2006). Les expériences
d'immunohistochimie couplée a la microscopie électronique ont révélé que les récepteurs 5-
HTg sont présents uniquement sur des neurones (Hamon et al., 1999) et plus précisément sur
les dendrites, au niveau de I'hippocampe (Gérard et al., 1997). D'autre part, les couches de
cellules pyramidales et granulaires de I'hippocampe ne présentaient aucun marquage
protéique, malgré la présence d'ARNm (Ward et al., 1995), suggérant que les récepteurs sont
transportés des corps cellulaires de ces couches vers les aires dendritiques. La destruction
chimique des neurones sérotoninergiques par la 5,7 DHT (5,7 dihydroxytryptamine) n'a pas
modifi¢, chez le rat, les niveaux d'ARNm des récepteurs 5-HTs suggérant qu'ils sont présents
au niveau post-synaptique uniquement, sur des neurones non-sérotoninergiques (Gérard et al.,
1996). La Iésion chimique de I'axe nigro-stri¢ dopaminergique avec de la 6-hydroxydopamine
n'a pas modifié le niveau de fixation d'un traceur antagoniste des récepteurs 5-HTs, le
['*1]SB258585, suggérant que ces récepteurs ne sont pas portés par des neurones
dopaminergiques (Roberts et al., 2002). De la méme maniére, la Iésion immunotoxique du
systeme cholinergique avec la 192-IgG-saporin n'a pas modifi¢ la densit¢ des ARNm 5-HTs,
suggérant qu'ils ne sont pas plus présents sur des neurones cholinergiques (Marcos et al.,
2006). En revanche, un double marquage immunohistochimique (5-HTs, GABA) a montré
que plus de 20% des récepteurs 5-HT¢ sont co-localisés sur des neurones GABAergiques de

I'hippocampe (Fone et al., 2002).

2. Les outils pharmacologiques pour étudier les
récepteurs 5-HT¢

Peu de temps apres la découverte des récepteurs 5-HTg en 1993, plusieurs équipes ont montré
que les antipsychotiques et antidépresseurs tricycliques avaient une forte affinité pour ces
récepteurs (Mitchell et Neumaier, 2005; Woolley et al., 2004). A partir de cette constatation,

une multitude de ligands 5-HTs ont été identifiés et la recherche académique et industrielle
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s'est particulierement développée (Heal et al., 2008). La microdialyse apres injection, chez le
rat éveillé, d'antagonistes des récepteurs 5-HT¢ a montré une augmentation de la
concentration extracellulaire en acétylcholine (Riemer et al., 2003; Shirazi-Southall et al.,
2002; Sleight et al., 1999) et en glutamate (Dawson et al., 2000, 2001) dans 1'hippocampe et le
cortex frontal. D'autre part, il est reconnu que les systémes glutamatergiques et cholinergiques
participent au processus cognitifs et sont impliqués dans les perturbations mnésiques (Bartus
et al., 1982; Collindridge et al., 1983; Coyle et al., 1983; Greenamyre et Young, 1989). Ainsi,
les antagonistes des récepteurs 5-HTs, de part leur action stimulante sur les
neurotransmissions cholinergique et glutamatergique, ont présenté des propriétés
procognitives chez le rat (Meneses, 2001; Rogers et al., 1999, 2000; Woolley et al., 2001,
2003). A notre connaissance (en 2008), huit composés ont montré des propriétés de sélectivité
envers les récepteurs 5-HT¢ et sont entrés dans des essais cliniques. Le WAY-181187 (SAX-
187), seul agoniste des récepteurs 5-HTs développé par Wyeth, a été évalué¢ en phase 1
d'essais cliniques pour traiter l'anxiété et les troubles appariés (Cole et al., 2003, 2005a,
2005b). Le LY-483518 (SGS-518), un antagoniste des récepteurs 5-HT¢ développé par Lilly
(Filla et al., 2002; Pineiro-Nunez et al., 2005), a été breveté pour le traitement des troubles
cognitifs dans la schizophrénie (Saegis, 2005). Les antagonistes 5-HT¢ PRX-07034 et BVT-
74316, sont tous les deux entrés en phase 1 d'essais cliniques pour le traitement de I'obésité.
Le PRX-07034 d'Epix Pharmaceuticals fait également 1'objet de recherche dans le traitement
des troubles cognitifs dans la MA ou la schizophrénie ("http://www.epixpharma.com"). SYN-
114, un antagoniste des récepteurs 5-HTs de Synosia Therapeutics breveté par Roche, est
entré en phase 1 d'essais cliniques pour les troubles cognitifs. Le SB-742457, un antagoniste
des récepteurs 5-HTg développé par GlaxoSmithKline, est entré en phase 2 d'essais cliniques
pour le traitement des perturbations cognitives associées a la MA (Ahmed et al., 2003). Et
finalement, un antagoniste des récepteurs 5-HTs développé par Wyeth, le SAM-315 est en
cours de développement en phase 1 d'essais cliniques pour le traitement de la MA. On peut
noter que Memory Pharmaceuticals poursuit ses recherches précliniques sur un antagoniste
des récepteurs 5-HT¢ indiqué dans le traitement des différentes pathologies que nous venons

de passer en revue.

L'activité¢ de recherche et de développement de ligands des récepteurs 5-HTs pour la
thérapeutique de la MA notamment, rend indispensable de disposer de traceurs sélectifs
utilisables en imagerie TEP in vivo chez 1'homme. Récemment, une équipe d'une firme

pharmaceutique a rapporté le radiomarquage au carbone 11 d'un antagoniste des récepteurs 5-
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HT; ainsi que son évaluation en imagerie TEP préclinique chez le porc (Huiban et al., 2006;
Martarello et al., 2005). Son évaluation chez I'homme a été rapportée il y a quelques mois
mais du fait de son absence de spécificité entre les récepteurs 5-HT; et les récepteurs 5-HTg

(Martarello et al., 2008), ce radiotraceur a été abandonné.

B. Objectifs

Mes travaux de thése sur la thématique des récepteurs 5-HTg s'inscrivent dans le cadre
de I'évaluation biologique chez le rat de nouvelles molécules potentiellement traceuses des
récepteurs 5-HTs. Dans cette optique, 1'équipe de Zhou et al. (2005) avait caractérisé in vitro
une nouvelle série de molécules sélectives pour les récepteurs 5-HTg, les 4-(2-aminoéthoxy)-

N-(phénylsulfonyl)indoles (Fig. 32).

/—/06\ N

'R’RN 0=S-ph

Figure 32. Structure de base de la série des molécules sélectives pour les récepteurs 5-HTs,
les 4-(2-aminoéthoxy)-N-(phénylsulfonyl)indoles. Pour la molécule précurseur sélectionnée,
R' = H, R* = Me avec une fixation sur le carbone 4 (d'aprés Zhou et al., 2005).

Le premier objectif, en collaboration étroite avec un laboratoire de chimie de
I'universtité Lyon 1 (Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires, UMR CNRS
5246), est de réussir le radiomarquage d'une molécule précurseur sélectionnée pour ses
caractéristiques in vitro envers les 5-HTg, avec une excellente affinité pour les récepteurs 5-
HTs (Kig.ure) = 1 £ 0,1 nM), et une tres bonne sélectivité vis-a-vis des récepteurs 5-HT7 (Kis.

HT7) = 2200 + 154 HM)

Le second, me concernant plus particulierement, consiste & mener les expériences de
validation biologique préclinique par imagerie isotopique, afin de proposer, a terme, un

radiotraceur 5-HTj transposable a 'homme.
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C. Matériels et Méthodes

1. Laradiosynthese du ['8F]12STos5

Le fluor 18 est produit grace au cyclotron par la réaction (p,n) sur une cible d'eau enrichie en
oxygene 18:

B0+ "p > 'on+ "F.

Le fluor 18 est obtenu sous sa forme fluorure ('*F") puis est concentré sur une cartouche
extraction en phase solide type QMA. Les radiosynthéses au fluor 18 sont effectuées a l'aide

d'un automate de fluoration type FDG (Coincidence™, Bioscan®, USA).

La synthése du précurseur a été effectuée par le Dr Sandrine Tang au laboratoire de
Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires, UMR CNRS 5246 (travaux de
theése). Le N-[2-(1H-Indol-4-yloxy)éthyl]-N,N-diméthylamine 1 (301 mg, 1,50 mM) dans du
THF (5 mL) et le chlorure de 4-nitrophénylsulfonyl 3 (327 mg, 1,50 mM) sont ajoutés dans
une solution de NaH (88 mg, 2,25 mM) dans du THF (20 mL). Aprés 16 h a température
ambiante, la solution est refroidie a 0°C, et de I'eau est ajoutée. Le mélange est séparé en
CH,Cl, et de I'eau. La phase aqueuse est extraite par CH,Cl,. La phase organique est séchée
sur MgSO, puis évaporée sous faible pression. Le résidu est purifié par chromatographie
"flash" avec CH,Cl,/MeOH: 95/5 comme ¢éluant, pour donner le N, N-Diméthyl-N-[2-(1-[(4-
nitrophényl)sulfonyl]-1H-indol-4-yloxyéthylamine (311 mg, 60%) sous forme solide (Fig.
33).

Chapitre 3 II. Les récepteurs 5-HTsetlaMA 93



OH |

H0NN\
—_——
DIAD PPh,
THF, TA
NaH
THF,
précurseur
O’\/IL\
\
\
QSOI
F

128T05 "froid"

Figure 33. Etapes de la synthése de la molécule précurseur et de la référence "froide"
128T05. 2, chlorure de 4-fluorophénylsulfonyl (travaux effectués par S.Tang).

Le fluor produit par le cyclotron réagit dans les réactions de radiosynthése en présence
d'un carbonate alcalin, souvent K,CO3. Le K'®F formé réagit avec 10 mg de précurseur dans

le DMSO (3mL) a 150°C pendant 10 minutes et en présence de Kryptofix 2.2.2 (Fig. 34).

~A ~A

K 18F | K[2.2.2]
N DMSO, 150°C, 10 min A\
N \ N
0, 0,
ON 18F
précurseur ['8F]12ST05

Figure 34. Radiosynthése du ['*F]128T05.
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Le mélange est ensuite purifié¢ sur cartouche d'extraction phase solide C18 retenant les
composés organiques puis par HPLC semi-préparative avec une colonne (Semiprep
Symmetry C18, 7um, 7,8 x 300 mm). Le mélange réactionnel est ensuite séparé par HPLC
préparative (C18 phase inverse) permettant la purification et 1'isolement de la molécule
radiomarquée. L'¢lution se fait dans un mélange THF/eau pH 5,0/MeOH : 4/9/1 avec un débit
de 2,5 mL.min™. Le temps de rétention du ['®F]12STO5 est de 13 minutes dans ces conditions.
La pureté de la fraction récupérée est ensuite vérifiée par HPLC analytique a détection UV a
barrette de diodes, couplé a un détecteur de radioactivité. Dans un mélange de solvants
THF/eau pH 5,0/MeOH : 4/15/6 et avec un débit de 0,8 mL.min™', I'analyse HPLC ne met en
évidence qu'un seul composé¢ présent dans la fraction, au temps de rétention correspondant au
composé fluoré froid. Le rendement radiochimique est de 32% corrigé de la décroissance, la
pureté radiochimique > 95% et l'activité spécifique du produit final comprise entre 85 et 120

GBq.pumol™ (EOS pour end of synthesis) (Fig. 35).
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Figure 35. (4) Chromatogramme (HPLC préparative) aprés radiosynthése du [**F]12ST05.
Absorbance UV a 254 nm en haut et radioactivité en bas. Les temps de rétention du
précurseur et du [ 18F1128T05 sont respectivement de 13 et 14 min. (B) Chromatogramme du
[*F]12ST05 avant son utilisation. Absorbance UV a 254 nm en haut et radioactivité en bas.
Le temps de rétention du ["*F]12ST05 est de 7 min (fléche noire). La pureté radiochimique >
98%.
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2. Les animaux

a. Lesrats

Des rats males adultes, de souche Sprague-Dawley (Charles River, France), pesant 250 + 100
g ont été utilisés dans toutes nos expériences. Ils sont hébergés dans des conditions
standardisées de température (22°C), d'humidité (50%) et de luminosité (lumiére artificielle
de 7h00 a 19h00), avec de la nourriture et de 1'eau ad libitum. Une phase d'acclimatation
minimale de 3 jours est observée entre le jour d'arrivée des animaux et le jour de

l'expérimentation.

b. Les chats

Les expérimentations en tomographie par émission de positons (TEP) sont réalisées sur des
chats (4 £ 0,5 kg) males (Iffa-Credo, Lyon, France) hébergés dans des conditions standards
(24°C et 50% d'humidité) avec un cycle jour/muit de 12/12h. Les expérimentations sont
conduites en accord avec le comité frangais d'éthique animale et avec les directives du conseil
de la communauté européenne (86/609/EEC). Par soucis éthiques, nous n'avons utilisés qu'un

seul chat pour I'évaluation biologique du ['*F]12ST05 (traceur des récepteurs 5-HTg).

¢c. L'anesthésie

Toutes les procédures expérimentales de longue durée (>2 heures) effectuées chez les rats
sont réalisées sous anesthésie a l'uréthane (Sigma-Aldrich, France). Cet anesthésique est
administré a une dose unique par voie intrapéritonéale et a raison de 1,7 gkg' de poids
corporel. Le choix de l'anesthésique est motivé par sa durée d'action (8-10h) et les dépressions
cardiaques et respiratoires minimales qu'il engendre. L'anesthésie provoquant une
hypothermie, le rat est placé sur un tapis chauffant thermostaté (CMA/Microdisquettes 150)

permettant son maintien a une température de 37 + 0,2°C.

L'anesthésie des chats est induite par insufflation d'un mélange d'air médical (1,5 - 2
L.min™) et d'isoflurane (AErane, Baxster, France) a 4% dans une boite hermétique. Elle est
ensuite maintenue par insufflation d'isoflurane (2,5%) sans intubation, et en respiration
spontannée pour toute la durée de I'examen TEP. L'animal anesthésié est placé sur un tapis

chauffant a circulation d'eau afin d'éviter tout risque d'hypothermie.
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d. La cathétérisation

L'administration des radiotraceurs TEP s'effectue uniquement par voie intraveineuse. Chaque
rat anesthésié subit une cathétérisation (cathéter et polyéthyléne, diametre = 0,58 mm, A-M
SYSTEMS, Inc®, USA) d'une veine caudale afin de permettre l'injection ultérieure du

radiotraceur.

Chez les chats, un cathéter stérile et apyrogene (Fresenius Vial, Bressin, France) est

inséré au niveau de la veine surale pour l'injection du radiotraceur.

3. Lipophilie in vitro et pénétration cérébrale ex vivo

La lipophilie (log P) est évaluée par le calcul du coefficient de partition dans un mélange n-
octanol et 50 mmol.L™! de tampon Tris-HCI (pH 7.4). Le log P correspond a la concentration

du ["®F]12STO05 dans le n-octanol par rapport a sa concentration dans le tampon.

Pour I'¢valuation du passage cérébral du ['*F]12STO05 ex vivo, deux séries de 4 rats
sont anesthésiés, cathétérisés puis euthanasiés par décapitation 5, 10, 20 et 60 min apres
I'injection en bolus de 55,5 MBq de ['*F]12ST05. Les cerveaux sont rapidement prélevés,
rincés avec de l'eau distillée puis passés au compteur-gamma (Cobra II; Packard, Meriden,

CT, USA) pour évaluation de la radioactivité qui a passé¢ la BHE.

4. L'autoradiographie

a. Principe général

L'autoradiographie est une technique se basant sur l'utilisation d'une molécule couplée a un
isotope radioactif (un radiotraceur), qui de part sa structure tridimensionnelle va se fixer a la
structure moléculaire d'intérét. Dans nos études, nous nous sommes intéressés a la détection
qualitative et/ou semi-quantitative de structures protéiques (récepteurs sérotoninergiques)

présentes sur des coupes de cerveau de rat.
Nous avons utilis¢ le phosphor-imageur (BAS 1800 II, Fujifilm). Le film ou écran

utilisé avec le phosphor-imageur est composé d'une fine couche de cristaux photostimulables

déposée sur un support en polyester. L'ensemble est recouvert d'une fine protection en
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plastique. Lorsque I'échantillon a analyser est mis au contact de cet écran, les particules
chargées ou les rayonnements ¢électromagnétiques peuvent déplacer les électrons de certains
cristaux vers un état transitionnel durable. Ces électrons, piégés de manicre prolongée entre
les bandes de valence et les bandes de conduction, sont dans une situation de "transition
interdite", créant ainsi une image latente d'électrons excités. L'énergie, ainsi stockée, va
pouvoir étre libérée par stimulation du phosphore avec un faisceau laser hélium-néon qui
provoque une émission de lumiere bleue. Cette luminescence est captée par un
photomultiplicateur et 1'image est constituée point par point par balayage de la plaque en
quelques minutes. La finesse du faisceau laser et son pas de déplacement par rapport au plan
des cristaux conditionnent la résolution finale de I'image (50 um). La surface des plaques est
de 20 x 25 cm” et elles sont réutilisables (régénération par une source secondaire de lumiére)

(voir Barthe 2007, pour revue).

b. L'autoradiographie in vitro chez le rat

Les rats sont euthanasiés par décapitation aprés une induction "flash" a l'isoflurane. Le
cerveau est prélevé, rincé dans du tampon TBS-HCI (pH 7,5) puis immergé dans une solution
d'isopentane (2-méthylbutane) refroidie a -30°C par I'ajout de carboglace. Les cerveaux sont,
soit conservés a -80°C, soit directement utilisés. Des coupes coronales de 30 pm de diametre
sont réalisées a l'aide d'un cryostat (Microm Microtech, France) a -20°C, dans les régions
d'intéréts (striatum, hippocampe, cervelet), avec 1'aide d'un atlas stéréotaxique du rat (Paxinos
et Watson, 1986), puis fixées par adhérence sur des lames de verres séches (Starfrost®). Les
lames sont ensuite conservées quelques jours a -80°C avant les expériences

d'autoradiographie.

Le jour ou la radiosynthése est programmée, les lames congelées au -80°C sont
placées a température ambiante durant 30 minutes minimum. Elles sont ensuite incubées
durant 20 minutes, a température ambiante, dans 50mM du tampon TBS-HCI pH 7,5 (138
mM NacCl, 2,7 mM KCI, Sigma-Aldrich, France) contenant 1 uCi.mL'1 du []BF]12ST05, [18F]-
F15599. La fixation non-spécifique est déterminée par 1'ajout de sérotonine en exces (10 uM)
dans le bain d'incubation. Les lames sont lavées 90 secondes dans 50 mM du tampon TBS-
HCI pH 7,5 a 4°C puis 90 secondes dans de 1'eau distillée a 4°C avant d'étre séchées par un
léger flux d'air ambiant. Les lames sont apposées contre les écrans ou films du phosphor-

imageur (BAS 1800 II, Fujifilm) pendant 60 minutes dans une cassette. Puis les images sont
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révélées en quelques minutes par le logiciel "Image Reader". Le logiciel d'analyse d'images
"Multigauge" permet une analyse semi-quantitative de la fixation du ['*F]12ST05 dans les
régions d'intéréts, manuellement tracées a l'aide d'un atlas stéréotaxique du cerveau du rat
(Paxinos et Watson, 1986). Le bruit de fond est soustrait a toutes les valeurs semi-
quantitatives obtenues. Les densités optiques obtenues, proportionnelles aux concentrations
radioactives, sont exprimées en psl.mm? ("photo-stimulated luminescence" par unité de

surface).

c. L'autoradiographie ex vivo chez le rat

Les rats sont anesthésiés intrapéritonéalement a l'uréthane (1,7 mg.kg") puis un cathéter est
introduit au niveau d'une veine latérale de la queue. Pour les expériences de compétition, les
antagonistes des récepteurs 5-HT¢ (SB-258585 (Tocris Biosciences, Royaume-Uni) ou Ro 04-
6790 (Sigma-Aldrich, Allemagne)), ou le 12ST05 "froid", sont injectés par voie intraveineuse
a une dose de 5 mg.kg”, 30 minutes avant I'injection en bolus de 55,5 MBq du ['*F]12ST05.
Les rats sont euthanasiés par décapitation 20 minutes aprés l'injection du radiotraceur. Le
cerveau est prélevé, rincé dans du tampon TBS-HCI (pH 7,5) puis immergé dans une solution
d'isopentane (2-méthylbutane) refroidie a -30°C par l'ajout de carboglace. Des coupes
coronales de 30 um sont réalisées au cryostat (Microm Microtech, France) a -20°C dans les
structures d'intéréts (striatum, hippocampe, cervelet) a l'aide d'un atlas stéréotaxique du
cerveau du rat (Paxinos et Watson, 1986), puis fixées par adhérence sur des lames de verres
seéches (Starfrost®). Les lames séchées a température ambiante suivent ensuite la méme
procédure que pour l'autoradiographie in vitro (60 min d'imprégnation d'écran, révélation puis

analyse informatique).

5. L'imagerie TEP chez le chat

Nous disposons au CERMEP d'une caméra Ecat Exact HR+ fabriquée par CTI (Knoxville,
Tennessee, USA) et commercialisée par Siemens. Cette caméra présente une résolution dans
le plan axial de 4,1 mm et une résolution transverse de 4,4 mm, ce qui permet de générer 63
coupes cérébrales conjointes d'une épaisseur de 2,46 mm. L'acquisition est réalisée en mode

tridimensionnel.
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Le chat anesthési¢ a l'isoflurane (2,5%) est placé en décubitus ventral sur le lit du
tomographe. Il est fixé dans un systeme de contention en plexiglas (Unimécanique, France)
permettant un positionnement stable et reproductible de la téte de 1'animal sous la caméra
clinique TEP. La téte de l'animal est maintenue au niveau des conduits auditifs, de l'aréte
orbitale et du maxillaire supérieur par l'intermédiaire de barres d'oreilles, et dune barre de
gueule. La température corporelle de I'animal est maintenue a 37°C par une couverture
chauffante a circulation d'eau (Hamilton Industries, Ohio, USA). Les rythmes cardiaques et
respiratoires sont controlés durant toute la durée de l'examen par un oxymeétre, compteur de
pouls et détecteur de gaz carbonique (Nonin 9847V, Nonin Medical Inc., Plymouth, USA).
Un scanner de transmission est réalis¢ pendant 10 min avec des sources lin¢aires de

germanium (*Ge) — gallium (**Ga).

Le ["®F]12ST05 est injecté en bolus de 74 MBq via la veine surale. L'activité
spécifique du radiotraceur se situe entre 85 et 120 GBq.pmol™ au moment de I'injection. La
quantité¢ de radioactivité est mesurée sur une série de 31 séquences ("frames") de durées
croissantes de 30 secondes a 10 minutes pour une durée totale de 90 minutes. Apres
l'acquisition, les images sont reconstruites selon le plan frontal. Les régions d'intéréts (ROI
pour "regions of interest" en anglais) sont tracées manuellement dans le striatum, le thalamus,
le cortex cingulaire, I'hippocampe et le cervelet avec l'aide de deux atlas stéréotaxiques du
cerveau du chat (Jasper et Ajmone-Marsan, 1954; Snider et Niemer, 1961). Les courbes

d'activités régionales sont exprimées en Becquerel par unité volumique (Bg.cm™).

D. Résultats

1. Syntheése chimique et radiomarquage

Les expériences de synthése du précurseur ont été réalisées par le Dr Sandrine Tang de

I'TCBMS (UMR CNRS 5246, Université Lyon 1) (cf Fig. 33, Matériels et Méthodes).

Le radiomarquage au fluor 18 du 12STO05, a partir de son précurseur nitro, a été réalisé
a 150°C par un automate de fluoration reprogrammé (utilis€¢ en routine pour la synthese de
["*F]FDG), en un temps de 50 min. Une HPLC préparative a permis une bonne séparation du

['®F]12ST05 de son précurseur nitro. Le rendement radiochimique était de 32% corrigé de la
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décroissance, la pureté radiochimique > 95% et l'activité spécifique du produit final comprise

entre 85 et 120 GBq. pmol'1 (EOS pour end of synthesis) (cf Fig. 34, Matériels et Méthodes).

2. Lipophilie in vitro et pénétration cérébrale in vivo

La lipophilie du ['*F]12ST05 a été déterminée in vitro par l'analyse du coefficient de partition
(Log P) dans un mélange octanol/eau, log P = 2,03 £ 0,03 (n = 5 expériences). Cette valeur a
été confirmée par le Log P calculé par logiciel informatique (Log P = 2,2 a pH 7,0; ACD/Labs
software, version 7.0). Les pourcentages de doses injectées au niveau cérébral 5, 10, 20 et 60
min aprés I'injection du ['*F]12ST05 ont été calculées & respectivement 0,21%, 0,28%, 0,44%
et 0,19%. Ainsi, le pic de fixation cérébral du ['*F]12STO5 se situe & environ 20 min post-
injection (Fig. 36).
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Figure 36. Cinétique radioactive cérébrale du [ 8E112ST05 étudiée chez le rat en ex vivo a 4
délais post-injection (5, 10, 20 et 60 min). On peut remarquer un bon passage cérébral avec
une cinétique d'entrée lente (pic a 20 min).
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3. Autoradiographies in vitro chez le rat

Les valeurs semi-quantitatives de fixation du ['®F]12STO5 in vitro ont été comparables entre
les régions riches (hippocampe, striatum) et les régions pauvres en récepteurs 5-HTg
(cervelet). D'autre part, ni l'incubation préalable de sérotonine, ni celle de 12STO0S5 froid en

excés, n'a modifié la fixation du ['*F]12ST05 (Fig. 37).
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Figure 37. Autoradiographies in vitro au ["*F]12ST05 effectuées sur des coupes
d'hippocampe et de cervelet de rat témoins (en haut). Les histogrammes représentent les
valeurs semi-quantitatives de la fixation du ["*F]12ST05 sur des coupes d'hippocampe et de
cervelet de rat témoins, préincubées avec de la sérotonine (10 uM), ou avec du 125T05 froid
en excés (en bas) (valeurs exprimées en psl.mm™).
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4. Autoradiographies ex vivo chez le rat

Les autoradiographies ex vivo réalisées chez des rats témoins, 20 min aprés l'injection du
['"®F]12ST05, ont confirmé le bon passage de la BHE et I'accumulation cérébrale. Les régions
riches en récepteurs 5-HT¢ (hippocampe, striatum) et les régions qui en sont peu pourvues
(cervelet), ont montré un marquage comparable au ['*F]12ST05. La préinjection de 12ST05
froid, 30 min avant l'injection du traceur radioactif, est parvenue a effacer la fixation du

["*F]12ST05 (-92%; p<0,5) dans toutes les régions analysées (Fig. 38).
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Figure 38. Autoradiographies ex vivo au ["*F]128T05 de coupes de striatum, d'hippocampe
et de cervelet de rats témoins (control) et de rats préinjectés avec du 12ST05 froid (5 mg.kg”
i.v.), 30 min avant l'injection du [*F]12ST05. Les histogrammes représentent les valeurs
semi-quantitatives correspondantes de la fixation du ["*F]12ST05 (psl.mm™).

La préinjection de SB258585, un antagoniste des récepteurs 5-HTs, a réduit la fixation du

['"®*F]12STO05 de 17% dans le striatum (p<0,5), 11% dans I'hippocampe (p<0,5) et 8% dans le
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cervelet (Fig. 39). Lorsque le Ro 04-6790, un autre antagoniste des récepteurs 5-HTs, a été
préinjecté, la fixation du ['*F]12ST05 a été augmentée de +46% dans le striatum, de +32%
dans I'hippocampe et de +33% dans le cervelet (p<0,5; n=2) (Fig. 39).

Striatum Hippocampe Cervelet
o . .

+ SB258585 i

+ Ro 04-6790

O cControl
O + sB258585

| -
150 - + Ro 04-6790

(21]
o
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1
H

Striatum Hippocampe Cervelet

Figure 39. Autoradiographies ex vivo au [*F]12S8T05 de coupes de striatum, d'hippocampe
et de cervelet de rats témoins ("control”), en comparaison de rats préinjectés avec du
SB258585 (5 mg.kg”' iv.), du Ro 04-6790 (5 mg.kg' iv.), 30 min avant l'injection du
[I°F]128T05 (55,5 MBq i.v.). Les histogrammes représentent les valeurs semi-quantitatives
correspondantes de la fixation du ["*F]12ST05 (psl.mm™).
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5. Imagerie TEP chez le chat

L'injection intraveineuse de ['"®F]12ST05 chez le chat conduit a son accumulation
intracérébrale dans les premieres 5-10 min. Les courbes de cinétiques radioactives régionales
ont montré une forte intensité de fixation du [*F]12ST05 dans le striatum, I'hippocampe, le
thalamus, le cortex cingulaire et le cervelet (Fig. 40). Les ratios entre la fixation des régions
riches en récepteurs 5-HTs comme le striatum, I'hippocampe, et la fixation dans le cervelet
(région pauvre en 5-HTg), ont été respectivement calculés a 1,39 et 1,40, 10 min apres
l'injection du ['*F]12ST05. La région présentant la plus forte intensité de fixation, par rapport
au cervelet, a été¢ le thalamus, avec un ratio de 1,55 tout au long de 1'acquisition. L'élimination
du radiotraceur des différentes régions cérébrales est comparable, excepté pour le cortex

cingulaire, région la plus rapide a évacuer le radiotraceur (Fig. 41).

B

Figure 40. Images TEP de la fixation du ['*F]12ST05 dans le cerveau d'un chat, dans le plan
sagittal (4), coronal (B) et transversal (C). On peut noter un important marquage thalamique.
Str, striatum,; Thal, thalamus, Cg, cortex cingulaire; Hip, hippocame, Cer, cervelet.
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Figure 41. Cinétiques régionales radioactives du [F]12ST05 au niveau du cerveau d'un
chat suivant un examen TEP.

E. Discussion

Les récepteurs 5-HT¢ sont parmi les récepteurs sérotoninergiques les plus récemment
découverts (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993a). Un certain nombre de caractéristiques
ont focalisé notre attention sur ces récepteurs dans la MA.

(1) Leur localisation préférentiellement cérébrale (Ruat et al., 1993a) avec une
présence d'ARNm en forte densité dans les couches granulaires et pyramidales de
I'hippocampe (Ward et al., 1995) et protéique sur les dendrites des neurones de ces couches
hippocampiques (Gérard et al., 1997).

(i1) L'affinité des antipsychotiques atypiques et des antidépresseurs tricycliques pour
ces récepteurs 5-HTg a renforcé l'intérét d'étudier les ligands 5-HTs.

(iii)) Le fait que des antagonistes 5-HT¢ puissent augmenter la concentration
extracellulaire en acétylcholine (Reimer et al., 2003) et en glutamate (Dawson et al., 2001)
dans I'hippocampe et le cortex frontal de rat, a permis de proposer les propriétés procognitives
de ces molécules. En effet, il est reconnu que les systemes glutamatergiques et cholinergiques
participent au processus cognitifs et sont impliqués dans les perturbations mnésiques et la MA
(Bartus et al., 1982; Collindridge et al., 1983; Coyle et al., 1983; Greenamyre et Young,
1989). Plusieurs ¢tudes ont démontré que les antagonistes 5-HTs sont procognitifs chez le rat

(Meneses, 2001; Rogers et al., 1999, 2000; Woolley et al., 2001, 2003), posant les bases
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précliniques d'une recherche tournée vers la MA. Ainsi, l'activité de recherche autour des
ligands des récepteurs 5-HTs a renforcé l'intérét de disposer de traceurs sélectifs utilisables en

imagerie TEP in vivo chez I'homme.

L'objectif de mes travaux s'inscrivait dans le cadre de 1'évaluation biologique chez le
rat de nouvelles molécules potentiellement traceuses des récepteurs 5-HTs. Récemment, une
équipe a rapporté le radiomarquage au carbone 11 d'un antagoniste des récepteurs 5-HTs mais
son évaluation en imagerie TEP clinique chez I'homme a révélé un marquage non-spécifique
des récepteurs 5-HT, (Martarello et al., 2008). C'est dans ce contexte que nous nous sommes
intéressés a une étude de Zhou et al. (2005), qui avait caractérisé in vitro une nouvelle série de
molécules  sélectives pour les récepteurs 5-HTs, les  4-(2-aminoéthoxy)-N-
(phénylsulfonyl)indoles. Nous avons sélectionné une des structures proposées qui présentait
une forte affinité envers les récepteurs 5-HT¢ (K; = 1 nM) et une excellente sélectivité par
rapport aux récepteurs 5-HT; (>2000 fois). L'équipe de chimie avec laquelle nous avons
collaboré (Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires, UMR CNRS 5246) a
réussit la synthése du précurseur, avec quelques modifications chimiques en comparaison de
la structure initiale proposée par l'équipe de Zhou. En effet, un groupement NO, devait étre
ajouté pour permettre le radiomarquage au fluor 18. La fluoration a été réalisée par la
substitution nucléophile du groupement nitro par le fluor 18 avec l'aide d'un automate
Coincidence (GE Mx) reprogrammé, et a permis d'obtenir le ['*F]12ST05 dans des quantités

suffisantes pour les évaluations biologiques.

Bien que le calcul empirique de la lipophilie d'une molécule candidate ne soit pas
toujours prédictif de son passage de la BHE (Wilson et al., 2001), le calcul du log P du
['®F]12STO5 était encourageant (log P = 2,03 + 0,03; n = 5 expériences). Ce résultat in vitro
s'est révélé étre confirmé par la trés bonne pénétration cérébrale du ['*F]12STO05 constatée in

vivo, en comparaison de radiotraceurs bien validés (Waterhouse, 2003).

Par contre, les résultats obtenus par autoradiographie in vitro se sont révélés
décevants, démontrant que le ['*F]12ST05 ne présentait ni l'affinité, ni la sélectivité suffisante

pour les récepteurs 5-HTg.

Cependant, il est a noter que les expériences réalisées in vitro ne sont pas toujours

prédictives du comportement d'un radiotraceur in vivo. Ainsi, nous avons évalué les capacités
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du ["*F]12STO05 a imager les récepteurs 5-HT in vivo. Les autoradiographies ex vivo réalisées
chez le rat témoin, ont caractérisé la distribution cérébrale du ['*F]12ST05. Les structures
riches en 5-HTs, comme le striatum et I'hippocampe, ont bien fixé le ['*F]12ST05. Cependant,
le cervelet, structure dénuée de récepteurs 5-HTg, a montré une fixation semi-quantitative du
['"®F]12STO05 comparable. Ce résultat, obtenu in vivo, a confirmé la non-spécificité du
["®F]12ST05 pour les récepteurs 5-HTs. La préinjection de 12ST05 "froid" chez le rat a
supprimé la fixation du ['*F]12ST035, attestant d'une saturabilité de sa fixation. Nous avons
alors mené des expériences de compétition avec préinjection de différents antagonistes. La
préinjection du SB-258585 (Hirst et al., 2000; Roberts et al., 2002) a réduit légerement le
niveau de fixation du ['*F]12STO05 dans le striatum et I'hippocampe, laissant supposer une
fixation partielle aux récepteurs 5-HTs. Cependant, la fixation du ['®F]12ST05 dans le
cervelet a été réduite comparablement, démontrant que le ['*F]12ST05 fixe une structure
tridimensionnelle inconnue mais différente de celle des récepteurs 5-HTg. La préinjection du
Ro 04-6790, un antagoniste des récepteurs 5-HT connu pour sa bonne pénétration cérébrale
(Bos et al., 2001), a provoquée une augmentation de la fixation du ['"®F]12STO05 dans le
striatum, I'hippocampe et le cervelet. L'explication la plus probable est un effet positif du Ro

04-6790 sur le flux sanguin cérébral et sur la pénétration du ['*F]12STO05 in vivo.

Afin de déterminer si les médiocres caractéristiques de fixation du ['®F]12STO05 chez
le rat pouvaient étre similaires chez le chat, nous avons effectué un examen TEP chez un chat
anesthésié. Le cerveau du chat est d'une taille suffisante pour son analyse sous caméra TEP
clinique (Aznavour et al., 2006a). La pénétration cérébrale importante observée chez le chat a
confirmé les résultats obtenus en autoradiographies ex vivo chez le rat. D'autre part, le
thalamus, région peu pourvue en récepteurs 5-HTs, a montré une fixation du ["*F]12ST05 plus
importante que dans le striatum et I'hippocampe, durant les premiéres 10 min d'acquisition.
L'examen PET du chat au ['®*F]12ST05 a globalement montré une fixation homogéne élevée

du traceur dans le cerveau, confirmant son absence de spécificité pour les récepteurs 5-HTs.

Selon nous, deux hypothéses peuvent expliquer l'absence de fixation du ['*F]12ST05
aux récepteurs 5-HTg.

(1) 11 est probable que 1'ajout du fluor 18 durant I'é¢tape de radiomarquage ait diminué
significativement l'affinité du 12STO5 pour les récepteurs 5-HT¢ par modification de son
pharmacophore. Nous avons pu confirmer, a posteriori, cette hypothése en faisant évaluer,

par un organisme extérieur (Cerep France), 'affinité de la molécule fluorée (non-radioactive)
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de 12STO5 par des expériences de compétition avec le ["HJLSD (sur des récepteurs 5-HTj
exprimés sur des cellules ovariennes de hamster Chinois). Ces expériences ont révélé que
l'ajout d'un atome de fluor avait diminué I'affinité de notre molécule de 5 fois, passant de 4
nM a 20 nM. De la méme manicre, une étude a rapporté une diminution de l'affinité d'un
dérivé phénylsulfonylé pour les récepteurs 5-HTg apres fluoration de la molécule (Cole et al.,
2005c). Ces résultats mettent en évidence le fait qu'ajouter un atome de fluor durant le
radiomarquage peut avoir des conséquences sur la configuration électronique et donc l'affinité
d'un pharmacophore pour un type de récepteurs.

(2) La deuxiéme hypothese est venue de l'observation d'une saturabilité de la liaison
du ["®F]12STO5 lors de l'injection préalable du produit froid, témoignant d'une affinité pour
un site de liaison inconnu. Cette cible ne peut étre, ni les récepteurs 5-HT¢ (des antagonistes
n'ayant pas d'effet inhibiteur sur la fixation du ['®F]12ST05), ni tout autre récepteur
sérotoninergique (l'ajout préalable de sérotonine ne modifie pas la fixation du ['*F]12ST05).
De plus, I'examen TEP réalisé chez le chat anesthésié a montré que ce site de liaison inconnu
était fortement présent dans le thalamus. Des expériences de calcul de la droite de Scatchard
pourraient nous donner des informations sur la nature (site unique ou non) et la densité de ce

site de liaison.

F. Conclusion

Nous avons pu réaliser le radiomarquage d'une molécule antagoniste des récepteurs 5-
HTe, le ['®F]12ST05. Cependant, les expériences de validation biologique réalisées chez
différentes espéces, en in vitro et en in vivo, ont démontré l'incapacité du ['*F]12ST05 a se
fixer spécifiquement sur les récepteurs 5-HTs. Le développement de radiotaceurs des
récepteurs 5-HTg reste un objectif majeur, qui apporterait un outil supplémentaire pour
I'exploration des fonctions sérotoninergiques cérébrales in vivo, et trouverait de multiples
applications thérapeutiques potentielles, notamment dans I'amélioration des troubles cognitifs

et la MA.

Ce travail a fait l'objet d'une publication: "Tang S* Verdurand M*, Joseph B, Lemoine L,
Daoust A, Billard T, Fournet G, Le Bars D, Zimmer L (2007). Synthesis and biological
evaluation in rat and cat of ["*F]128T05 as a potential 5-HT; PET radioligand. Nucl Med

Biol 34:995-1002". *contribution équivalente a cet article.
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IT1. Les récepteurs 5-HT;a et la MA

A. Contexte

1. La distribution des récepteurs 5-HTia

L’analyse précise de la distribution régionale et cellulaire des récepteurs 5-HT;o a été
dépendante des méthodes neuroanatomiques disponibles durant ces derniéres décennies. La
mise en évidence en 1982 du 8-OH-DPAT (8-hydroxyl-2-(di-N-propylamino)tetralin), un
agoniste des récepteurs 5-HT ;5 (Hjorth et al., 1982), consécutivement radiomarqué au tritium
(*H), a permis l'apport du premier outil permettant l'identification du récepteur 5-HTa
(Arvidsson et al., 1981; Gozlan et al., 1983). L'autoradiographie sur des coupes de tissus
utilisant une série de radioligands ayant la capacité de lier plus ou moins spécifiquement les
récepteurs 5-HT 4 s'est développée par la suite. On peut citer le ['H]8-OH-DPAT (Hoyer et
al., 1986; Vergé et al., 1986), la [’H]5-HT (Pazos and Palacios, 1985), I’[’H]ipsapirone
(Dompert et al., 1985), le [IZSI]p—MPPI (Kung et al., 1995) et le P"HJWAY 100635 (Khawaja,
1995). Ces ¢études ont toutes été effectuées chez le rat. Elles ont montré que les sites de
fixation des récepteurs 5-HT4 sont particulierement abondants dans le gyrus denté (DG pour
dentate gyrus) et la couche CA1 de la corne d’Ammon de I"hippocampe, le septum latéral, le
cortex entorhinal et le cortex frontal. Une expression significative, mais de moindre
importance, a également été rapportée dans certains noyaux thalamiques et hypothalamiques.
Par contre, les récepteurs 5-HT ;o ont rarement ét¢ détectés dans le striatum, la substance

noire, et le cervelet (voir Lanfumey et Hamon, 2000 pour revue).

L’immunohistochimie utilisant 1’anticorps spécifique anti-5-HT;s (anti-rat), obtenu
chez le lapin, a été utilisée pour détecter les sites de fixation des récepteurs 5-HT ) chez le rat
(El Mestikawi et al., 1990). Une forte densité de marquage a été retrouvée dans les aires
limbiques (le septum latéral, les aires CA1, le DG, le cortex frontal et entorhinal), le noyau du
raphé antérieur, et le noyau interpédonculaire, en accord avec les résultats obtenus au

préalable par autoradiographie (voir Lanfumey et Hamon, 2000, 2004 pour revue). Par contre,
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les aires extrapyramidales incluant le putamen, le globus pallidus, et la substance noire, ainsi

que le cervelet, ont montré une trés faible densité de marquage.

L’étude de la distribution des ARNm des récepteurs 5-HT ;5 par hybridation in situ
(HIS) a permis de montrer une distribution proche de celle mise en évidence par
l'autoradiographie (Miquel et al., 1991), suggérant que les récepteurs 5-HT;o ne sont pas
transportés loin de leurs sites de production et qu’ils sont destinés au compartiment somato-
dendritique du neurone (voir Lanfumey et Hamon, 2000 pour revue). Ainsi, globalement, la
distribution de la densité en protéines 5-HT;4 (immunohistochimie, autoradiographie) et en

ARNm 5-HT; 5 (HIS) est comparable (Kia et al., 1996a, b; Miquel et al., 1991).

Le double marquage immunohistochimique avec un anticorps anti-5-HT et l'anti-5-
HT;A au niveau des corps cellulaires et dendrites sérotoninergiques (NRD) a montré que
toutes les cellules marquées avec l'anti-5-HT) 4, le sont aussi avec l'anti-5-HT (Sotelo et al.,
1990). Ce résultat a démontré qu'au niveau du NRD, les récepteurs 5-HT 4 sont localisés sur
des neurones sérotoninergiques (autorécepteurs). D'autre part, une étude a montré que
l'injection d'une neurotoxine sérotoninergique (la 5,7 DHT ou 5,7 dihydroxytryptamine)
induit une disparition du marquage autoradiographique au [’H]8-OH-DPAT au niveau du
NRD (corps cellulaires et dendrites) mais aucune variation au niveau des aires de projection
(Verge et al., 1986). Ce résultat a permis de conclure que les récepteurs 5-HT o localisés dans
les aires de projections sérotoninergiques, sont situés sur des neurones non-sérotoninergiques
(hétérorécepteurs). Plus récemment, la distribution cellulaire et subcellulaire des récepteurs 5-
HT;s dans le noyau du raphé dorsal et la formation hippocampique a été étudiée par
immunohistochimie combinée a la microscopie électronique (Riad et al., 2000, 2001). Dans le
noyau du raphé dorsal, I’immunoréactivité des récepteurs 5-HT;, est observée uniquement
sur les corps cellulaires et les dendrites, en particulier le long des portions extra-synaptiques
de la membrane plasmique. Dans la formation hippocampique, les somas et les dendrites des
cellules pyramidales et des cellules granulaires montrent une immunoréactivité aux récepteurs

5-HT .
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2. Les outils pharmacologiques pour é&tudier les
récepteurs 5-HT;a

Comme nous l'avons vu, les récepteurs 5-HT;n font partie du groupe des récepteurs
sérotoninergiques couplés a la protéine Gj,. Leur stimulation conduit a I'hyperpolarisation de
la membrane du neurone qui les porte, contribuant ainsi a réduire les chances de
déclenchement d'un potentiel d'action. Autrement dit, les récepteurs sérotoninergiques 5-HT A
participent principalement a l'inactivation du neurone qui les exprime. Ils possedent une forte
affinité pour la sérotonine (K; = 4,17 nmol.L™") (Van Wijngaarden et al., 1990). Cependant,
une particularité de ces récepteurs 5-HT;, doit étre relevée: les autorécepteurs et les
hétérorécepteurs 5-HT o présentent des différences d'action pharmacologique suite a la
fixation d'une méme molécule (voir Lanfumey et Hamon, 2000 pour revue). Cette propriété a
¢été initialement expliquée par une plus grande réserve de récepteurs dans les aires somato-
dendritiques par rapport aux régions post-synaptiques (Yocca et al., 1990). Ainsi, une méme
molécule ne produirait pas les mémes conséquences pharmacologiques au niveau des
hétérorécepteurs 5-HT4, en faible nombre par rapport aux autorécepteurs 5-HT ;. Une autre
hypothése, plus probable, impliquerait des différences dans les propriétés intrinséques des
récepteurs pré et post-synaptiques (de Montigny et Blier, 1992). Une différence de protéine G
(a4, 0 ) couplée au récepteur 5-HT 4 pourrait sous-tendre les différences de fonctionnalités
observées (Mannoury la Cour et al., 2006). Cette particularité fait que des molécules ont été
décrites comme des agonistes partiels, montrant une activit¢ d'agoniste au niveau des
autorécepteurs et d'antagoniste au niveau post-synaptique, comme le pindolol par exemple
(Sprouse et al., 2000). Le 8-OH-DPAT est lui considéré comme un agoniste total (Pineyro et
Blier, 1999). Le WAY-100635 a été le premier antagoniste pré et post-synaptique découvert
(Cliffe et al., 1993).

3. L'imagerie TEP des récepteurs 5-HT:a

Le développement de molécules synthétiques agonistes et antagonistes des récepteurs 5-HT 5
a alimenté le développement de 1'imagerie TEP ayant pour objectif la visualisation et 1'étude
de ces récepteurs in vivo (Cliffe, 2000; Passchier et Waarde, 2001; Pike et al., 2000, 2001). La
plupart des traceurs 5-HT;, appartiennent aux familles structurelles développées a partir du

WAY 100635 ou du 8-OH-DPAT (Kumar et al., 2007).
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A 1'heure actuelle, on ne dispose d'aucun radiotraceur agoniste des récepteurs 5S-HT 4
utilisable chez 1'humain in vivo. Plusieurs essais ont été réalisés mais sans résultats in vivo
(voir Kumar et Mann, 2007 pour revue). Assez récemment, le S14506, un agoniste hautement
sélectif des 5-HT)4, a été marqué au carbone 11 et au fluor 18 mais les évaluations in vivo
n'ont pas encore ¢té rapportées (Lu et al., 2006). Une série de molécules avec une structure
proche de celle du S14506 a été évaluée. Le [O-méthyl-''C]2-{4-[4-7-méthoxynaphthalén-
lyl)-pipérazin-1-yl]-butyl}-4-méthyl-2H-[1,2,4]triazine-3,5-dione (["'CIJMPT) a montré des
capacités prometteuses comme traceur agoniste des récepteurs 5-HT;4 (Kumar et al., 2000).
Bien qu'il ait montré une liaison spécifique aux régions connues pour étre riches en 5-HT)4,
une évacuation lente de ce traceur chez le babouin a rendu difficile sa quantification et la
caractérisation de ses propriétés de liaison (notamment la fraction libre dans le sang). Son
analogue 2-méthoxyphényl ([''CIMMP ou [''CJCUMI-101) a révélé de meilleures
caractéristiques de liaison que le [''C]JMPT chez le babouin (Kumar et al., 2007; Milak et al.
2008). En effet, son pourcentage de fraction libre dans le sang (babouin) a été mesuré a 59 +
6% et ses métabolites radioactifs sont polaires (incapables de traverser la BHE). Des études
chez I'humain sont attendues. Plus récemment, notre équipe au CERMEP, en collaboration
avec les laboratoires Pierre Fabre, a réussit le radiomarquage au fluor 18 d'un agoniste des
récepteurs 5-HT 4 ayant démontré une trés bonne sélectivité in vitro (Maurel et al., 2007).
Nous avons entrepris la caractérisation biologique de ce radiotraceur, le ['*F]JF15599. La
distribution in vitro chez le rat et le chat a montré qu'il se fixait spécifiquement aux récepteurs
5-HT;a. La proportion de sa fixation représentait 10 - 40% du niveau de fixation du
['"®FIMPPF dans les mémes conditions, laissant supposer qu'il marque spécifiquement la
population couplée aux protéines G (Lemoine et al., 2008). Cependant, les expériences ex vivo
menées chez le rat (autoradiographie) et in vivo chez le chat (microPET), ont révélé
l'incapacité du ['*F]JF15599 & marquer les récepteurs 5-HT) 5. Nous avons vérifié I'absence de
métabolites radioactifs cérébraux et proposé qu'il existe des limites au suivi in vivo de

récepteurs par des traceurs agonistes (Lemoine et al., 2008; Lima et al., 1997).
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Figure 42. Structures chimiques des radioligands antagonistes des récepteurs 5-HT 4 les plus
utilisés en imagerie TEP clinique.

Actuellement, les traceurs 5-HT 5 utilisés avec succés en imagerie TEP sont tous des
antagonistes (Fig. 42). Le [O-méthyl-''CITWAY 100635 a initialement été identifié comme
traceur in vivo des 5-HT A chez le rongeur et le singe (Mathis et al., 1994), puis chez 'humain
(Pike et al., 1996). Cependant, la présence de métabolites du [O-méthyl-''C]WAY 100635
traversant la BHE a été révélée, perturbant l'interprétation du signal TEP (fixation spécifique
+ fixation non-spécifique). Le site du radiomarquage a été modifié en [carbonyl-
HCIWAY 100635, pour générer un traceur se dégradant en métabolites radioactifs polaires ne
traversant pas la BHE (Pike et al., 1996). Ce traceur a largement été utilisé¢ dans des études
physiopathologiques humaines (Cliffe et al., 1993), pour caractériser les modifications de
densité¢ de récepteurs dans différentes pathologies et conditions pharmacologiques. Il a
confirmé la localisation des récepteurs 5-HT;a principalement dans le systéme limbique (Pike
et al., 1996). Néanmoins, la haute affinité du [carbonyl-'""C]WAY-100635 pour les récepteurs
5-HTja, a empéché les études compétitives entre traceur et ligand endogéne (Hume et al.,
2001). C'est pourquoi l'intérét des radiochimistes s'est porté sur de nouveaux dérivés
présentant une bonne sélectivité, mais une affinité moyenne pour les récepteurs 5-HT 4. La
phényl-pipérazine iodée p-MPPI par exemple, a montré une affinité in vitro évaluée a 3,3 +

0,8 nM (Kj) chez le rat (Zhuang et al., 1994). Puis le p-MPPF qui s'est avéré étre un ligand
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tres sélectif des récepteurs 5-HT 5 pré et post-synaptiques (Thielen et Frazer, 1995). Son
traceur, marqué au tritium (PH]) a été évalué in vivo, révélant une affinité importante et
sélective envers les 5-HTa (constante de dissociation K4 = 3,4 £ 0,12 nM et B = 145
fmol.mg™ protéine sur homogénats membranaires d'hippocampe de rat) (Kung et al., 1996).
Ces résultats ont encouragé le marquage du MPPF par un isotope émetteur de positons, le
fluor 18 (Shiue et al., 1997). La procédure de radiomarquage, basée sur une substitution

ardmatique nucléophile du précurseur nitro, a été optimisée par Le Bars et al. (1998).

Une premicre caractérisation par autoradiographie ex vivo sur cerveau de rat a montré
une entrée rapide du ['"®)FIMPPF dans toutes les structures cérébrales, suivie d'une
décroissance rapide de la radioactivité. Les cinétiques de décroissance ont été variables selon
les structures, avec des vitesses plus élevées au niveau du striatum, du cervelet et dans les
régions corticales et plus lentes dans les régions reconnues riches en récepteur 5-HT, telles
que l'hippocampe (Plénevaux et al., 2000). Trente minutes apres l'injection du traceur, le
rapport d'activité entre hippocampe et cervelet a été calculé a cinq. La liaison carbone-fluor
s'est avérée Etre stable et la métabolisation par défluoration n'était pas la voie prioritaire. La
portion de ["*FJMPPF distribuée dans le cerveau représentait environ 0,05% de la dose
injectée. Les premiéres études autoradiographiques au ["H]MPPF ont montré un marquage du
cortex entorhinal, du septum latéral et du noyau du raphé dorsal (NRD). Cette distribution a
ét¢ confirmée par 1'étude Plénevaux et al. (2000) et coincidait avec les études
immunocytochimiques de Kia et al. (1996b). Ces premicres études ont donc confirmé la
sélectivité du ["*F]MPPF pour les récepteurs 5-HTs. Chez I'animal anesthésié (rat, singe), les
études microTEP au ['*F]MPPF ont confirmé le marquage sélectif de I'hippocampe et du
raph¢ dorsal (Plénevaux et al., 2000). Par la suite, les études précliniques de validation ont été
menées chez le chat et comparées avec les données d'autoradiographie in vitro au ["H]MPPF,
[’H]8-OH-DPAT et [*H]paroxetine (Aznavour et al., 2006a; Ginovart et al., 2000; Le Bars et
al., 1998). Elles ont confirmé la distribution spécifique du ["®FIMPPF dans les structures
riches en 5-HT;a (hippocampe, gyrus parahippocampique, septum latéral, cortex cingulaire et
noyau du raphé). Parall¢lement, elles se sont poursuivies afin d'évaluer en phase préclinique
la réversibilité de la fixation du ['*F]MPPF, et de quantifier les fixations non-spécifiques
(Aznavour et al., 2006a). L'affinité du ['"*F]MPPF pour les récepteurs 5-HT 5 (Kg=3,4+0,12
nM) proche de celle de la sérotonine (K; = 4,17 nM), a permis d'effectuer une série d'études
démontrant que la fixation du ['*FJMPPF est sensible aux variations de la sérotonine

endogéne (Rbah, Theése n°25-2006). Notre équipe a également test¢ les effets
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pharmacologiques d'antidépresseurs (Aznavour et al., 2006b). Une étude récente, visant a
évaluer le potentiel de liaison du ["*F]MPPF dans un modéle de dépression chez le primate
(Shively et al., 2006) a montré une réduction du BP dans 'amygdale, I'hippocampe, le cortex
cingulaire et le noyau du raphé. Aux doses d'injection pratiquées en TEP, les études de
toxicologie chez le rat ont permis d'¢liminer le risque d'effets néfastes chez I'homme. Les
premiéres études de biodistribution et de délimitation cérébrale du ["*FJMPPF ont donc pu
étre menées (Passchier et al., 2000; Passchier et van Waarde, 2001). Ces études ont montré
une distribution du traceur conforme a la distribution connue des 5-HT;a cérébraux chez
I'homme mesurée par autoradiographie (Hoyer et al., 1986). De plus, les cinétiques régionales
ont démontré une entrée et une sortie rapide du traceur dans le cervelet et le pons. En
revanche, dans les régions limbiques cibles (hippocampes, cortex cingulaire et entorhinal), la
sortie du traceur s'est révélée étre retardée, atteignant un pseudo-équilibre une vingtaine de

minutes apres l'injection du traceur (voir Aznavour et Zimmer, 2007, pour revue).

4. L'imagerie TEP des récepteurs 5-HT.a et de la MA

Nous avons vu dans la premiére partie, que la MA est déja bien évoluée avant qu'elle ne
devienne symptomatique, qu'elle n'atteigne le stade de démence ou qu'elle ne soit
diagnostiquée. D'autre part, il existerait un continuum de régression cognitive allant du sujet

sain, en passant par le MCI (Petersen et al., 1999) puis vers la MA (Fig. 43).
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Figure 43. Modélisation de la progression neuropathologique de la MA, en paralléle avec
son évolution clinique (d'aprés Furumoto et al., 2007).
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Le stade de trouble cognitif léger "mnésique" (aMCI), qui évolue préférentiellement vers la
MA, se caractérise part une perturbation des réseaux hippocampiques. D'autre part, I'évolution
précoce de la MA voit l'apparition de dégénérescences neurofibrillaires, accompagnées d'une
perte neuronale touchant le cortex entorhinal et 1'hippocampe (Braak et Braak, 1991;
Delacourte et al., 1999), et corrélés avec les symptomes cognitifs de la démence (Gomez-Isla
et al., 1997). Récemment, deux études en imagerie TEP clinique au ['"*FIMPPF (Kepe et al.,
2006; Truchot et al., 2007, 2008) ont montré une atteinte du systéme sérotoninergique chez
des patients neuro-psychologiquement diagnostiqués comme atteints de la MA,
comparativement a un groupe de témoins apparié¢ en age. Plus précisément, I'¢tude de Kepe et
al. (2006) s'est intéressée a trois groupes représentant une évolution vers la MA. Un groupe de
patients Alzheimer avérés (cliniquement, score MMSE = 18 + 6, radiologiquement et
biologiquement; n = 8), un groupe de patients MCI (score MMSE =272 £+ 1,5; n = 6) (Flicker
et al., 1991; Petersen et al., 1999, 2001; Smith et al., 1996), et un groupe de témoins (score
MMSE = 29,6 + 0,5; n = 5) appariés en age aux deux précédents. L'équipe de UCLA a
observé, sans surprise, une diminution progressive de la fixation hippocampique du
['"*F]MPPF & mesure que l'on étudie le cerveau des témoins vers celui les patients MCI puis
celui des patients Alzheimer avérés. L'interprétation proposée est la perte de neurones
pyramidaux hippocampiques portant ces récepteurs 5-HT) 4. La fixation du ['*F]MPPF serait
donc le reflet de la perte neuronale corrélée a l'atrophie hippocampique observée, phénomene

bien décrit dans la maladie d'Alzheimer (Baron et al., 2001).

L'équipe du CERMEP et des Drs Vighetto et Krolak-Salmon (Lyon) a débuté, a la
méme période, son étude clinique sur 10 patients Alzheimer (score MMSE = 24 + 3.8), 11
aMCI (score MMSE = 25,8 £ 3) et 21 sujets sains (score MMSE = 29,8 + 0,4)) avec une
analyse différente (Truchot et al., 2007). En effet, compte tenu de l'atrophie hippocampique
importante constatée dans la MA, 1'équipe lyonnaise a appliqué une correction de volume
partiel ("partial volume effect” correction)  la fixation hippocampique du ['*F]MPPF. Cette
correction de volume partiel a été démontrée nécessaire dans des cas de perte volumique
importante (Costes and Reilhac, 2006; Samuraki et al., 2006). De mani¢re remarquable, les
patients aMCI ont montré une fixation hippocampique du ['*F]MPPF accrue comparativement
au groupe de sujets sains alors que le groupe de patients Alzheimer a lui présenté une
diminution significative de la fixation du ['*F]JMPPF comparativement au groupe de sujets

sains (Fig. 44).
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Témoin aMClI Alzheimer

Figure 44. Images TEP, représentatives des groupes étudiés, obtenues aprés injection de
[*FIMPPF chez un sujet témoin (apparié en sexe et en dge), un sujet MCI et un patient
atteint de la maladie d’Alzheimer. Les fleches bleues indiquent |’augmentation significative
de la fixation du radiotraceur (d’apres Truchot et al., 2007).

L'interprétation proposée fut tout a fait différente de celle mise en avant par 1'équipe de
UCLA, puisque les valeurs de BPc ("binding potential" ou potentiel de liaison corrigé)
résultantes devenaient indépendantes de l'atrophie. Ils ont émis 1'hypothése que 1'augmentation
de la densité¢ de récepteurs 5-HT;5 au stade aMCI pourrait étre le reflet de mécanismes
compensatoires, précocement mis en jeu au cours de l'évolution de la MA et dépassés a un

stade plus avancé.

B. Objectifs

Compte tenu de la difficulté d'interprétation des résultats obtenus en clinique, mon
objectif est d'explorer la neurotransmission sérotoninergique par imagerie TEP préclinique au
['"*F]MPPF, dans un modéle d'injection de peptides amyloides chez le rat, afin d'évaluer sa

capacité a reproduire une augmentation transitoire de l'expression des récepteurs 5-HT 4.
Un second objectif, complémentaire, réside dans I'évaluation des conséquences de

l'injection de ces peptides sur la neuroanatomie au cours du temps, afin d'apporter des

¢léments de réponses aux mécanismes compensatoires pouvant étre stimulés.
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C. Matériels et Méthodes

1. Lesradiosyntheéses

Le fluor 18 est produit grace au cyclotron par la réaction (p,n) sur une cible d'eau enrichie en
oxygene 18:

B0+"'p> lon+ F
Le fluor 18 est obtenu sous sa forme fluorure ('*F") puis est concentré sur une cartouche
d'extraction en phase solide type QMA, ce qui permet, par ailleurs, de recycler I'eau enrichie

ayant servi a sa production. Les radiosyntheéses au fluor 18 sont effectuées a 1'aide d'un

automate de fluoration type FDG (Coincidence™, Bioscan®, USA).

a. Laradiosynthese du [*8SFIMPPF

7 7
@ N02 @ ‘|3F
\"/U [K222]+ 18F- \"/<)/

N
GO 0 DMSO 170°C j //\ 0

Précurseur MPPF ['8F]MPPF

Figure 45. Schéma de la réaction de radiosynthése du [ F]MPPF.

Le fluor est d'abord rendu anhydre avant la réaction de radiomarquage qui consiste en une
substitution nucléophile en présence d'un catalyseur, le Kryptofix 2.2.2, a 170°C dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) (Fig. 45) pendant 10 minutes (Le Bars et al., 1998). Une pré-
purification de ce produit sur colonne est réalisée afin d'éliminer les matiéres hydrophiles,
puis une chromatographie liquide haute performance (HPLC) est effectuée afin de purifier le
radiopharmaceutique. Le ['°F]MPPF est finalement collecté, conditionné en vue d'une
administration par injection et contrdlé pharmaceutiquement (HPLC avec détecteur UV et de
radioactivité). Le radiotraceur est ainsi obtenu avec de bons rendements (20-25% EOS), une
activité spécifique importante (>50 GBq.umol') ainsi qu'une excellente pureté chimique

(99%).
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b. Laradiosynthese du [18F]F15599

Attty T

Figure 46. Schéma de la réaction de radiosynthése du ["*F]F15599.

Le précurseur nitré du F15599 a été synthétisé par les laboratoires Pierre Fabre. Le
radiomarquage par substitution nucléophile au fluor 18 du précurseur, est réalisé par un
automate de synthése standard Coincidence reprogrammé (GE Mx). La réaction de
radiomarquage a lieue en présence d'un catalyseur, le Kryptofix 2.2.2, a 150°C dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) (Fig. 46). Une pré-purification de ce produit sur colonne est
réalisée afin d'éliminer les mati¢res hydrophiles, puis une chromatographie liquide haute
perfomance (HPLC) est effectuée afin de purifier le radiopharmaceutique. Le ["*F]F15599 est
finalement collecté, conditionné en vue d'une administration par injection et controlé
pharmaceutiquement (HPLC avec détecteur UV et de radioactivité). Le radiotraceur est ainsi
obtenu avec une activité spécifique importante (40 — 85 GBq.umol™) ainsi qu'une excellente

pureté chimique (>98%).

2. Les animaux

Des rats males adultes, de souche Sprague-Dawley (Charles River, France), pesant 250 + 100
g ont été utilisés dans toutes nos expériences. Ils sont hébergés dans des conditions
standardisées de température (22°C), d'humidité (50%) et de luminosité (lumiere artificielle
de 7h00 a 19h00), avec de la nourriture et de l'eau ad libitum. Une phase d'acclimatation
minimale de 3 jours est observée entre le jour d'arrivée des animaux et le jour de

l'expérimentation.

3. L'anesthésie

Les procédures expérimentales de relativement courte durée (<2 heures environ), effectuées

chez les rats, sont réalisées a 1'aide d'un mélange équivolumique de kétamine (kétamine 1000,

Chapitre 3 1ll.Les récepteurs 5-HTaetlaMA 121



Virbac, France) et de xylazine (Rompum 2%). Le mélange préparé extemporanément est
administré par voie intrapéritonéale a une dose de 50 mg.kg' de poids corporel pour la
kétamine et 10 mgkg' de poids corporel pour la xylazine. Le choix de cette méthode
d'anesthésie est motivé par la durée de 1'endormissement limité (45-60 min), la rapidité de la

récupération (35 min), la facilité d'utilisation et la tolérance chez I'animal.

4. Les modéeles animaux

a. La perfusion intrahippocampique de peptides AP (1-40)
ou (1-42)

¢ Lapréagrégation des peptides amyloides
Les peptides AP sont préparés a la concentration de 0,1 mg.mL™" dans du NaCl 0,9% pour la
forme AP (1-40) et dans de l'eau distillée pour la forme AP (1-42). Des aliquots de 100 pL

sont stockés a -80°C. Les peptides AP sont pré-agrégés par incubation de 3 jours minimum a

37°C avant leur utilisation (Wu et al., 2007).

¢  L'injection des peptides amyloides

Figure 47. Photographie d'un rat anesthésié, stéréotaxiquement implanté avec des pipettes en
verres reliées a un pousse-seringue et pouvant perfuser des peptides amyloides ou leur milieu
de dilution, dans le gyrus denté de I'hippocampe dorsal.
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Le rat anesthésié est placé en décubitus ventral sur la table de stéréotaxie (Stoelting, USA). 11
est immobilisé et calé grace a deux barres d'oreilles logées dans le méat auditif et a une barre
d'incisives permettant le maintien de la machoire. Une incision allant de la région frontale a la
région occipitale est réalisée, exposant les sutures coronales, sagittales et transversales. La
surface cranienne osseuse est soigneusement ruginée et asséchée, puis les points bregma et
lambda sont visualisés. Le trou de trépan, localisé selon les coordonnées stéréotaxiques a
partir du bregma, est effectu¢ a 1'aide d'une fraise de dentiste, sans endommager le cerveau.
Puis les méninges sont délicatement percées a l'aide d'une aiguille. Les coordonnées de
localisation des pipettes en verres étirées dans les régions d'intérét sont déterminées a partir de

l'atlas de Paxinos et Watson (1986) (Fig. 47).

Figure 48. Schéma d'implantation des pipettes de perfusion des peptides Af dans le gyrus
denté de l'hippocampe dorsal de rat.
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Les coordonnées d'implantation des pipettes dans le gyrus denté de I'hippocampe
dorsal sont: AP est de -3,2 mm, ML sont de + 1,2 mm et DV est de -3,6 mm (Stéphan et al.,
2001) (Fig. 48). Ces pipettes en verres sont reliées a un pousse-seringue (CMA/Microdialysis)
qui permet de délivrer les solutions de perfusion a un débit de 1 uL.min™', assez faible pour
limiter les dommages mécaniques portés au tissu cérébral. Le volume de solution injecté est
de 10 pL (soit 1 ng de peptides AB) sur une période de 10 min. Une pause de 2 min est
observée pour permettre au volume perfusé de stagner sur le site précis d'injection visé. Puis
les pipettes sont rehaussées dorsalement en 3 étapes d'un millimétre avec observation d'une
pause d'une minute entre chaque étape. Le rat est ensuite suturé a l'aide de fils de suture
stériles (Ethicon), le champ opératoire est désinfecté¢ (Bétadine dermique 0,1%) puis un

anesthésique local (lidocaine) est appliqué.

b. La perfusion intracérébroventriculaire (i.c.v.) de
peptides A (25-35)
Ce modéle d'injection i.c.v. de peptides AP (25-35) a été réalisé par le Dr Sandor Arancibia de
'Université de Montpellier 2 (INSERM U710 et EPHE).

¢  Lapréparation des peptides amyloides

Les peptides AP (25-35) et les peptides AP (25-35)scramble ('scramble” correspond a un ordre
mélangé des acides aminés) (Bachem, Germany), sont dissous dans de 1'eau distillée stérile (1
mg.mL™"). La préagrégation consiste en une incubation de 4 jours a 37°C (Maurice et al.,

1996).

¢  L'injection des peptides amyloides

La préparation du rat anesthésié sur 'appareil stéréotaxique est la méme que celle effectuée

pour le modele d'injection de peptides AP (1-40).

Les coordonnées d'implantation stéréotaxique dans les ventricules latéraux par rapport
au Bregma sont les suivantes: 0,8 mm selon I'axe AP, 1,5 mm selon I'axe ML et 3,8 mm selon
l'axe DV (Stepanichev et al., 2006). Le volume des peptides AP (25-35) agrégés injectés est
de 5 uL par ventricule latéral, & un débit de 1 uL.min™'. Il en est de méme pour les peptides
AP (25-35)scramble- Les rats sont bétadinés et suturés. Un délai de 30 jours est observé avant les

études autoradiographiques au [ *F]MPPF.
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c. L'injection d'une neurotoxine sérotoninergique (5,7
DHT)

¢ Lapréparation de la neurotoxine

La neurotoxine 5,7 dihyroxytryptamine (5,7 DHT) est préparée le jour méme de l'injection a
la concentration de 12,5 pg.mL™" dans du NaCl 0,9% avec 0,02% d'acide ascorbique. Le rat
est préalablement trait¢ avec de la désipramine, un inhibiteur sélectif de la recapture de
noradrénaline, a la dose de 10 mgkg™ intrapéritonéalement, 30 minutes minimum avant la

1ésion. Ce prétraitement permet de protéger les fibres noradrénergiques de la neurotoxine.

¢ L'injection de la neurotoxine

La préparation du rat anesthésié sur l'appareil stéréotaxique est la méme que celle effectuée

pour le mod¢le d'injection de peptides AP (1-40).

1]

Figure 49. Schéma représentant les pipettes d'injection de la neurotoxine implantées dans les
faisceaux d'innervation sérotoninergique de ['hippocampe dorsal du rat. CB: cingulum
bundle; FF: fimbria fornix; IFN: interfascicular nucleus; MRN: median raphe nucleus; DRN:
dorsal raphe nucleus;, MFB: medial forebrain bundle (d'apres Zhou et Azmitia, 1983).

Les coordonnées stéréotaxiques sont ciblées avec un angle de 75° par rapport a la

surface cranienne et sont les suivantes (Patel et al., 1996). La coordonnée AP est de -1,0 mm,
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les coordonnées ML sont de + 1,3 mm et celle DV de -2,4 mm pour le faisceau cingulaire (CB
pour "cingulate bundle") et -4,5 mm pour le fimbria fornix (FF) (Fig. 49). Les pipettes en
verre sont reli¢es & un pousse-seringue délivrant la neurotoxine a un débit de 0,1 pL.min™ sur
une durée de 4 min soit 0,4 pL (5 pg de neurotoxine) par structure visée. Une pause de 2
minutes est observée apres 1'injection sur chacun des sites, puis 1 minute par millimetre lors
de la rétraction des pipettes. Le rat est ensuite suturé puis traité avec un antiseptique local et

un anesthésique local (comme décrit précédemment).

d. Le traitement a la pCPA, inhibiteur de la synthése de
sérotonine

La pCPA ou 4-chloro-DL-phénylalanine éthylester hydrochloride (Sigma-Aldrich, France) est
un inhibiteur de la tryptophane hydroxylase, enzyme qui intervient dans la synthése de la
sérotonine. Le traitement consiste a injecter quotidiennement 300 mg.kg" (i.p.) de pCPA sur
une durée de 5 jours (Compan et al., 1998). Le rat est euthanasié au dernier jour du traitement,

2 heures au minimum apres la derniére injection.

5. L'imagerie microPET chez le rat

L'examen d'imagerie microPET a été réalisé avec la caméra "ClearPET LYSO/LuYAP
Phoswich scanner" (Raytest, Allemagne) en mode tridimensionnel d'acquisition. Le diamétre
de I'anneau est de 15 cm. La résolution spatiale est de 1,25 mm au centre du champ de vue, de
1,5 mm a 10 mm du centre, et de 2,0 mm au-dela. En position axiale, le maximum de

sensibilité est de 3,8%.

Le rat anesthésié a l'isoflurane (4% pendant 2 min puis 2%) est placé en décubitus
ventral sur le lit du tomographe. Un cathéter est inséré dans une veine latérale de la queue. Il
est fixé dans un systéme de contention (mousse + adhésif) permettant un positionnement
stable de la téte de I'animal sous la caméra microTEP. Un systéme de guidage laser permet de
centrer le cerveau du rat dans le champ de vue. Un scanner de transmission est réalisé¢ pendant
15 min avec des sources linéaires de germanium (®*Ge) tournant autour du cerveau du rat. Le
['"®F]MPPF est injecté en bolus de 9,7 — 16,2 MBq via la veine latérale de la queue et

I'acquisition dynamique dure 45 min.
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Les sinogrammes obtenus sont reconstruits de la maniére suivante: une image est
constituée toutes les 30 sec des 5 premiéres minutes (10 images), toutes les minutes de 5 a 10
min (soit 5 images), toutes les 2 min de 10 a 20 min (soit 5 images) puis toutes les 5 min de
20 a 45 min (soit 5 images). Au total, 25 images dynamiques sont reconstruites et analysées
avec le logiciel Amide (A Medical Imaging Data Examiner, licence gratuite). Les régions
d'intéréts (hippocampe dorsal et cervelet) sont tracées manuellement avec l'aide de l'atlas
stéréotaxique du rat (Paxinos et Watson, 1986). Aprés normalisation, les courbes d'activités

temporelles pour chaque région sont exprimées en MBq.cm™.

6. L'autoradiographie

a. L'autoradiographie in vitro

Lorsque les rats des différents modeles arrivent a leur "maturité", ils sont euthanasiés par
décapitation apres un "anesthésie-flash" a l'isoflurane. Le cerveau est prélevé, rincé dans du
tampon TBS-HCI (pH 7,5) puis immergé dans une solution d'isopentane (2-méthylbutane)
refroidie a -30°C par I'ajout de carboglace. Les cerveaux sont, soit conservés a -80°C, soit
directement utilisés. Des coupes coronales de 30 um de diamétre sont réalisées a l'aide d'un
cryostat (Microm Microtech, France) a -20°C, dans les régions d'intéréts avec 1'aide d'un atlas
stéréotaxique du rat (Paxinos et Watson, 1986), puis fixées par adhérence sur des lames de
verres séches (Starfrost®). Chaque lame comporte deux coupes du cerveau d'un rat traité (ou
injecté) et deux coupes, dans la méme structure cérébrale, du cerveau d'un rat témoin. Cette
disposition permet aux deux populations d'avoir les mémes conditions expérimentales, et
facilite la comparaison lors de I'analyse. Les lames sont ensuite conservées quelques jours a -
80°C avant les expériences d'autoradiographie. Le jour ou la radiosynthése est programmée,
les lames congelées au -80°C sont placées a température ambiante durant 30 minutes. Elles
sont ensuite incubées durant 20 minutes, a température ambiante, dans 50mM du tampon
TBS-HCI pH 7,5 (138 mM NacCl, 2,7 mM KClI, Sigma-Aldrich, France) contenant 1 pCi.mL'1
du radiotraceur fluoré ([lgF]MPPF ou [18F]F15599) ou durant 60 minutes dans du tampon
TBS-HCI pH 7,5 contenant 1 pCimL™' de [''CJPIB. La fixation non-spécifique des
radiotraceurs sérotoninergiques est déterminée par I'ajout de sérotonine en exces dans le bain
d'incubation (10 pM). Les lames sont lavées 90 secondes dans 50 mM du tampon TBS-HCl
pH 7,5 a 4°C puis 90 secondes dans de I'eau distillée a 4°C avant d'étre séchées par un léger

flux d'air ambiant. Les lames sont apposées contre les écrans ou films du phosphor-imageur
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(BAS 1800 II, Fujifilm) pendant 60 minutes dans une cassette. Puis les images sont révélées
en quelques minutes par le logiciel "Image Reader". Le logiciel d'analyse d'images
"Multigauge" permet une analyse semi-quantitative de la fixation de nos radiotraceurs, dans
les régions d'intéréts manuellement tracées a 'aide d'un atlas stéréotaxique du cerveau du rat
(Paxinos et Watson, 1986). Les densités optiques obtenues, proportionnelles aux
concentrations radioactives, sont exprimées en psl.mm™. Elles sont comparées entre les

coupes de cerveaux de rats traités et celles de rats témoins.

b. L'autoradiographie ex vivo

Notre planning est adapté de maniére a ce que les rats des différents modeles arrivent "a
échéance" le jour de la radiosynthése. Ils sont anesthésiés intrapéritonéalement a 1'uréthane
(1,7 mgkg") puis un cathéter est introduit au niveau d'une veine latérale de la queue.
L'injection en bolus de 55,5 MBq du radiotraceur est réalisée. Les rats sont euthanasiés par
décapitation 20 minutes apres l'injection du radiotraceur. Le cerveau est prélevé, rincé dans du
tampon TBS-HCI (pH 7,5) puis immergé dans une solution d'isopentane (2-méthylbutane)
refroidie a -30°C par I'ajout de carboglace. Des coupes coronales de 30 um sont réalisées au
cryostat (Microm Microtech, France) a -20°C dans les structures d'intéréts a l'aide d'un atlas
stéréotaxique du cerveau du rat (Paxinos et Watson, 1986) puis fixées par adhérence sur des
lames de verres séches (Starfrost®). Comme pour les expériences in vitro, chaque lame
comporte deux coupes du cerveau d'un rat traité et deux coupes du cerveau d'un rat témoin
dans la méme région cérébrale. Les lames séchées a température ambiante suivent ensuite la

procédure décrite pour l'autoradiographie in vitro.

7. Le dosage tissulaire de la sérotonine

Les rats des différents modeles arrivés "a échéance" sont euthanasiés par décapitation, leur
cerveau est prélevé puis placé dans du tampon TBS-HCI (pH 7,5) froid (4°C). Le cortex
cingulaire (Cing), I'hippocampe dorsal (Hipp Dors), I'hippocampe ventral (Hipp Ventr), le
noyau du raphé dorsal (NRD) et le cervelet (Cereb), sont disséqués manuellement dans du
tampon TBS-HCI (pH 7,5) froid (4°C), précisément pesés, puis congelés a -80°C avant leur
utilisation. Les échantillons tissulaires sont broyés, soniqués dans 5 uL (par mg de tissus)
d'acide perchlorique (0,4 mol.L™"), puis centrifugés a 5000 tr.min" pendant 10 min. Le

surnageant est neutralisé dans une solution d'acétate de potassium (1,5 pL. par mg de tissus)
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puis filtré (0,45 um) avant analyse par HPLC ("high performance liquid chromatography" en
anglais). Le systtme HPLC est composé d'une colonne chromatographique C-18 en phase
inverse (Lichrosorb, 5 pm, 250 x 4,6 mm) avec la phase mobile suivante: 0,005 M NaH,PO4
et 8% d'acétonitrile & un débit de 1 mL.min". Un détecteur de fluorescence Merck Lachrom
(280 nm excitation, 320 nm émission) est utilisé. Dans nos conditions expérimentales, le

temps de rétention de la sérotonine est de 5,7 min et la limite de détection d'environ 1 nM.

8. Laneuroanatomie

a. La perfusion

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital (50 mg.kg™ i.p.) et rapidement perfusés, par voie
intracardiaque, avec 200 mL d'une solution de NaCl 0,9% contenant 0,1% d'héparine (Choay,
France), puis avec 500mL d'une solution de paraformaldéhyde a 4% (Sigma-Aldrich, France)
dissous dans du tampon phosphate (PB) 0,1M, pH 7,4. Le cerveau est ensuite prélevé et post-
fix¢é une nuit a 4°C dans une solution de paraformaldéhyde a 4%, puis placé dans du PB 0,1M,
pH 7,4 contenant 30% de saccharose (Fuka, France) pendant 36 a 48 heures a 4°C, afin de
permettre la cryoprotection du tissu. Le cerveau est congelé dans une solution d'isopentane (2-
méthyl-butane 99%; Sigma-Aldrich, France) a -30°C pendant 10 minutes, puis conservé a -
20°C entour¢ de parafilm. Des coupes coronales de 30 um d'épaisseur sont réalisées a l'aide
d'un cryostat a -20°C. Les sections sont collectées dans du PB 10 mM, pH 7,4 contenant 0,9%
de NaCl (PBS) et 0,1% d'azide de sodium (Merck, France). Elles sont conservées a 4°C.

b. L'histochimie
¢ Lacoloration rouge neutre

Les coupes sont montées sur lames gélatinées et séchées a température ambiante pendant au
moins 30 minutes. Aprés un passage rapide dans de l'eau distillée, elles sont a nouveau
séchées a température ambiante pendant 30 minutes. Les lames sont plongées dans une
solution mére de rouge neutre a 1%, pH 4,8 (Merck, France) pendant 1 minute et 20 secondes.
L'excés de colorant est lavé par 2 bains d'une minute chacun dans de l'eau distillée. Les
coupes sont déshydratées par une succession de bains d'éthanol de concentrations croissantes
(75%, 95%, 95%, 100%, 100%) pendant une minute chacun. Un premier bain de

méthylcyclohéxane de 40 secondes, suivi par un bain d'une minute, permettent d'éliminer
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I'¢thanol et d'éclaircir les coupes. Les lames sont ensuite montées sous lamelles avec du

Depex (Gurr, UK) comme milieu de montage.

¢ Lacoloration rouge congo

Les coupes sont montées sur lames gélatinées et séchées a température ambiante pendant au
moins 30 minutes. Aprés un passage rapide dans de 1'eau distillée, elles sont de nouveau
laissées séchées a température ambiante pendant 30 minutes. Les lames sont plongées 1
minute 20 secondes dans une solution d'hématoxyline (Sigma-Aldrich, France). L'exces de
colorant est lavé par deux bains successifs d'eau distillée, d'une minute chacun. Les coupes
sont ensuite plongées dans une solution de chlorure de sodium (Congo red kit, Sigma-Aldrich,
France) pendant 20 minutes puis dans la solution de rouge congo (Congo red kit, Sigma-
Aldrich, France) pendant 20 minutes. Les coupes sont déshydratées par une succession de
bains d'éthanol de concentrations croissantes (70%, 80%, 90%, 100%) d'une minute chacun
puis plongées dans deux bains successifs de méthylcyclohéxane d'une minute. Les lames sont

montées sous lamelles avec du DPX (Fisher-Bioblock, France) comme milieu de montage.

c. L'immunohistochimie
¢  Le principe général

Le protocole que nous avons utilisé est basé sur l'utilisation d'anticorps primaires spécifiques
révélés par la méthode avidine-biotine (le systéme avidine-biotine est un systéme
d'amplification du signal permettant de détecter des quantités d'antigéne trop faibles pour étre
appréhendées par les systémes enzymatiques directs). Il est associé a la péroxydase du raifort
et a un substrat chromogene. Nous avons utilis¢ comme chromogene la 3-3'-diaminobenzidine
tétrahydrochloride (DAB) qui induit une coloration brune. La DAB peut étre associ¢e au
chlorure de nickel (NiCl,) pour induire une coloration bleue-noire. Nous avons privilégié
cette association plutdt que la méthode péroxydase anti-péroxydase car elle permet d'obtenir

une meilleure sensibilité ainsi qu'un bruit de fond moins important.

¢ Le marquage de la protéine gliale fibrillaire acide (ou GFAP
pour "glial fibrillar acidic protein")

Toutes les réactions suivantes ont été réalisées a température ambiante, sous agitation pour les
lavages et les incubations. Les coupes de cerveau subissent trois lavages de 10 minutes dans
du PBST (10mM PB, 0,9% NaCl, 0,3% Triton X 100). Elles sont incubées une nuit dans une
solution d'anticorps primaire dirigés contre la GFAP (rabbit polyclonal GFAP; Dako,
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Carpinteria, CA) dilué au 1/2000 dans du PBST contenant 1% de sérum albumine bovine
(BSA). Trois lavages de 10 minutes dans du PBST sont suivis par une incubation de 90
minutes dans une solution d'anticorps secondaire biotinylé anti-lapin (goat anti-rabbit biotin)
dilué au 1/1000 dans du PBST. Puis trois lavages des coupes dans du PBST sont réalisés. Une
incubation de 60 minutes est faite dans une solution d'avidine (A; 0,5%) et biotine (B; 0,5%)
conjuguée a une péroxydase (Elite ABC Kit, Laboratoires Vector) dans du PBST. Enfin, trois
lavages dans du PBST sont effectués. La révélation est obtenue par une incubation des coupes
pendant 4-5 minutes dans un tampon Tris-HCl (50mM, pH 7,4) contenant 0,003% de
péroxyde d'hydrogéne, 0,02% de DAB et 0,08% de chlorure de nickel. Deux lavages de 5 min
dans du PBST sont réalisés. Les coupes sont ensuite montées sur des lames gélatinées et
laissées séchées a température ambiante pendant au moins 30 minutes. Elles sont montées

sous lamelles avec du Depex (Gurr, UK) comme milieu de montage.

¢ Le marquage de la sérotonine

Le protocole de marquage a la sérotonine est identique a celui du marquage a la GFAP
excepté pour les étapes suivantes. L'anticorps primaire de souris dirigé contre la sérotonine
(gracieusement donné par Yves Charnay) est dilué au 1/200000 dans du PBST contenant 1%
de BSA. L'anticorps secondaire biotinylé anti-souris est dilué au 1/1000 dans du PBST. La

révélation est obtenue en 3 minutes environ.

d. L'hybridation in situ
¢  Le principe général

Cette technique permet de visualiser, sur une coupe histologique, les cellules dans lesquelles
s'expriment un certain type d'’ARN messager (ARNm). Elle est basée sur la production de
sonde d'ARN antisens marquée, pouvant s’hybrider sur les ARNm issus de la transcription

d'un geéne connu. La sonde, hybridée aux ARNm, peut étre révélée chimiquement.

¢ Le marquage de 'ARNm du transporteur du glutamate de
type 1 (VGLUTY)

Pour réaliser ce marquage, les coupes sont prélevées de manicre stérile et stockées a -20°C
dans un milieu cryoprotecteur. Les coupes sont lavées 3 fois 10 minutes dans du tampon 2
SSC contenant 2 pL. d'un inhibiteur des RNAse, puis incubées une nuit a 65°C dans du
tampon d'hybridation contenant 0,25 pg.mL" de sonde VGLUT! marquée a la dioxygénine.

Les coupes sont hybridées dans des plaques Nunc stériles placées dans une chambre humide
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sous agitation. Deux lavages a 65°C pendant 20 minutes dans du 2SCC avec 50% formamide
sont réalisés. Les coupes sont incubées 15 minutes a 37°C dans une solution contenant 10
pg.mL™" de RNAse A dans du tampon Tris 10 mM pH 7,4 avec | mM d'EDTA et 500 mM de
NaCl. Trois lavages de 10 minutes a température ambiante sous agitation sont effectués dans
du PBST. Les coupes sont incubées une nuit a température ambiante avec l'anticorps de
mouton anti-dioxygénine marqué a la phosphatase alcaline et dilué au 1/2000 (Roche-
Bohringer). Deux lavages de 10 minutes dans du PBST sous agitation et a température
ambiante sont réalisés. Apres un passage dans le tampon de révélation (Tris HCl 100 mM pH
9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM), la révélation est réalisée, a I'abri de la lumiére a 37°C,
dans du tampon de révélation contenant 20 uL. de NBT/BCPIP (Roche). Les coupes sont
ensuite lavées 10 minutes dans du tampon de révélation puis 3 fois 10 minutes dans un grand
volume de PBST a température ambiante. Le montage des coupes se fait sur des lames
gélatinées laissées séchées 30 minutes a température ambiante. Elles sont ensuite passées dans
de I'eau distillée puis a nouveau séchées a température ambiante. Aprés un court passage dans
du méthylcyclohéxane, les coupes sont montées sous lamelles avec du Vectamount (AbClys,

France) comme milieu de montage pour l'observation au microscope.

Chapitre 3 Ill.Les récepteurs 5-HTiaetlaMA 132



D. Résultats

1. Le modele d'injection intrahippocampique de
peptides AP (1-40)
a. Délai post-injection = 7 jours
¢ Lavalidation du modele

L'injection intrahippocampique des peptides AP (1-40) cible le gyrus denté¢ (DG)
bilatéralement. Une agrégation de peptides amyloides est mise en évidence par marquage au

rouge congo, 7 jours apres l'injection des peptides (Fig. 50). On peut noter qu'elle est

¢galement visible sur une coupe adjacente, par marquage autoradiographique in vitro au

[''CIPIB (Fig. 50).

Hippocampe Dorsal

/ \
I~ ~ /
s ~

/s ™,

[11C]PIB

Figure 50. Schéma représentant les sous régions de ['hippocampe dorsal de rat injectés avec
les peptides AP (1-40) agrégés. Nous controlons la présence de peptides AP (1-40) agrégés au
niveau de la couche granulaire du gyrus denté par marquage histologique au rouge congo
(fléche en bas a gauche) et par autoradiographie in vitro au ['CJPIB (fléche en bas a
droite). Les différentes couches de l'hippocampe dorsal sont représentées. les cornes d'Amon
1, 2 et 3 (CAIL 2, 3) et le gyrus denté (DG) (en haut).
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¢ L'imagerie microTEP

Les examens microTEP ont été réalisés 7 jours apres l'injection intrahippocampique de
peptides AP (1-40) pré-agrégés (n = 4 rats injectés avec les peptides AP (1-40); n = 4 rats
injectés avec le milieu de dilution seulement). Aprés l'injection intraveineuse du [ *F]MPPF,
on observe un pic de radioactivité au niveau cérébral dans les premiéres minutes, rapidement
suivi par une évacuation du traceur a des vitesses variables suivant la région analysée (Fig.
51). Les courbes de cinétique radioactive au niveau de I'hippocampe des rats injectés avec les
peptides AP (1-40) atteignent un pic (1,54 + 0,07 MBq.cm™), 5 min aprés l'injection du
traceur. Au niveau de 1'hippocampe des rats injectés avec le milieu de dilution, ce pic est
observé 3 min aprés l'injection du traceur (1,53 + 0,04 MBg.cm™). Les courbes cinétiques au
niveau du cervelet sont trés comparables entre les deux groupes de rats, avec un pic de
radioactivité 1 min aprés l'injection du ['*FIMPPF suivi par une diminution trés rapide pour
rejoindre un niveau de base. Au niveau de I'hippocampe dorsal, aucune différence
significative de la fixation du ['*FJMPPF n'est observée entre des rats injectés avec les

peptides AP (1-40) préagrégés et les rats injectés avec le milieu de dilution (Fig. 51).

Chapitre 3 1ll.Les récepteurs 5-HTiaetlaMA 134



Hippocampe Dorsal

AB (1-40) milieu dilution
+

2,0 —@— Hipp Dors/AB (1-40)
——— Cervelet/AB (1-40)
1.5 1 —O— Hipp Dors/milieu dilution

_____ Cervelet/milieu dilution

-
o

Radioactivité ['®F]MPPF (MBg/cm?)
o
e

0 10 20 30 40 50

Temps (min)

Figure 51. Images microTEP au ["*FJMPPF au niveau de ['hippocampe dorsal de rats
injectés avec des peptides AP (1-40) (n = 4; en haut a gauche) ou avec du milieu de dilution
(n = 4; en haut a droite). Courbes cinétiques de radioactivité du [ SFIMPPF (exprimées en
MBg.cm™) au niveau de I'hippocampe dorsal (Hipp Dors) et du cervelet dans les deux
groupes de rats (courbes en bas).
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. L'autoradiographie in vitro au [8F]MPPF

Le niveau de fixation du ['"*F]MPPF in vitro au niveau de I'hippocampe dorsal, 7 jours aprés
l'injection intracérébrale des peptides AP (1-40) est significativement supérieur (+22,3%;
p<0,05) a celui de I'hippocampe dorsal de rats injectés avec le milieu de dilution seulement
(532 + 51 psl.mm™ (n = 8) versus 435 + 44 psl.mm™ (n = 8)). Au niveau du DG, la différence
est encore plus marquée et atteint +41,5% (p<0,05), avec une fixation du ['*FJMPPF de 668 +
78 psl.mm™ chez les rats injectés avec les peptides (n = 8) et de 472 + 85 psl.mm™ chez les
rats injectés avec le milieu de dilution seulement (n = 8) (Fig. 52; les valeurs pour les autres

régions de I'hippocampe dorsal y sont également reportées).

¢ L'autoradiographie in vitro au [8F]F15599

Sept jours apres l'injection des peptides AP (1-40), les valeurs radioactives semi-quantitatives
de fixation du ['*F]F15599 in vitro au niveau du DG sont statistiquement comparables aux
valeurs de radioactivité semi-quantitatives observées dans le groupe de rats injectés avec le
milieu de dilution seulement (120 + 15 psl.Lmm™ (n = 4) versus 138 + 16 psl.mm? (n = 4))

(Fig. 52; les valeurs pour les autres régions de l'hippocampe dorsal y sont également

reportées).
['8SFIMPPF ['8F]F15599
DG AB (1-40) 668 + 78* 120 £ 15
milieu dilution 472 + 85 138 + 16
CA3 AB (1-40) 548 + 69 96 +12
milieu dilution 453 * 55 94 +12
CA2 AB (1-40) 156 + 41 29+8
milieu dilution 13525 298
CA1 AB (1-40) 442 + 70 849
milieu dilution 413 £ 61 86 +12

Figure 52. Valeurs radioactives semi-quantitatives de la fixation du [ SEIMPPF et du
[*F]F15599 au niveau des sous-régions de I'hippocampe dorsal, 7 jours aprés l'injection des
peptides amyloides AB (1-40) ou du milieu de dilution (valeurs exprimées en psl.mm™ + SEM;
* représente p<0,05 au test t de Student).
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¢  [8F]MPPF — [!8F]F15599

Les expériences d'autoradiogaphies in vitro ont toutes été menées dans les mémes conditions
expérimentales. Lorsque l'on soustrait les valeurs semi-quantitatives de radioactivité du
['"®F]F15599 (population de récepteurs 5-HT;5 couplés aux protéines G) a celles obtenues
avec le ["*F]MPPF (population "totale" de récepteurs 5-HT;4, couplés et non-couplés) au
niveau du gyrus denté de I'hippocampe dorsal, on obtient une approximation semi-quantitative
de la population des récepteurs 5-HTa non-couplés aux protéines G. Ainsi, dans le groupe de

rats injectés avec les peptides AP (1-40), cette estimation est de 548 + 46 psl.mm™

, soit
significativement plus élevée (+64,6%; p<0,05 au test t de Student) que dans le DG du groupe
de rats ayant subit une injection du milieu de dilution uniquement (333 + 50 psl.mm™) (Fig.

53).
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Figure 53. Autoradiographies in vitro au [*FIMPPF et [*FJF15599 au niveau de
l'hippocampe dorsal de rats injectés 7 jours plus tot, soit avec des peptides Ap (1-40), soit
avec le milieu de dilution (images en haut). Visuellement, on note un niveau d'intensité
radioactive moindre, dans les cerveaux marqués avec l'agoniste des récepteurs 5-HT4
(["*F]F15599 = population couplée aux prot G) par rapport a celle observée avec un traceur
antagoniste de ces récepteurs (["°FJMPPF = population "totale"). Les histogrammes (en bas)
représentent les différences d'intensité radioactive entre le [SFIMPPF et le ["*F]F15599 au
niveau des sous-régions de ['hippocampe dorsal de rats injectés avec les peptides amyloides
ou avec leur milieu de dilution. Ces différences reflétent la population de récepteurs 5-HT 4
non-couplés a leur prot G (* correspond a p<0,05 au test t de Student).
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. La neuroanatomie

Le marquage histologique au rouge neutre, mettant en évidence le cytoplasme de toutes les
cellules (neurones et cellules gliales), montre une réduction plus importante de 1'épaisseur de
la couche de cellules granulaires dans le gyrus denté de rats ayant été injectés avec les
peptides AP (1-40), que chez des rats n'ayant re¢u que le milieu de dilution (Fig. 54). De plus,
la présence de cellules de petites tailles peut étre distinguée au niveau de la couche granulaire

du gyrus denté des rats injectés avec les peptides AP (1-40).

Sur des coupes adjacentes, I'hybridation in situ ciblant 'ARNm du transporteur
glutamatergique de type 1 (VGLUT1) révele une perte évidente de neurones granulaires de la
couche du gyrus denté de rats injectés avec les peptides AP (1-40). Une absence de
neurotoxicité¢ glutamatergique est constatée chez les rats ayant recu le milieu de dilution

(Fig.54).

Le marquage immunohistochimique de la GFAP (pour "glial fibrillar acidic protein"
en anglais) montre la présence d'une réaction astrocytaire intense a l'intérieur de la couche du
gyrus denté et de sa proximité (CA3), chez des rats ayant été injectés avec les peptides AP (1-
40). Chez les rats injectés avec le milieu de dilution, une réaction astrocytaire est présente,
mais parait beaucoup moins prononcée. En effet, les prolongements astrocytaires sont moins

épais et les corps cellulaires des astrocytes moins volumineux (Fig. 54).
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Figure 54. Images du marquage cellulaire (rouge neutre, en haut), des transporteurs
glutamatergiques de type 1 (VGLUTI, hybridation in situ, au milieu) et de la réaction
astrocytaire (immunohistochimie de la GFAP, en bas), au niveau du site d'injection (gyrus
denté) des peptides AP (1-40) (a gauche) ou du milieu de dilution uniquement (a droite). Sur
une méme colonne, les coupes sont adjacentes. L'échelle micrométrique représente 200 um.
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Le marquage immunohistochimique de la sérotonine dans l'hippocampe dorsal est

identique entre des rats injectés avec les peptides AP (1-40) et ceux injectés avec le milieu de

dilution (Fig. 55).
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Figure 55. Exemples d'images du gyrus denté de rats marqués avec un anticorps dirigé
contre la sérotonine, 7 jours apres l'injection de peptides Af (1-40) (a gauche) ou l'injection
du milieu de dilution (a droite). L'échelle micrométrique représente 200 um (figures du haut)

ou 100 um (figures du bas).
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b. L'évaluation longitudinale (J3, J7, J14, J28)
¢ Le marquage longitudinal au rouge congo

Le marquage histologique au rouge congo révele une agrégation de peptides AP (1-40) a tous

les temps étudiés (3, 7, 14 et 28 jours post-injection) (Fig. 56).

J3 J7 J14 J28

Figure 56. Marquage au rouge congo au niveau du gyrus denté des rats injectés avec les
peptides AP (1-40) a 3, 7, 14 et 28 jours post-injection. Les fleches indiquent le site
d'agrégation peptidique.

¢ L'autoradiographie in vitro au [*8F]MPPF

La fixation du ["*F]MPPF dans I'hippocampe dorsal n'est significativement modifiée que 7
jours apres l'injection des peptides AP (1-40) en comparaison du groupe de rats injectés avec
le milieu de dilution. Dans 1'hippocampe dorsal, a 3, 14 et 28 jours apres l'injection des
peptides AP (1-40), les valeurs semi-quantitatives de fixation du ['*FJMPPF sont
respectivement de 456 + 48 psl.mm™ (n = 4), 534 + 54 psl.mm™ (n = 4), 411 + 41 psl.mm™ (n

2

=4), en comparaison du groupe de rats injecté avec le milieu de dilution (478 + 56 psl.mm™,

513 + 46 psl.mm™, 414 + 48 psl.mm™ ; n = 4), (Fig. 58).

¢  Le dosage de la sérotonine tissulaire

Les dosages longitudinaux dans 1'hippocampe dorsal révelent une augmentation significative
(+52,3%; p<0,05) de la concentration tissulaire en sérotonine, 14 apres l'injection des peptides
AP (1-40) (294 + 24 pmol.g” de tissu; n = 4) en comparaison des rats injectés avec le milieu
de dilution seulement (193 + 12 pmol.g” de tissu; n = 4). Les valeurs mesurées a 3, 7 et 28
jours sont respectivement de 207 + 56 pmol.g” de tissu, 375 + 60 pmol.g” de tissu, 427 + 60
pmol.g” de tissu chez les rats injectés avec les peptides A (1-40) et de 199 + 22 pmol.g™' de
tissu, 354 + 45 pmol.g™' de tissu, 348 + 145 pmol.g™" de tissu chez les rats injectés avec le

milieu de dilution (Fig. 58).
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¢ Le marquage longitudinal au rouge neutre

L'étendue de la perte neuronale, visible au niveau de la couche granulaire du gyrus denté¢ des
rats ayant été injectés avec les peptides AP (1-40), a été évaluée en trois dimensions. La
dimension "antéro-postérieure" correspond au nombre de coupes (30 pm d'épaisseur) ou 1'on
retrouve une perte neuronale. Les dimensions "médio-latérale" et "dorso-ventrale" sont dans
le plan de la coupe et sont évaluées par comparaison a 1'échelle micrométrique. L'évaluation
du volume de perte neuronale dans le gyrus denté montre une augmentation progressive au
cours du temps, a partir de 7 jours post-injection. La perte neuronale dans le gyrus denté n'est
pas discernable a 3 jours post-injection. A 7, 14 et 28 jours post-injection des peptides AP (1-
40), les volumes de perte neuronale dans le gyrus denté sont respectivement de 0,008 & 0,001
mm’, 0,014 + 0,002 mm® (+75%; n = 4) et 0,103 + 0,007 mm’ (+635%; n = 4) (Fig. 57 pour

les images et Fig. 58 pour les valeurs).
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Figure 57. Marquage au rouge neutre, au niveau du gyrus denté des rats injectés avec les
peptides AP (1-40) a 7 jours (A, A'), 14 jours (B, B') et 28 jours (C, C') post-injection. Les
échelles micrométriques représentent 200 um (4, B, C, C') ou 100 um (A', B'). Les zooms
optiques utilisés sont de x5 (C, C'), x10 (A, B) et x20 (A', B'). Les fleches en pointillés
indiquent l'étendue médio-latérale de la perte neuronale.
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¢  Résumé des effets longitudinaux

200- o AB (1-40)
o Milieu de
dilution

............. ;g

Radioactivité
['®FIMPPF
(% of control)

[5-HT] tissulaire
(% of control)

0 1 1 1 1
0,1-
Volume de
perte 0,05-
neuronale

(mm3 £ sem)

Jours post-injection

Figure 58. Effets longitudinaux des peptides A (1-40) sur la fixation du ["*F]JMPPF in vitro
(en haut), sur la concentration en sérotonine tissulaire (au milieu) et sur le volume de perte
neuronale dans la couche granulaire du DG, au niveau de ['hippocampe dorsal (en
comparaison du groupe de rat injectés avec le milieu de dilution des peptides seulement =
"pointillés").
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2. Les autres modeles d'injection intracérébrale de
peptides amyloides

a. L'injection intrahippocampique de peptides A (1-42)

Des rats ont été injectés avec des peptides AP (1-42) en suivant la méme procédure que pour
le modéle AP (1-40). La fixation du [*F]MPPF in vitro ne montre pas de différence
significative au niveau de I'hippocampe dorsal 7 jours aprés l'injection des peptides AP (1-42)
(501 + 51 psl.mm™; n = 4) en comparaison des rats injectés avec le milieu de dilution

2

seulement (534 £ 41 psl.mm™; n = 4). D'autre part, I'analyse des sous-régions de I'hippocampe

dorsal confirme l'absence de modification de la fixation du ['*F]MPPF (Fig. 59).
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Figure 59. Images autoradiographiques in vitro de la fixation du ["*FIMPPF au niveau de
l'hippocampe dorsal de rats injectés avec les peptides AP (1-42) sept jours auparavant (en
haut). Histogrammes représentant les valeurs semi-quantitatives de fixation du ["*F]MPPF
au niveau des sous-régions de l'hippocampe dorsal de rats injectés avec les peptides A (-
42) en comparaison de rats injectés avec le milieu de dilution.
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b. L'injection intracérébroventriculaire de peptides AP (25-
35)

La fixation du ['*F]MPPF dans I'hippocampe dorsal, 28 jours aprés l'injection i.c.v. de
peptides AP (25-35) n'est pas modifiée en comparaison de rats injectés avec les peptides AP

(25-35)scramble (497 £ 75 psl.mm™ (n = 5) versus 523 + 63 psl.mm™ (n = 5)) (Fig. 60).
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Figure 60. Images autoradiographiques in vitro de la fixation du ["*FIMPPF au niveau de
l'hippocampe dorsal de rats injectés (i.c.v.) avec des peptides Af (25-35) au avec la forme Af
(25-35)scrampie (en haut). Histogrammes représentant les valeurs de la fixation du [ a '|MPPF
au niveau de différentes régions cérébrales de rat injectés (i.c.v.) avec les peptides Ap (25-35)
ou leur forme "scramble" (en bas). NRD: noyau du raphé dorsal; Hipp Ventr: hippocampe
ventral; Hipp Dors. hippocampe dorsal; Cing: cortex cingulaire.
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c. L'injection unilatérale de peptides AP (1-40) dans le
striatum

L'injection unilatérale de peptides AP (1-40) dans le striatum de rats (n = 2), région présentant
une trés faible densité de récepteurs 5-HT 5, induit I'apparition d'un marquage [ *FJMPPF a 7

jours post-injection. Aucun changement n'est observé du coté controlatéral (Fig. 61).

d. L'injection unilatérale de peptides AP (1-40) dans le
cervelet

L'injection unilatérale de peptides AP (1-40) dans le cervelet de rat (injection controlatérale de
milieu de dilution), n'induit pas de variation de la fixation du ['"*F]JMPPF & 7 jours post-

injection. (n = 2) (Fig. 61).

milieu dilution | AR (1-40)
1

N
Striatum 1‘ y
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Figure 61. Images par autoradiographies in vitro de la fixation du [’ FIMPPF, 7 jours aprés
l'injection unilatérale de peptides Af (1-40) au niveau du striatum (en haut) ou du cervelet
(en bas). La fléche indique la présence d'un marquage au [*FJMPPF au niveau du site
d'injection des peptides, dans le striatum.
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3. Le modele de déplétion sérotoninergique

a. L'autoradiographie in vitro au [*8F|[MPPF

Les valeurs semi-quantitatives de fixation du ['*FJMPPF chez les rats traités pendant une
semaine a la pCPA (300 mg.kg™ i.p.) sont de 589 + 70 psl.mm™ dans le noyau du raphé¢ dorsal
(n=15),de 925 +91 psl.mm'2 dans I'hippocampe ventral (+16,9%; p<0,05; n=5), de 834 + 68
psl.mm™ dans I'hippocampe dorsal (+21,4%; p<0,05; n = 5) et de 304 + 40 psl.mm™ dans le
cortex cingulaire (+32,2%; p<0,05; n = 5). Les valeurs chez les rats témoins sont
respectivement de 584 + 66 psl.mm™ (NRD; n = 5), 791 + 73 psl.mm™ (Hipp Ventr; n = 5),
687 + 66 psl.mm™ (Hipp Dors; n = 5) et 230 + 31 psl.mm™ (Cing; n = 5) (Fig. 62).
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Figure 62. Images autoradiographiques de la fixation du ["*FJMPPF in vitro dans
I'hippocampe dorsal de rats traités a la pCPA (300 mg.kg” ip.; 5 jours) en comparaison de
rats temoins (en haut). Histogrammes correspondant aux valeurs semi-quantitatives de la
fixation du ["*F]JMPPF dans les différentes régions cérébrales (NRD: noyau du raphé dorsal;
Hipp Ventr: hippocampe ventral;, Hipp Dors: hippocampe dorsal; Cing: cortex cingulaire) de
rats traités par rapports aux rats témoins (* correspond a p<0,05 au test t de Student).
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b. Ledosage tissulaire de la sérotonine

Le traitement de 5 jours a la 4-chloro-DL-phénylalanine éthylester hydrochloride (ou pCPA)
(300 mg.kg" i.p.) provoque une diminution de la concentration en sérotonine tissulaire dans
toutes les structures étudiées. Ches les rats témoins, la concentration en sérotonine tissulaire
est de 2 + 0,7 nmol.g”' de noyau du raphé dorsal (NRD) (n = 5), 428 + 72 pmol.g’
d'hippocampe ventral (Hipp Ventr) (n = 5), 344 + 10 pmol.g” d'hippocampe dorsal (Hipp
Dors) (n = 5) et 289 + 77 pmol.g™' de cortex cingulaire (Cing) (n = 5). Chez les rats traités, la
concentration en sérotonine tissulaire est respectivement de 202 + 77 pmol.g” de NRD (-90%;
p<0,05; n = 5), 28 + 6 pmol.g”" d'Hipp Ventr (-93%; p<0,001; n = 5), 32 + 5 pmol.g”" d'Hipp
Dors (-90%; p<0,01; n=5) et de 21 + 4 pmol.g™' de Cing (-92%; p<0.,01; n = 5) (Fig. 63).
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Figure 63. Histogrammes représentant les concentrations en sérotonine tissulaires dans le
noyau du raphé dorsal (NRD), l'hippocampe ventral (Hipp Ventr), l'hippocampe dorsal (Hipp
Dors) et le cortex cingulaire (Cing) de rats traités a la pCPA (300 mg.kg” ip.; 5 jours) en
comparaison de rats témoins (* correspond a p<0,05, ** a p<0,01, *** a p<0,001, au test t
de Student).
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4. Le modele de dénervation sérotoninergique

a. L'autoradiographie in vitro au [*8F|[MPPF

Les valeurs semi-quantitatives de fixation du ['*F]MPPF chez les rats injectés avec la 5,7
DHT sont de 383 + 37 psl.mm™ dans le NRD (n = 5), de 535 = 54 psl.mm™ dans I'Hipp Ventr
(n = 5), de 527 + 43 psl.mrn'2 dans 1'Hipp Dors (+14,8%; p<0,05; n = 5) et de 217 £+ 26
psL.mm™ dans le Cing (n = 5) par rapport aux valeurs chez les rats témoins de 346 + 47
psL.mm™ dans le NRD (n = 5), 525 + 54 psl.mm™ dans I'Hipp Ventr (n = 5), 459 + 44 psl.mm’
? dans I'Hipp Dors (n=5) et 190 + 27 psl.mm'2 dans le Cing (n=5) (Fig 64).
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Figure 64. Images autoradiographiques de la fixation du ["*FJMPPF in vitro dans
I'hippocampe dorsal de rats injectés avec la 5,7 DHT dans le cingulum bundle (CB) et le
fimbria fornix (FF) en comparaison de rats témoins (en haut). Histogrammes correspondant
aux valeurs semi-quantitatives de fixation du [*F]JMPPF dans les différentes régions
cérébrales (NRD: noyau du raphé dorsal; Hipp Ventr: hippocampe ventral; Hipp Dors:
hippocampe dorsal; Cing: cortex cingulaire) de rats injectés par rapports aux rats témoins (*
correspond a p<0,05 au test t de Student).
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b. Ledosage tissulaire de la sérotonine

Quatorze jours apres injection de la 5,7 dihydroxytryptamine (5,7 DHT) dans le cingulum
bundle (CB) et le fimbria fornix (FF) de rats, la concentration en sérotonine tissulaire est de 2
+ 0,1 nmol.g”! de noyau du raphé dorsal (NRD) (n = 4), 245 + 10 pmol.g”" d'hippocampe
ventral (Hipp Ventr) (n = 4), 59 + 18 pmol.g”" d'hippocampe dorsal (Hipp Dors) (-90%;
p<0,05; n=4) et 66 + 27 pmol.g” de cortex cingulaire (Cing) (-77%; p<0,05; n = 4). Chez les
rats témoins, la concentration en sérotonine tissulaire est respectivement de 1,7 + 0,2 pmol.g™
de NRD (n = 4), 980 + 211 pmol.g™' d'Hipp Ventr (n = 4), 634 + 32 pmol.g” d'Hipp Dors (n =
5) et de 286 + 40 pmol.g™' de Cing (n = 4) (Fig. 65).
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Figure 65. Histogrammes représentant les concentrations en sérotonine tissulaire dans le
noyau du raphé dorsal, l'hippocampe ventral, I'hippocampe dorsal et le cortex cingulaire de
rats injectés avec la 5,7 DHT dans le cingulum bundle et le fimbria fornix par rapport aux
rats témoins (* correspond a p<0,05, ** a p<0,01, au test t de Student).
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E. Discussion

L'objectif principal de cette partie de mes travaux de these est d'explorer la neurotransmission
sérotoninergique par imagerie TEP préclinique au ['*F]JMPPF, dans un modéle d'injection de
peptides amyloides chez le rat, afin d'évaluer sa capacité a reproduire une augmentation
transitoire de l'expression des récepteurs 5-HT;a. Un objectif complémentaire réside dans
'évaluation des conséquences de l'injection de ces peptides sur la neuroanatomie au cours du
temps, afin d'apporter des ¢léments de réponses aux mécanismes compensatoires pouvant étre

stimulés.

1. Le choix du modéele d'injection intrahippocampique
de peptides amyloides chez le rat

Plusieurs raisons nous ont décidé a travailler sur un modele de rat avec injection de peptides
amyloides plutot que sur un modele de souris transgénique. (i) La taille plus importante du
cerveau de rat, compatible avec l'imagerie, (ii) les difficultés d'acces a des souris
transgéniques et, (iii) le temps nécessaire a la mise en place des lignées, ont été des
parameétres importants dans notre choix de modele. Il est certain que les modéles avec
administration exogeéne de peptides amyloides dans des cerveaux de rats sains, sont loin de
reproduire toute la complexité de la MA chez 'homme. Néanmoins, de nombreuses études
utilisant ces modeles ont rapporté une neurodégénérescence et une activation microgliale a
proximité du site de dépdt des peptides (constituant une caractéristique importante de la MA
chez I'homme) et que les modeles de souris transgéniques ont du mal a reproduire (voir
Stéphan et Phillips 2005, pour revue). Cette constatation suggere qu'il existe chez I'homme
des facteurs participant a une facilitation de la mort neuronale, ou que chez les mod¢les de
souris transgéniques, l'introduction de géne humain mutant (APP ou PS1) déclenche
I'apparition de facteurs compensatoires luttant contre la mort neuronale (voir Stéphan et
Phillips 2005, pour revue). Enfin, I'intérét de travailler sur l'injection exogene de peptides
amyloides dans le cerveau de rat réside dans la rapidité d'obtention d'effets spécifiques. Au
contraire, chez les souris transgéniques, il est nécessaire d'attendre plusieurs mois avant que

les souris agées expriment les caractéristiques pathophysiologiques de la MA.
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Plusieurs équipes ont étudi¢ les effets de l'injection intracérébrale ou intra-cérébro-
ventriculaire de peptides amyloides chez des rongeurs sains, en se basant sur 'hypothése de la
"cascade amyloide" (Hardy et Allsop, 1991; Tanzi et Bertram, 2005 pour revue). Une
multitude d'études a conduit a des résultats variés. Ceci n'est pas surprenant, au vu des
différences de longueur du peptide amyloide, de mode d'administration, de milieu de dilution,
de délai entre 'injection et les analyses, et de I'état d'agrégation des peptides au moment de
l'injection. La forme la plus soluble du peptide amyloide (AB (1-40)), en comparaison des
formes longues plus propices a former des fibrilles (AP (1-42) et (1-43)), s'est révélée étre
évacuée assez rapidement du cerveau par phagocytose, par activité protéasique (Frautschy et
al., 1992) ou par d'autres systémes de transport actif (voir Guenette 2003, pour revue).
Cependant, dans le cerveau de rat, il a été montré que les peptides AP (1-40) injectés sous une
forme soluble peuvent constituer des agrégats (rouge congo) alors que les AP (1-42) ne le
peuvent pas. Ce résultat a conduit Shin et al. (1997) a émettre I'hypothése que des facteurs
inhibant la constitution de fibrilles AP (1-42) a partir de la forme soluble, devaient exister
dans le cerveau des rats. De nombreuses ¢tudes ont montré que les peptides AP (1-40)
peuvent étre perfusés intracérébralement et y rester pendant plusieurs semaines s'ils sont
injectés sous une forme préagrégée (Giovanelli et al, 1995; Gonzalo-Ruiz et Sanz, 2002;
Gonzalo-Ruiz et al, 2003; Rosales-Corral et al, 2004; Stéphan et al, 2001, 2003, 2005; Wu et
al, 2007).

Un mode¢le récent d'injection de peptides AP (1-40) préagrégés a attiré notre attention
pour sa capacité a induire, en seulement une semaine, une mort neuronale dans la couche CA1l
de 1'hippocampe dorsal de rat (Wu et al., 2007). Nous avons choisi d'injecter des peptides AP
(1-40) préagrégés pour garantir leur présence au cours du temps. Nos résultats ont confirmé
qu'ils étaient présents de 3 a 28 jours aprés leur injection. Nous avons pens€¢ que cette
neurotoxicité hippocampique rapide, induite par l'injection des peptides amyloides chez le rat,
pourrait constituer un modele d'étude adapté et intéressant pour 1'imagerie isotopique. D'autre
part, le site d'injection des peptides, dans le gyrus denté de I'hippocampe dorsal, est I'une des
premiéres régions ou des plaques amyloides ont été décrites chez 'homme atteint de MA

(Duyckaerts et al., 1997).
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2. La microTEP ne détecte aucune modification de
l'expression des récepteurs 5-HTa in vivo

Nos résultats in vivo en microTEP ont montré que, 7 jours apres l'injection des peptides AP
(1-40), la fixation du ["*F]MPPF dans I'hippocampe dorsal de rat n'était pas modifiée. Nous
avons constaté la présence de peptides agrégés (marquage au rouge congo) ainsi qu'une mort
neuronale (marquage VGLUTI), au niveau du gyrus denté de l'hippocampe dorsal. Par
analogie aux études menées avec la caméra clinique chez 'homme, nous nous attendions a
observer, soit une augmentation de la fixation du ['*F]MPPF (Truchot et al., 2007) dans le cas
de la mise en place de mécanismes compensatoires suite a I'agression par des peptides AP (1-
40), soit une diminution de cette fixation (Truchot et al., 2007; Kepe et al., 2006; Lanctot et

al., 2007) imputable a la perte neuronale.

Nous expliquons I'absence de modification de la fixation du ['*F]MPPF par la faible
résolution spatiale de la microPET (1,5 & 2 mm), insuffisante pour appréhender les sous-
régions (gyrus denté) de 1'hippocampe dorsal affectées par l'injection focalisée des peptides
AP (1-40). Nos résultats histologiques vont en faveur de cette hypothése lorsqu'ils montrent
que 7 jours apres l'injection, la neurotoxicité des peptides AP (1-40) se limite a la proximité
du site d'injection, dans une petite partie du gyrus denté mesurant approximativement 300 um

de diametre. Ainsi, l'usage de la microTEP nous parait limité dans 1'exploration de ce modele.

3. La fixation du ['8F]MPPF in vitro est augmentée 7
jours apres l'injection des peptides A (1-40)

L'autoradiographie in vitro posséde une résolution spatiale de l'ordre de 50 pm (Barthe et al.,
2007) adaptée a l'analyse précise des conséquences de l'injection des peptides AP (1-40)
préagrégés. Sept jours aprés cette injection, nous avons montré que la fixation du ['*F]MPPF
est augmentée de 22,3% dans I'hippocampe dorsal par rapport au groupe de rats injectés avec
le milieu de dilution seulement. L'analyse des sous-régions de 1'hippocampe dorsal (CAl,
CA2, CA3 et DG), a permis d'accéder aux variations précises de la fixation du ['*F]MPPF. De
maniére intéressante, il est apparu que le gyrus denté, lieu de l'injection des peptides, est le
site démontrant la plus forte augmentation (+41,5%; p<0,05) de la fixation du ['"*F]MPPF en
comparaison des valeurs semi-quantitatives retrouvées dans le groupe de rat injectés avec le

milieu de dilution des peptides. Ainsi, des processus se mettant en place autour du site
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d'injection semblent majoritairement contribuer & la fixation du ["*F]MPPF au niveau de
I'hippocampe dorsal. Le mode¢le rat reproduit une surexpression transitoire des récepteurs 5-
HT;a, démontrant que les peptides amyloides peuvent avoir un effet sur I'expression de ce

type de récepteurs au niveau hippocampique.

4. L'augmentation de la fixation du [*SFJMPPF in vitro:
conséquence d'une diminution de la sérotonine
endogeéne ?

Selon la théorie classique de la compétition (Seeman et al., 1989), une diminution de la
concentration en sérotonine endogene, au niveau de la fente synaptique, rend accessible des
sites de fixation pour le ["*FIMPPF (Zimmer et al., 2003). Cependant, plusieurs faits vont a
I'encontre de cette théorie.

(1) Les expériences d'autoradiographies sont menées in vitro, c'est-a-dire dans des
conditions ou I'effet de la sérotonine endogéne est limité ou presque nul.

(i1) D'autre part, nous avons montré que le traitement a la pCPA de rats diminue la
concentration en sérotonine tissulaire dans toutes les régions cérébrales étudiées, du noyau
sérotoninergique (NRD) a ses projections (cortex cingulaire et hippocampes). Si la théorie de
la compétition s'appliquait, nous devrions observer une augmentation de la fixation du
["SFIMPPF in vitro, dans toutes les régions étudi¢es. Cependant, malgré la baisse de la
concentration tissulaire en sérotonine dans le NRD, la fixation du [lgF]MPPF reste inchangée.

(ii1) Enfin, les expériences de dosage de la sérotonine tissulaire dans 1'hippocampe
dorsal de rats injectés avec les peptides amyloides AP (1-40) une semaine auparavant, ont
démontré que la concentration en sé€rotonine n'est pas diminuée. Elle aurait méme tendance a

étre augmentee.

5. Les récepteurs 5-HT:a surexprimés ne sont pas
couplés aux protéines G

Le ['®F]JF15599 est une molécule agoniste des récepteurs 5-HT,s développée par les
laboratoires Pierre Fabre (Maurel et al., 2007), radiomarqué au fluor 18 avec succes dans
notre laboratoire et ayant démontré d'excellentes capacités de liaison aux récepteurs 5-HT 4,
couplés aux protéines G, in vitro (Lemoine et al., 2008). Il est important de noter que des

expériences sur membranes reconstituées ont permis de montrer que les récepteurs 5-HTa
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existent sous une forme a haute affinité (couplés aux protéines G) et une forme a basse
affinité (non couplés aux protéines G) (Clawges et al., 1997). Les antagonistes, comme le
['""FIMPPF, se fixent sur ces deux populations avec la méme affinité, sans pouvoir les
distinguer (Gozlan et al., 1995; Aznavour et Zimmer, 2007 pour revue). Au contraire, les
agonistes, comme le ['*F]F15599, se lient préférentiellement aux récepteurs a haute affinité
couplés aux protéines G, permettant par conséquent une mesure des récepteurs fonctionnels
(Watson et al., 2000). Les autoradiographies in vitro réalisées au ['"*F]F15599 dans
I'hippocampe dorsal (et le gyrus denté), n'ont pas montré de modifications du niveau de
fixation entre des rats injectés avec les peptides et des rats injectés avec le milieu de dilution.
Le niveau de couplage des récepteurs 5-HT; o aux protéines G ne semble donc pas étre affecté
par l'injection des peptides. Seul le ['*F]MPPF a été en mesure de détecter une augmentation
du niveau de liaison dans le gyrus denté. Ces résultats vont dans le sens d'une augmentation
de I'expression de récepteurs 5-HT ;4 non-couplés aux protéines G, 7 jours apres l'injection de

peptides AP (1-40).

Certaines approches thérapeutiques tentent d'intervenir pharmacologiquement sur les
récepteurs 5-HT ;4 dans la MA. En effet, des études ont montré que des antagonistes de ces
récepteurs présentent des propriétés procognitives (Bowen et al., 1994; Kowall et Beal, 1991).
La logique de cette approche s'appuie sur la capacité¢ des antagonistes 5-HT ;A a faciliter la
neurotransmission glutamatergique (Bliss et Collingridge, 1993; Bowen et al., 1994) et la
neurotransmission cholinergique (Madjid et al., 2006). Il est bien décrit que les récepteurs 5-
HT;a hyperpolarisent la membrane des neurones qui les portent, notamment les neurones
pyramidaux et granulaires de l'hippocampe. Ainsi, le blocage de ce type de récepteurs
augmente l'activité de ces neurones (voir Lanfumey et Hamon, 2000 pour revue). L'équipe de
Schechter et al. (2005) a développé un antagoniste des récepteurs 5-HT 5 ayant pour but
d'augmenter les capacités cognitives. Des résultats lors d'essais cliniques n'ont pas encore été
rapportés. Une autre approche thérapeutique a été proposée par 1'équipe de Sato et al., (2007),
selon 1'hypothése que des agonistes des récepteurs 5-HT s pourraient conduire a des effets
bénéfiques dans le traitement des symptdmes non-cognitifs associés a la MA et observés chez
20 a 80% des patients avec démence (Lawlor, 2004). La encore, des résultats convergents
sont attendus pour poursuivre la piste thérapeutique. Nos résultats, suggérant une
surexpression des récepteurs 5-HT 4, dans un état non-fonctionnel (non couplés aux protéines
G), pourraient étre défavorables a l'usage de molécules a visée 5-HT;o (sous réserve de

transposition direct d'un modé¢le animal a 1'homme).
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Cependant, il est a noter que 1'équipe de Weinstein et al. (1996) a montré, par
autoradiographie au [’H]8-OH-DPAT (agoniste a haute affinité pour les récepteurs 5-HT),),
que le GppNHp (analogue non-hydrolysable du GTP) avait un potentiel d'inhibition de la
fixation du [’H]8-OH-DPAT diminué chez des patients atteints de la MA, révélant une perte
de couplage aux protéines G. Dans ce cas, le nombre de récepteurs 5-HT 4 (évalué par le

Bmax) n'était pas modifi¢ malgré une perte cellulaire, bien décrite dans la MA.

6. Quelle sous population cellulaire surexprime ces
récepteurs 5-HTa ?

Jusque-1a, nous avons montré que l'injection de peptides AP (1-40) préagrégés dans le gyrus
dent¢ de rat provoquait, en une semaine, la surexpression de récepteurs 5-HTja,
préférentiellement non couplés a leur protéine G, c'est-a-dire dans un état transitoire
d'inactivité. Cependant, I'imagerie isotopique ne nous donne pas assez d'informations pour
que l'on puisse déterminer le type cellulaire (neurones, cellules gliales) portant ces récepteurs

5-HTa.

Afin d'obtenir plus d'informations sur les mécanismes mis en jeu, nous avons étudié
les conséquences neuroanatomiques au niveau de I'hippocampe dorsal. Le marquage
histologique au rouge neutre, permettant de visualiser le cytoplasme de toutes les cellules
neurales (neurones et cellules gliales), a révélé une diminution de 1'épaisseur de la couche des
neurones granulaires du gyrus denté a proximité du site d'injection (marquage rouge congo).
Le marquage des transporteurs glutamatergiques de type 1 (VGLUT1) a démontré que les
peptides agrégés avaient provoqué une perte évidente de neurones glutamatergiques de la
couche granulaire du gyrus denté. Il est important de rappeler que les neurones granulaires du
gyrus denté sont majoritairement glutamatergiques, dans l'hippocampe de rats adultes
(Gomez-Lira et al., 2005). D'autre part, les récepteurs 5-HT ;5 sont exprimés en forte densité
sur les somas et dendrites de ces neurones granulaires (Kia et al., 1996a, 1996b; Lanfumey
and Hamon, 2000; Pompeiano et al., 1992; Riad et al, 2000). Le marquage
immunohistochimique adjacent de la GFAP a révélé une réaction astrocytaire intense, au
niveau du site d'injection des peptides AP (1-40) et autour de ce site, comme si les cellules

astrocytaires venaient compenser la perte de neurones granulaires.
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a. Un "sprouting" des récepteurs 5-HTa?

Il est possible que les récepteurs 5-HT;5 aient été surexprimés par des neurones ayant
"échappé" a la neurotoxicité des peptides AP (1-40) agrégés. Le "sprouting" a été décrit par
Azmitia et al. (1978) dans des mod¢les de dénervation sérotoninergique (voir également Zhou
et Azmitia, 1983, 1984, 1986). Ainsi, la destruction partielle des afférences de I'hippocampe
dorsal (par injection d'une neurotoxine sérotoninergique, la 5,7 DHT) a induit en 14 jours, une
augmentation de l'expression des récepteurs 5-HT s (immunohistochimie) par des neurones
cibles non-sérotoninergiques du gyrus denté et de 'aire CA3 de I'hippocampe dorsal (Patel et
al., 1996). De facon treés intéressante, les fibres sérotoninergiques épargnées par la
neurotoxine ont démontré leur capacité a déclencher la croissance de leurs axones afin de
maintenir un controle sérotoninergique sur I'hippocampe dorsal (Zhou and Azmitia, 1983,
1984, 1986). 1l reste néanmoins une incertitude sur le role joué par les récepteurs 5-HT, 5 dans
cet effet. Nous avons repris le protocole de dénervation sérotoninergique partielle de
I'hippocampe dorsal de Patel et al., (1996) et nous l'avons validé en montrant que la
concentration en sérotonine tissulaire était significativement diminuée dans les régions de

projections étudiées (les hippocampes et le cortex cingulaire).

Notre analyse par autoradiographie in vitro au ['*F]MPPF a montré une augmentation
significative de cette fixation, spécifiquement au niveau de I'hippocampe dorsal, confirmant
les résultats obtenus par Patel en 1996 avec une technique immunohistochimique.
L'hippocampe dorsal posséde donc en son sein des mécanismes compensatoires propres,
faisant suite a une perte d'afférences d'origine neurotoxique (dénervation par 5,7 DHT ou
neurotoxicité des peptides amyloides). Selon la "voie trisynaptique" de I'hippocampe (Fig.
66), des neurones du cortex entorhinal envoient (1) des afférences, par la voie perforante, sur
les neurones granulaires du gyrus denté, qui connectent (2), via les fibres moussues, les
neurones pyramidaux de l'aire CA3, ceux-ci projettant (3), par l'intermédiaire des fibres
collatérales de Schaffer, leur axones vers l'aire CAl (Scharfman, 2007). Nous pourrions
émettre l'hypothése que, dans notre modele, des neurones pyramidaux de l'aire CA3
("neurones cibles") ont pu surexprimer des récepteurs 5-HT;a suite a la perte d'afférences
constituée par la neurotoxicité des peptides sur les neurones granulaires du gyrus denté. Nos
résultats ont notamment montré une augmentation modérée de 1'expression des récepteurs 5-

HT;4 dans l'aire CA3. Il est également envisageable que des neurones granulaires aient réagit
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par "sprouting". Cependant, le délai de 14 a 21 jours, nécessaire a l'observation d'un
"sprouting" dans I'é¢tude de Patel et al. (1996), ne correspond pas a l'expression transitoire des
récepteurs 5-HT 4 a 7 jours dans notre étude. L'hypothése d'un sprouting nous parait donc la

moins probable.

Figure 66. Anatomie de l'hippocampe de rat illustrant la "voie trisynaptique”. EC, cortex
entorhinal; pp, voie perforante; DG, gyrus denté; H, hilus; mf, fibres moussues; CA3, CA2,
CAl, cornes d'Amons,; S, subiculum; sm, stratum moleculare; sg, stratum granulosum, so,
Stratum oriens, sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; sc, collatérales de Schaffer
(d'apres le site web de ['Université de Geneve (www.unige.ch)).

b. Une neurogénese hippocampique ?

Nous proposons une seconde hypothése neuronale a l'augmentation de l'expression des
récepteurs 5-HT 4. La couche granulaire du gyrus denté est I'une des régions du cerveau ou
l'existence d'une neurogénese a été bien décrite (voir Altman et Das, 1965; Gould, 1999 pour
revue). Chez les modéles de souris transgéniques de la MA, la neurogénése est sujette a
controverse. Alors qu'un grand nombre d'études a rapporté une diminution de la neurogénése
chez différentes lignées transgéniques (Dong et al., 2004; Donovan et al., 2006; Feng et al.,
2001; Haughey et al., 2002; Wang et al., 2004; Wen et al., 2002), quelques autres ont
démontré une augmentation de la prolifération et de la différenciation neuronale (Jin et al.,
2004; Lopez-Toledano et Shelanski, 2007). Cette augmentation de la neurogénése a pu étre

observée chez des souris transgéniques relativement jeunes (3 mois), en comparaison des
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¢tudes faisant ressortir une diminution de la neurogéneése qui ont constamment été effectuées
chez des souris agées, pouvant expliquer les différences constatées. La neurogénese pourrait
ainsi étre précocement augmentée, puis elle serait par la suite dépassée par les atteintes
induites par les peptides AP notamment. Ce concept émergeant d'une régulation transitoire de
la neurogénése pourrait s'appliquer a nos résultats, les récepteurs 5-HT 4 étant exprimés par
des neurones granulaires nouvellement créés. Une étude récente a montré que les peptides AP
(1-40) solubles ont la capacité de stimuler la différentiation neuronale (neurogénése) de
cellules multipotentes (neurales) in vitro (Chen et Dong, 2008). Ainsi, dans notre mod¢le, il
est envisageable qu'une petite proportion de peptides AP (1-40) ait été injectée sous forme
soluble, ayant la capacit¢ de stimuler la neurogénése au niveau du gyrus denté de
I'hippocampe dorsal (Fig. 67). Cependant, nos expériences montrant une augmentation de la
densité de récepteurs 5-HTa, 7 jours apres l'injection unilatérale de peptides AP (1-40) au
niveau du striatum, peuvent difficilement étre expliquées par une neurogénése, étant donné
'absence de données sur l'existence d'un tel mécanisme dans cette structure cérébrale. D'autre
part, il a ét¢ montré qu'une augmentation de la concentration en sérotonine tissulaire pouvait
réprimer l'expression des récepteurs 5-HT 5 neuronaux (Nishi et Azmitia, 1999; Whitaker-
Azmitia et al., 1987). Ainsi, I'augmentation de la concentration en sérotonine tissulaire que
nous observons 14 jours apres l'injection des peptides, pourrait inhiber 1'expression des 5-

HT;4 neuronaux, se retrouvant ainsi a leur niveau "basal".
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Figure 67. Représentation schématique de l'hypothése d'une activation de la neurogénése par
des peptides A (1-40) solubles, 7 jours apres l'injection, puis d'une neurotoxicité induite par
l'agrégation des peptides (28 jours post-injection). L'augmentation de la concentration en
serotonine tissulaire 14 jours apres l'injection des peptides reste inexpliquée.
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c. Une expression astrocytaire des récepteurs 5-HTa ?

Une autre hypothése précisant la surexpression des récepteurs 5-HT;, mérite d'étre
mentionnée: celle impliquant les astrocytes. L'existence d'une expression astrocytaire des
récepteurs 5-HT;a a fait I'objet de multiples controverses. Whitaker-Azmitia et al. (1993) a
démontré, par immunohistochimie, que les récepteurs 5-HT ;4 pouvaient étre co-localisés avec
la GFAP dans I'hippocampe de rat. En contradiction avec ces résultats, Kia et al. (1996a),
utilisant un anticorps dirigé contre un autre domaine de la protéine 5-HT)4, n'a pas pu mettre
en évidence de marquage glial dans le cerveau adulte de rat. Par la suite, Hirst et al. (1998)
ont démontré l'expression de I'ARNm du récepteur 5-HT; o au niveau d'astrocytes adultes et
une expression protéique de récepteurs incapables de lier des agonistes 5-HT4, c'est-a-dire
probablement dans un état non-fonctionnel. Patel et Zhou (2005) ont émis I'hypothése qu'une
protéolyse du récepteur aurait lieue dans les astrocytes matures, pouvant expliquer les
différences de marquage immunohistochimique constatés avec des anticorps dirigés contre
différentes parties de la protéine. Cependant, dans cette étude, ils ont pu détecter une
expression astrocytaire de récepteurs 5-HT;s fonctionnels a un stade postnatal du
développement du rat (Wilson et al., 1998). En effet, les récepteurs étaient capables de
stimuler la production de S1008, une protéine spécifique aux astrocytes (Moore, 1965). Ainsi,
I'expression astrocytaire de récepteurs 5-HT;a pourrait étre restreinte a des astrocytes

immatures, en développement.

Si l'on considere notre modéle d'injection de peptides AP (1-40), il est possible que la
réaction astrocytaire intense, constatée au niveau du site d'injection aprés une semaine, soit la
source de la surexpression de récepteurs 5-HT;a (Fig. 68). Ainsi, elle constituerait un
mécanisme compensatoire précoce ou les récepteurs 5-HT 4 auraient la capacité de stimuler
la production de S100f. Il a été rapporté que le S100B pouvait stimuler la croissance de
neurones sérotoninergiques (Azmitia et al., 1990, 1992; Whitaker-Azmitia et al., 1990a,b) et
agir comme un stimulateur de la croissance neuritique de neurones non-sérotoninergiques
(Marshak, 1990). De plus, des études ont montré que la gliose réactionnelle, associée a la
perte neuronale dans la MA, pouvait étre la source d'une augmentation de la concentration en
S100B ayant pour but de stimuler la prolifération neuritique des neurones épargnés (Hertz,
1989; Marshak, 1990). D'autre part, une étude post-mortem récente a montré une
augmentation de la prolifération de cellules gliales au niveau de I'hippocampe, atrophié, de

patients atteints de la MA a un stade prédémentiel, la prolifération neuronale étant inchangée,
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en comparaison d'une population de témoins appariés en age (Boekhoorn et al., 2006). Cette
conception est particulierement adaptée a notre modele et vient renforcer 'hypothése d'une
surexpression astrocytaire des récepteurs 5-HT;a. De plus, il a été démontré que des
astrocytes arrivés a maturation perdaient la fonctionalit¢ de leurs récepteurs 5-HTja
(Whitaker-Azmitia et Azmitia, 1986). Ainsi, il est envisageable que ce phénomeéne ait eu lieu
a 14 jours post-injection, expliquant ainsi le retour a un niveau de base en récepteurs 5-HT 4,
et ce, malgré la constatation d'une réaction astrocytaire similaire a celle observée a 7 jours
post-injection. Venant conforter 'hypotheése astrocytaire, les résultats des expériences
d'injection de peptides AP (1-40) dans le striatum, région trés faiblement pourvue en
récepteurs 5-HT)4, révélent une augmentation de la fixation du ["*FJMPPF 7 jours aprés
l'injection. Néanmoins, des ¢études complémentaires sont nécessaires pour identifier
clairement la localisation des 5-HT ;4 surexprimés, et caractériser la fonctionnalité d'éventuels

récepteurs 5-HT 4 astrocytaires.

7. La surexpression des récepteurs 5-HT.a est
transitoire

A notre connaissance, les études qui ont évalué les conséquences de l'injection exogeéne de
peptides amyloides dans le cerveau de rats sains se sont intéressées a un temps précis apres
l'injection. Nos travaux sont les premiers a s'intéresser aux effets longitudinaux de l'injection
intrahippocampique de peptides AP (1-40) préagrégés sur, d'une part, l'expression des
récepteurs 5-HT 4 et sur, d'autre part, la neuroanatomie régionale. De manicre intéressante
dans notre mode¢le, la surexpression des récepteurs 5-HT ;5 s'est révélée étre temporaire (7
jours), alors que la présence des peptides AP (1-40) agrégés a été constatée a tous les temps
(3, 7, 14, 28 jours). De plus, l'analyse des conséquences neuroanatomiques, par les différents
marqueurs histologiques, nous a permis de constater que I'état Iésionnel de I'hippocampe
dorsal est globalement identique a 7 et 14 jours post-injection, avec une intense réaction
astrocytaire accompagnée d'une perte neuronale glutamatergique. Un résultat notable est
l'observation, par marquage cellulaire au rouge neutre, d'une neurotoxicité des peptides AP (1-
40) a distance du lieu de leur injection. En effet, jusqu'a 14 jours apres 1'injection, la réduction
de 1'épaisseur de la couche granulaire du gyrus denté représente 563 um de diameétre environ.
Puis elle s'étend latéralement a 28 jours post-injection pour occuper un diameétre de 1,5 mm.
La réaction astrocytaire a normalement pour but de former une cicatrice protectrice entourant

le site de 1ésion pour délimiter un "sanctuaire" neurotoxique (Maeda et al., 2007b). Malgré la
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présence d'une réaction astrocytaire dans notre modele, tout se passe comme si la
neurotoxicité des peptides AP (1-40) surpassait les mécanismes de compensation au cours du

temps.

L'analyse longitudinale de notre modéle nous permet de proposer un enchainement de
mécanismes. Le premier se situe apres 7 jours et concerne la surexpression de récepteurs 5-
HT;o dans l'hippocampe dorsal. Une semaine plus tard (2 14 jours post-injection), la
concentration tissulaire en sérotonine dans l'hippocampe dorsal est augmentée de 52,3%.
Finalement, 28 aprés l'injection des peptides AP (1-40), la perte de neurones granulaires du
gyrus denté est amplifiée. L'augmentation de la concentration en sérotonine tissulaire dans
I'hippocampe dorsal 14 jours apres l'injection des peptides nous pose des problémes
d'interprétation. Haring et al. (1993) ont montré par immunohistochimie que lorsque la
concentration en sérotonine tissulaire est augmentée dans I'hippocampe, il existe une
augmentation concomitante de la syntheése de S100B par les astrocytes. Nous émettons
I'hypothese que, dans notre modéle, des astrocytes activés exprimant des récepteurs 5-HT 4 (7
jours apres l'injection) ont déclenché un signal destiné a augmenter la disponibilité en
sérotonine (14 jours apres l'injection) afin de stimuler la production astrocytaire de S100B. La
S100B est connue pour ses propriétés neuroprotectrices, stabilisatrices des microtubules et
inhibitrices de l'apoptose, a des concentrations de 'ordre du micro ou nanomolaire (Nishi et
al.,, 1997; McAdory et al.,, 1998). Néanmoins, comme I'a décrit Ramos et al. (2004),
lorsqu'une importante réaction astrocytaire a lieue, le S100p est produit a des concentrations
de I'ordre du millimolaire qui sont connues pour stimuler 1'apoptose et I'inflammation (Hu et
al., 1997; Lam et al., 2001) (28 jours apres l'injection). Appliquer cette théorie longitudinale a
notre modele est tentant (Fig. 68), mais il est clair que nous manquons d'informations pour
aller dans ce sens. Nous ne pouvons, a ce stade d'avancement des expériences, qu'émettre des
hypothéses. Des questions demeurent quant a la spécificité des phénomenes compensatoires

que nous avons observés avec des peptides amyloides AP (1-40) uniquement.
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Figure 68. Schéma représentant "l'hypothése astrocytaire”. Sept jours aprés l'injection de
peptides AP (1-40) agrégés, les récepteurs 5-HT;4 sont surexprimés par des astrocytes
activés. La concentration en sérotonine tissulaire est augmentée, 14 jours apres l'injection.
Celle-ci stimulerait, par l'intermédiaire des récepteurs 5-HT 4, la production de la protéine
astrocytaire S100 possédant des propriétés neuroprotectrices (nM ou uM). La suractivation
de cette voie conduirait a une surproduction de S100p devenant neurotoxique (mM).
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8. Etles autres formes de peptides amyloides ?

Au cours de ces travaux, nous nous sommes concentrés sur les effets de l'injection des
peptides AP (1-40). Néanmoins, les plaques amyloides chez 'homme sont majoritairement
constituées de l'accumulation de peptides AP (1-40) et AP (1-42) (Glenner et al., 1984;
Masters et al., 1985). Nous avons testés les effets de I'injection de peptides AP (1-42), en
suivant exactement la méme procédure (étude 7 jours aprés l'injection). Cependant, nous
n'avons pas trouvé, dans ces conditions, de modifications de la fixation du ['"®F]MPPF dans
I'hippocampe dorsal ou dans ses sous-régions. La surexpression des récepteurs 5-HTa est
donc spécifique des peptides AP (1-40). Nous n'avons pas encore d'explication a apporter a ce
résultat. Un plus grand nombre d'expériences devrait étre réalisé pour confirmer ou infirmer

cette tendance.

Nous avons également étudié un modéle d'injection intra-cérébro-ventriculaire de
peptides AP (25-35), bien caractérisé pour sa neurotoxicité hippocampique (Stepanichev et
al., 2004; et collaboration avec le Dr Sandor Arancibia de 'INSERM U710). La fixation du
['"*FIMPPF in vitro au niveau du noyau du raphé dorsal (NRD), de I'hippocampe ventral (Hipp
Ventr), de 1'hippocampe dorsal (Hipp Dors) et du cortex cingulaire (Cing) n'a pas été
modifiée, 28 jours aprés l'injection i.c.v. des peptides. Plusieurs hypotheéses peuvent étre
avancées pour expliquer 1'absence de modification du niveau d'expression des récepteurs 5-
HT;a dans ce mode¢le, contrairement au modele d'injection intrahippocampique de peptides
AP (1-40).

(1) La nature des peptides injectés est différente (AR (25-35) versus AP (1-40)).
Cependant, ces deux formes de peptides ont montré leur capacité a s'agréger pour former des
plaques amyloides.

(i1)) Le mode d'injection (intrahippocampique vs intracérébroventriculaire) peut
expliquer les différences d'effets observés. En effet, 1'injection des peptides AP (1-40) a ciblé
le gyrus denté alors que l'injection des peptides AP (25-35) a disséminé les agrégats.

(ii1) Enfin, le délai d'étude post-injection est différent (7 jours vs 28 jours). Dans le
modele d'injection intrahippocampique des peptides AP (1-40), I'augmentation de la fixation
du ["*F]MPPF est uniquement transitoire. Il serait intéressant de pouvoir évaluer la fixation du

['"*FIMPPF au cours du temps, dans le modéle d'injection i.c.v.
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F. Conclusion et perspectives

Le modéle d'injection intrahippocampique de peptides AP (1-40) chez le rat parvient a
reproduire une augmentation transitoire de la fixation du ['"*F]MPPF, 7 jours aprés l'injection.
Le marquage autoradiographique in vitro au ["*F]JF15599, un agoniste des récepteurs 5-HT| 4,
n'est, lui, pas modifié 7 jours apres l'injection des peptides, démontrant que les récepteurs 5-
HT;a surexprimés ne sont pas couplés aux protéines G, donc probablement dans un état
(transitoire) non-fonctionnel. L'évaluation longitudinale des conséquences neuroanatomiques
de l'injection des peptides AP (1-40) dans I'hippocampe dorsal, et plus particulierement le
gyrus denté, a révélé une intense réaction astrocytaire et une mort des neurones granulaires
glutamatergiques (7 et 14 jours post-injection). D'autre part, & 14 jours post-injection, la
concentration en sérotonine tissulaire est augmentée au niveau de I'hippocampe dorsal. Enfin,
la neurotoxicité induite par les peptides agrégés s'étend dans la latéralit¢ du gyrus denté (28
jours post-injection). A partir de ces résultats obtenus par évaluation longitudinale, nous
avons proposé différents mécanismes compensatoires pouvant expliquer l'augmentation de
'expression des récepteurs 5-HT; 5 et ayant des conséquences sur les thérapeutiques visant a

moduler ces récepteurs.

Les différents résultats que nous avons obtenus grace a I'évaluation longitudinale de ce
modele d'injection intrahippocampique de peptides AP (1-40) nous ont permis de proposer des
hypothéses mais ne concluent pas sur la nature réelle des mécanismes compensatoires
effectivement mis en jeu. Ainsi, nous ne pouvons émettre que des hypothéses qui seront

testées lors de travaux ultérieurs dans notre laboratoire.

Contrairement aux résultats obtenus par imagerie TEP clinique, nos expériences
réalisées en préclinique, par imagerie in vivo, n'ont pas permis de mettre en évidence une
augmentation de l'expression des récepteurs 5-HT;a. Il sera intéressant d'injecter une plus
grande quantité de peptides amyloides pour tenter d'atteindre une significativité par analyse

microPET in vivo.

Nos résultats ne nous ont pas permis de déterminer la localisation neurale des
récepteurs 5-HT; 4 surexprimés. Il sera important de pouvoir disposer d'anticorps anti-5-HT
fiables afin d'évaluer une colocalisation des récepteurs 5-HT;s et de la GFAP par double

marquage immunohistochimique. L'immunohistochimie des récepteurs 5-HT o couplée a la
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microscopie ¢électronique permettrait également de déterminer la nature de la population

neurale portant ces récepteurs surexprimes.

Nos résultats suggérent indirectement que les récepteurs 5-HT;s surexprimés ne
seraient pas couplés aux protéines G. L'évaluation du couplage fonctionnel des récepteurs 5-
HT)A aux protéines G en mesurant la liaison du [*>S]GTPy par mesure autoradiographique
permettra d'évaluer si 1'évolution de la plaque amyloide s'accompagne d'une modification
hippocampique de la proportion entre récepteurs 5S-HT ;5 couplés et non couplés. D'autre part,
si la présence astrocytaire des récepteurs 5-HT;, était démontrée, un marquage
immunohistochimique de l'expression de la protéine S100B apporterait des informations sur
l'activation astrocytaire. L'utilisation de la microdialyse couplée a 1'HPLC avec détection
¢lectrochimique, au niveau du site d'injection, permettrait de recueillir puis doser la S1003

dans le méme but.

Nos dosages de sérotonine, uniquement tissulaires, ne permettent pas de distinguer les
différents compartiments, intracellulaires et extracellulaires. Nous chercherons un mécanisme
expliquant l'augmentation de la sérotonine en mesurant de maniére dynamique la
concentration extracellulaire de sérotonine par microdialyse couplée a I'HPLC et détection
¢lectrochimique aux différents temps post-injection, en implantant une sonde sur le site
d'injection. Il est possible que la concentration de sérotonine extracellulaire soit modifié¢e

précocément, alors que la concentration tissulaire totale ne soit pas encore modifiée.

Ces approches pluridisciplinaires in vivo et in vitro apporteront un rationnel
préclinique en faveur de I'exploration de la neurotransmission sérotoninergique 5-HT; dans
la MA, transposable cliniquement tant dans des perspectives thérapeutiques que

diagnostiques.
Ce travail fait l'objet d'une publication: "Verdurand M, Bérod A, Le Bars D, Zimmer L

(2008). Effects of amyloid-f peptides on the serotoninergic 5-HT;4 receptors in the rat

hippocampus. Neurobiol Aging (en soumission)".
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Conclusion générale

Les travaux effectués au cours de cette thése CIFRE se sont articulés en 3 axes distincts
partageant un objectif commun, le développement des méthodologies de l'imagerie TEP

appliquées au diagnostic et a I'exploration sérotoninergique de la MA.

Dans une premiére partie, méthodologique, nous avons montré que la synthése du
[''CIPIB a partir des automates de synthése Bioscan® est possible. Le systéme de synthése
est entidrement automatisé et permet d’effectuer une synthése du [''CJPIB simple et
reproductible. Une personne non spécialisée en radiochimie peut réaliser ces radiosyntheses,
aprés une courte formation sur l'utilisation des automates. L'approche que nous avons
développée permet de synthétiser ce radiotraceur TEP plusieurs fois par jour si I’activité
préclinique et/ou clinique le nécessite. A cet égard, des tests sont toujours en cours pour

¢évaluer la fiabilité¢ des deux automates lors de synthéses répétées.

Dans une deuxiéme partie, nous avons pu réaliser le radiomarquage d'une molécule
antagoniste des récepteurs 5-HT, le ['*F]12ST05. Cependant, les expériences de validation
biologique réalisées chez différentes espéces, in vitro et in vivo, ont montré que le
['®F]12STO5 ne se fixe pas spécifiquement sur les récepteurs 5-HTe. Le développement de
radiotaceurs des récepteurs 5-HT¢ reste un objectif majeur, qui apporterait un outil
supplémentaire pour l'exploration des fonctions sérotoninergiques cérébrales in vivo, et
trouverait de multiples applications thérapeutiques potentielles, notamment dans

I'amélioration des troubles cognitifs et la MA.

Enfin, dans une troisiéme partie, nous avons démontré que le modéle d'injection
intrahippocampique de peptides AP (1-40) chez le rat parvient a reproduire une augmentation
transitoire de la fixation du ['*F]MPPF, observée chez les patients MCI. Le marquage
autoradiographique in vitro au ['*F]JF15599, un agoniste des récepteurs 5-HT) 4, n'est, lui, pas
modifi¢ 7 jours apreés l'injection des peptides, démontrant que les récepteurs 5-HTja

surexprimés ne sont pas couplés aux protéines G, donc probablement dans un état (transitoire)
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non-fonctionnel. L'évaluation longitudinale des conséquences neuroanatomiques de I'injection
des peptides AP (1-40) dans I'hippocampe dorsal, et plus particulierement le gyrus denté, a
révélé une intense réaction astrocytaire et une mort des neurones granulaires glutamatergiques
(7 et 14 jours post-injection). D'autre part, a 14 jours post-injection, la concentration en
sérotonine tissulaire est augmentée au niveau de I'hippocampe dorsal. Enfin, la neurotoxicité
induite par les peptides agrégés s'étend dans la latéralit¢ du gyrus denté (28 jours post-
injection). A partir de ces résultats obtenus par évaluation longitudinale, nous avons proposé
différents mécanismes compensatoires pouvant expliquer I'augmentation de I'expression des
récepteurs 5-HT ;o et ayant des conséquences sur les thérapeutiques visant a moduler ces
récepteurs. Les différents résultats que nous avons obtenus grace a I'évaluation longitudinale
de ce modéle d'injection intrahippocampique de peptides AP (1-40) nous ont permis de
proposer des hypothéses mais ne concluent pas sur la nature réelle des mécanismes
compensatoires effectivement mis en jeu. Cependant, I'hypothése d'une activation astrocytaire
faisant intervenir les récepteurs 5-HT o et contribuant a la surexpression de ce type de
récepteurs, 7 jours apres l'injection des peptides, nous parait trés intéressante. Les travaux
seront poursuivis dans notre laboratoire pour tenter, d'une part, d'établir la localisation
astrocytaire de ces récepteurs 5-HT) 4 et, d'autre part, de mieux caractériser la fonctionalité de

ces récepteurs et les conséquences sur la thérapeutique a visée 5-HT ;4 qu'elle peut engendrer.
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TITRE

Vers l'imagerie TEP de la neurotransmission sérotoninergique dans la maladie d'Alzheimer : du
radiotraceur au mod¢le animal.

RESUME

La maladie d'Alzheimer (MA) est une démence neurodégénérative dont, a I'heure actuelle, aucune
thérapeutique curative ne peut étre proposée aux patients. L'étiologie de la MA demeure inconnue
mais ses caractéristiques physiopathologiques sont bien décrites. Alors que les dégénérescences
intracellulaires de protéines tau sont corrélées au déclin cognitif, il est admis que l'accumulation
extracellulaire de peptides amyloides s'installe plusieurs années avant que des signes cliniques
apparaissent. D'autre part, il existerait un continuum progressif entre l'apparition des premiers troubles
cognitifs (stade MCI pour "mild cognitive impairment") et le développement d'une MA. Des processus
neurotoxiques silencieux se développent donc bien avant que le diagnostic soit porté par des tests
neuropsychologiques en clinique.

Ainsi, la précocité et la spécificité du diagnostic constituent des facteurs cruciaux tant pour la
prise en charge de la MA que pour 1'évaluation de nouvelles thérapeutiques. Les travaux effectués au
cours de cette thése se positionnent dans cette optique d'un diagnostic précoce, par le développement
des méthodologies de I'imagerie TEP (tomographie par émissions de positons).

Une premiére partie, méthodologique, a consisté a automatiser et & optimiser la radiosynthése
du ["'C]PIB, un radiotraceur pouvant détecter I'accumulation des peptides amyloides dans le cerveau
de patients atteints de la MA. Cette approche permet de synthétiser ce radiotraceur TEP plusieurs fois
par jour si I’activité préclinique et/ou clinique le nécessite.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a l'imagerie TEP de la neurotransmission
sérotoninergique en nous focalisant sur les récepteurs sérotoninergiques 5-HTg et 5-HT)A.

Les antagonistes des récepteurs 5-HTs ont démontré des propriétés procognitives, processus
particuliérement affectées dans la MA. D’autre part, des études post-mortem montrant leur
modification confirment qu’il s’agit d’une cible pertinente dans le cadre de la MA. Cependant, aucun
centre ne dispose encore d’un radiotraceur spécifique permettant 1’imagerie TEP in vivo de ces
récepteurs. Nous rapportons dans cette étude, I'évaluation biologique chez le rat et le chat sain, d'un
radiotraceur antagoniste des récepteurs 5-HTs, le ['*F]12ST05.

D'autre part, une étude récente en imagerie TEP au ['*F]MPPF, un antagoniste des récepteurs 5-HT 4,
a révélé une diminution de la fixation de ce traceur chez des patients Alzheimer alors qu'une
augmentation pouvait étre constatée chez des patients MCI. Nos travaux ont réussit a reproduire une
surexpression transitoire des récepteurs 5-HT 5 chez des rats sains auxquels on a injectés 7 jours
auparavant des peptides amyloides AP (1-40) dans l'hippocampe dorsal. De plus, 1'évaluation
neuroanatomique longitudinale du modé¢le nous a permis de proposer différents mécanismes
compensatoires pouvant expliquer 1'augmentation de l'expression des récepteurs 5-HT} 4.

Ces derniers résultats précliniques apportent des informations sur la nature des phénomenes
compensatoires précoces constatés en clinique chez des patients MCI et pourraient avoir des
conséquences sur les thérapeutiques ayant pour but d'agir sur les récepteurs 5-HT ) 5.
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