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Liste des abréviations

5-CT: 5-carboxamidotryptamine

5-HT : 5-hydroxytryptamine

5-HTT : 5-HT transporteur

5-HIAA : acide 5-hydroxy-indol-acétique

ACTH : adrénocorticotrophine

ADN : acide désoxyribonucléique complémentaire
AMPc : adénosine monophosphate cyclique
ARN,, : acide ribonucléique messager

AMIDE : medical imaging analysis data examen
BHE : barriere hémato encephalique

CA: corne d’Ammon

CG: cortex cingulaire

CN: noyau caudé

CERMEP : centre exploration et de recherche multimodale et pluridisciplinaire
FST : forced swimming test

DG : gyrus denté

DMSO : Dyméthylsulfoxyde

DOI : 2,5-diméthoxy-4-iodoamphétamine
DAG : diacylglycérol

GDP : guanosine diphosphate

GTP : guanosine triphosphate

Gi: G inhibitrice
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Gs : G stimulatrice

HPLC : chromatographie liquide a haute performance
HRP : horse radish peroxydase

IRM : imagerie par resonnance magnétique
IP3: inositol triphosphate

ISRS : inhibiteur selectif de la recapture de la sérotonine
IC50 : concentration inhibitrice a 50%

Ki : constante d’inhibition

Kd : constante de dissociation d’un ligand
KO : knock out

LCR : liquide céphalorachidien

LSD : diéthylamide de l'acide lysergique
MAO-A : monoamine oxydase A

MAO-B : monoamine oxydase B

MEG : magnétoencephalographie

NRD : noyau du raphé dorsal

NRM : noyau du raphé médian

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

PGp : glycoprotéine P

PLC : phospholipase C

PCR : polymerase chain reaction

PHA-L: phasoleus vulgaris-leucoagglutinin
PKC : proteine kinase C

REM : rapid eye movement



RCPG :
SERT :

SNC :

TEP :
TPH :
TST :
8-OHDPAT :
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[""C]IDWAY :
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["'c1cPC222 :

["'C](R)R-WAY :
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["'C]Nad-299 :

[M'C]LY274601 :

["CIMPT :

récepteur couplé aux protéines G

transporteur de la serotonine

systéme nerveux central

septum

Tomographie par émission de positons

Tryptophane hydroxylase

Tail suspension test

tertraline 8-hydroxy-2- (Di-n-propylamino)
2'-methoxyphenyl-(N-2'-pyridinyl)-p-fluoro-benzamidoethyipiperazine

N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-(2-

pyridyl)cyclohexanecarboxamide
Desméthyl-WAY-100635

4-fluoranyl-N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl]ethyl]-N-
pyrimidin-2-ylbenzamide

4-Fluoro-N-2-[4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl]ethyl]-N-(2-

pyridyl)cyclohexanecarboxamide

N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl)ethyl)-N-(2-pyridinyl)-2-

bicyclo[2,2,2]octane carboxamide

(R)-2,3,4,5,6,7-Hexahydro-1-[4-[1-[4-(2-
[11C]methoxyphenyl)piperazinyl]]-2-phenylbutyryl]-1H-azepine

N-{2-[4-(2-Methoxyphenyl)piperazinyl]ethyl}-N-(2-pyridyl)-N-(4-[18F]-

fluorométhylcyclohexane)carboxamide

([R]-3-N,N-dicyclobutylamino-8- fluoro-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-

5-carboxamide)
R-(+)8-thiométhyl-2-(di-n-propyl-amino)tetralin]
[0-méthyl-""C]2-{4-[4-(7-Methoxynaphthalen-1-yl)piperazin-1-

yl]butyl}-4-méthyl-2H-[1,2,4]triazine-3,5-dione
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[M"CIMMT : 2-{4-[4-(3-methoxyphenyl)piperazin-1-yl]-butyl}-4-méthyl-2H-
[1,2,4]triazine-3,5-dione

["CIMPT : 2-{4-[4-(7-Methoxynaphthalen-1-yl)piperazin-1-yl]buty(}-4-méthyl-2H-
[1,2,4]triazine-3,5-dione

$14506 : 1-[- (4-fluorobenzoylamino)ethyl]-4-(7-methoxynaphthyl)piperazine
hydrochloride
["'C]methoxyphényl-thiochromane : 8{{3-[4-(2-[""C]methoxyphenyl)piperazin-1-yl]-2-

hydroxypropyl}oxy)thiochroman

["'C]DR4446 : 1-méthyl-2a-[4-(4,5,6,7-tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-5-yl)butyl]-
2a,3,4,5-tetrahydro-1H-benz[cd]indole-2-one

SB656104 : 6-((R)-2-{2-[4-(4-Chloro-phenoxy)-piperidin-1-yl]-ethyl}-pyrrolidine-1-
sulphonyl)-1H-indole hydrochloride

SB269970 : (2R)-1-[(3-Hydroxyphenyl)sulfonyl]-2-(2-(4-méthyl-1-
piperidinyl)ethyl)pyrrolidine

SB258719 : 3-Méthyl-N-[(1R)-1-méthyl-3-(4-meth yl-1-piperidinyl)propyl]-N-

méthylbenzenesulfonamid e hydrochloride

LP211 : N-(4-cyanophenylméthyl)-4-(2-diphenyl)-1-piperazinehexanamide
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I) LA NEUROTRANSMISSION SEROTONINERGIQUE

1) La Sérotonine

La sérotonine (Figure 1) est une amine biogéne découverte en 1935 par l’ltalien
Vittorio Erspamer. Elle a tout d’abord été appelée entéramine, en raison de sa
présence dans les cellules entérochromaffines de lintestin. Environ 80% de la
sérotonine du corps humain se situe dans les cellules intestinales. Les 20% restants
sont localisés sur les neurones sérotoninergiques du systeme nerveux central ou
elle joue plusieurs roles. En effet, il a été montré que la sérotonine était impliquée
dans de nombreuses fonctions physiologiques, comme la thermorégulation, le
sommeil, le controle de la nociception et de l’appétit, le développement cérébral,
mais aussi dans certains comportements tels que [’agressivité, [’anorexie ou encore
le comportement sexuel (Jones and Blackburn, 2002). De plus, elle est impliquée
dans la physiopathologie de désordres neuropsychiatriques majeurs comme la
dépression, la schizophrénie ou encore la maladie d’Alzheimer (Hoyer et al., 2002 ;

Jones and Blackburn, 2002 ; Lucki, 1998 pour revue).

Au niveau périphérique, la sérotonine, sécrétée par les cellules
entérochromaffines, est transportée par les plaquettes sanguines ou elle a un role
sur la contraction des cellules des muscles lisses. Elle a aussi un effet sur
"innervation des vaisseaux sanguins cérébraux. La libération locale de sérotonine a
des effets vasoconstricteurs. Enfin, la sérotonine est indispensable au péristaltisme

intestinal.

Figure 1 : Structure chimique de la sérotonine ou 5-HT.
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a) Biosynthéese de la sérotonine

La sérotonine ne traverse pas la barriere hémato-encéphalique (BHE), comme la
plupart des amines neuromédiatrices. Elle est synthétisée a partir du L-
tryptophane, un acide aminé apporté essentiellement par la nourriture (prise
journaliere de 0,5 a 1g) et qui, sous sa forme plasmatique libre, c’est-a-dire non
liée a U’albumine, pénétre la BHE (Moir, 1971). Certains facteurs font varier la
concentration en L-tryptophane mais aussi son passage de la BHE. En effet, le L-
tryptophane est en compétition avec différents acides aminés comme la leucine ou
la phénylalanine qui ont le méme transporteur au niveau de la BHE. De plus, la
concentration de cortisol, qui est souvent augmentée chez les patients dépressifs
(Dinan and Scott, 1996), diminue les concentrations de L-tryptophane libre et L-
tyrosine libre dans le plasma, alors que Uinsuline diminue la quantité des acides
aminés autres que le tryptophane. La concentration de sérotonine synthétisée
dépend donc de facteurs qui influencent la quantité plasmatique de L-tryptophane

libre capable de pénétrer la BHE (Fernstrom et al., 1976).

La synthése de la sérotonine se fait en deux étapes (Figure 2). La premiere étape
est U'hydroxylation du L-tryptophane par la tryptophane hydroxylase (TPH), en
présence d’oxygene et de tétrahydrobioptérine, pour obtenir la 5-
hydroxytryptophane. Cette étape est limitante et la tryptophane hydroxylase peut
étre inhibée par la p-CPA ou le p-EPA (Tohyama et al., 2002 ; Zimmer et al.,
2002a). Des études d’invalidations du gene de la TPH ont montré U'existence de
deux formes, la TPH-1 et la TPH-2 (Walther and Bader, 2003). La TPH-1 est
impliquée dans la synthese de sérotonine non-neuronale, alors que la TPH-2 se

situe essentiellement au niveau cérébral (Walther and Bader, 2003).

La deuxieme étape de la synthese de la sérotonine est la décarboxylation acétique
de la 5-hydroxytryptophane par la 5-hydroxytryptophane décarboxylase
(décarboxylase des acides aminés aromatiques) en présence de pyridoxal
phosphate et aboutissant a la formation de 5-hydroxytryptamine ou sérotonine (5-
HT). Cette synthése est identique dans U'intestin. Au niveau plaquettaire, il n’y a
pas de synthese de 5-HT, mais uniquement décarboxylation dans le plasma, a partir

du 5-hydroxytryptophane hépatique ou bien capture de la 5-HT par les plaquettes.
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Figure 2 : Synthese et métabolisme de la sérotonine.
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b) Stockage et relargage de la sérotonine

Dans un premier temps, des études autoradiographiques avec le précurseur de la
sérotonine marqué au tritium ont permis de localiser les sites de stockage et de
métabolisme de la sérotonine dans le foie, 'intestin, la thyroide ou dans le coeur
de la souris (Gershon and Ross, 1966). Des études ultérieures ont permis de
déterminer que le stockage de la 5-HT se faisait dans des vésicules situées dans les
terminaisons nerveuses grace au transporteur vésiculaire spécifique des
monoamines, le VMAT ou Vesicular Monoamine Transporter (Njus et al., 1986).
Trois types de vésicules de stockage ont été identifiés (Kelly, 1993 pour revue). Le
premier type est constitué d’un pool de vésicules immédiatement prétes a
fusionner avec la membrane neuronale aprés laugmentation du Ca®'
intracellulaire. Le deuxiéme groupe est constitué de vésicules situées pres des sites
d’exocytose et rapidement fonctionnelles. Enfin, le troisieme groupe se trouve
distant du site d’exocytose et n’est fonctionnel pour la fusion qu’aprés un certain
délai (Boehm and Kubista, 2002). La libération de la sérotonine est déclenchée par
un potentiel d’action, créant une dépolarisation nerveuse et entrainant [’ouverture
des canaux calciques voltage-dépendants. L’entrée d’ions Ca’* va entrainer la
fusion des vésicules a la membrane neuronale présynaptique et, ainsi, provoquer
’exocytose du neuromédiateur monoaminergique dans la fente synaptique
(Elhwuegi, 2004 pour revue). La sérotonine peut aussi étre libérée dans les

dendrites de maniére calcium-dépendante (Bagdy and Harsing, 1995).

c) Transport et catabolisme de la sérotonine

La sérotonine ainsi libérée peut aller se fixer sur des récepteurs, a la fois
postsynaptiques ou présynaptiques. Lorsque la 5-HT se fixe sur les récepteurs
présynaptiques, un rétrocontrole de la sérotonine libérée va avoir lieu et la
concentration en 5-HT de la fente synaptique va étre modulée. Ces récepteurs
présynaptiques sont appelés autorécepteurs somatodendritiques car ils sont situés

sur les dendrites du neurone 5-HT (Strarke et al., 1977).

Les récepteurs de la sérotonine peuvent étre distingués en deux types: les
récepteurs a canaux ioniques, dit ionotropes, et les récepteurs couplés aux

protéines G (RCPG), dit métabotropes. La liaison de la 5-HT sur un récepteur
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ionotrope va permettre la transformation d’un signal chimique (le
neurotransmetteur) en un signal électrique (changement de la perméabilité
membranaire). Les récepteurs métabotropiques, quant a eux, changent leurs
conformations au contact du neurotransmetteur et activent une cascade
d’événements intracellulaires. La 5-HT peut aussi étre recaptée par le transporteur
spécifique de la 5-HT (SERT ou 5-HTT). Le SERT est un membre de la famille des
transporteurs Na"/Cl” dépendants (Mochizuki et al., 2005). Le SERT est responsable
du transport actif de la sérotonine dans les neurones, mais aussi dans les cellules
entérochromaffines, les plaquettes et les autres cellules. Sa localisation est a la
fois périphérique et cérébrale, sur la membrane présynaptique et sur les
arborisations dendritiques a proximité des somas contenant la 5-HT dans le

mésencéphale ainsi que dans les noyaux du Raphé (Murphy et al., 2004).

La sérotonine, une fois recaptée, est catabolisée grace a des enzymes
mitochondriales. Il s’agit de la monoamine oxydase de type A (MAO-A) qui
désamine la 5-HT pour former le 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA ; Figure 2). Il
existe aussi une MAO-B qui est présente dans les terminaisons des neurones 5-HT
mais qui agit sur d’autres monoamines ou lorsque la concentration en 5-HT est tres
élevée dans le cytoplasme des cellules. Le 5-HIAA se retrouve dans le liquide
céphalorachidien et l'urine a un niveau détectable analytiquement. Ainsi, son
dosage urinaire était considéré, il y a quelques années, comme le reflet de
« I’activité sérotoninergique » (Bucht et al., 1981 ; Winblad et al., 1979 ; Arai,
1984). Cette notion a été abandonnée au profit des approches centrales non

invasives comme ’imagerie (et que nous allons décrire plus loin).

2) Anatomie du systéme sérotoninergique cérébral

a) Distribution des corps cellulaires 5-HT

Dans les années 1960, les neurobiologistes Dahlstrom et Fuxe ont été les premiers a
utiliser la technique d’histofluorescence développée par Falck-Hillarp (Falck and
Torp, 1962) pour observer les somas (ou corps cellulaires) sérotoninergiques

(Dahlstom and Fuxe, 1964). Ils ont rapporté que la majorité des corps cellulaires 5-
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HT serait localisée dans les noyaux du raphé (raphé nucleus) (Taber et al., 1960).
Ainsi, il y a pres de 500 000 neurones sérotoninergiques dans ces noyaux (Hornung,
2003). Plus récemment, il a également été rapporté qu’un plus faible nombre de
corps cellulaires se trouve dans les formations réticulaires ventrales et dorsales
(Descarries et al., 1982 ; Tork, 1990).

Dahlstrom et Fuxe ont décrit neuf groupes contenant les corps cellulaires 5-HT,
numérotés de B1 a B9 (Figure 3) et correspondant pour la plupart a des noyaux du
raphé (Hensler, 2006 pour revue ; Steinbush, 1981). Ainsi, les groupes B1-B4 sont
situés dans le pons moyen de la médulla caudale et contiennent un petit nombre
de cellules 5-HT. Le groupe B7 regroupe les régions contenant le plus de cellules
sérotoninergiques. Il coorespond au noyau du raphé dorsal auquel on associe un
petit groupe, nommé B6, qui est son extension caudale. Le noyau du raphé médian
est le groupe B8. Le groupe B9 regroupe une partie du tegment ventrolatéral du

pons et du mésencéphale, formant une extension latérale du noyau du raphé

médian.

Structures contenant les cellules 5-HT Groupes B
noyau du raphé pallidus B1
noyau du raphé obscurus B2

partie dorsolatérale du raphé obscurus B4
noyau du raphé magnus B3

medulla ventrolatérale rostrale B3
noyau réticulaire paragigantocellulaire latéral B3
medulla ventrolatérale caudale B1
partie caudale du noyau du raphé médian B5
partie rostrale du noyau du raphé médian B8
partie caudale du noyau du raphé dorsal B6
partie rostrale principale du noyau du raphé dorsal B7
noyau caudal linéaire B8

noyau pontis oralis B8/B9
région supralemniscale B9

Figure 3 : Désignations anatomiques des groupes de cellules 5-HT dans le noyau du raphé
et dans la formation réticulaire du tronc cérébral ainsi que la classification
correspondante dans les groupes B, en accord avec Dahlstrom et Fiixe (d’apres Tork,
1990).
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Ces premiéres observations de Dahlstrom et Fuxe ont été complétées par d’autres
approches neuroanatomiques permettant une vision trés précise de l’innervation
sérotoninergique  cérébrale. Ainsi, des techniques de manipulations
pharmacologiques, par destruction des neurones monoaminergiques en utilisant la
5-6 dihydroxytryptamine, la 5-7 dihydroxytryptamine ou encore la p-
chloroamphétamine ont été utilisées (Daly et al., 1974 ; Bjorklund et al.,
1974). D’autres études ont utilisé des approches autoradiographiques avec de la 5-
HT tritiée ou de la réserpine tritiée (Wicklund and Bjorklund, 1980 ; Descarries et
al., 1982). Les techniques d’immunohistochimie utilisant des anticorps dirigés
contre la sérotonine, la tryptophane hydroxylase ou la décarboxylase des acides
aminés aromatiques comme marqueurs de la sérotonine ont également été utilisées
(Kohler and Steinbusch, 1982 ; Bendotti et al., 1990). Ces techniques ont permis de
confirmer que la grande majorité des corps cellulaires 5-HT se trouvent dans les
noyaux du raphé avec 50% des neurones a 5-HT chez le rat (Wiklund and Bjorklund,
1980 ; Descarries et al., 1982). Cette organisation sérotoninergique avec la
majorité des corps cellulaires 5-HT dans le noyau du raphé dorsal et une plus faible
quantité sur le tronc cérébral a également été mise en évidence chez d’autres
especes animales comme le chat (Wicklund et al., 1981), le cochon
d’Inde (Warembourg and Poulain, 1985), le lapin (Bjarkam et al., 1997), la souris
(Ishimura et al., 1988), le chien (Kojima, 1983), le singe (Azmitia and Gannon, 1986

pour revue) et, enfin, chez ’homme (Baker et al., 1990).

Il est a noter que des corps cellulaires 5-HT peuvent étre trouvés en dehors des
noyaux du raphé: dans la partie ventrocaudale du locus coeruleus, la partie
caudale du subcoeruleus, comme [’area postrema, dans la partie dorsomédiale du

noyau interpédonculaire ainsi que dans l’aire tegmentaire ventrale (Tork, 1990).

b) Les différentes projections

Il a été rapporté différentes projections axonales sérotoninergiques suivant
l"origine des corps cellulaires. Ces dernieres peuvent étre séparées en projections

ascendantes et en projections descendantes (Figure 4).
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cortex \ thalamus

hypothalamus .
lobe temporale
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noyaux du raphé o
tronc cérébral

Figure 4 : Les différentes voies de projections du systéme sérotoninergique. Projections
ascendantes a partir des noyaux du raphé dorsal et médian: lobe temporal,
hypothalamus, néocortex, ganglions de la base et thalamus. Projections descendantes a
partir du raphé caudal : cervelet et moélle épiniére.

(D’apres http://www.er.ugam.ca/nobel/d254000/ neurochimie.htm)

Les projections ascendantes

Les projections ascendantes proviennent principalement du noyau du raphé dorsal
et du noyau du raphé médian, différenciées en deux systémes distincts du point de
vue de leurs organisations topographiques, mais aussi de leurs caractéristiques
électrophysiologiques et morphologiques (Figure 5). Les régions innervées par les
voies ascendantes sont le systeme limbique (cortex préfrontal, cortex cingulaire,
cortex entorhinal, Uhippocampe, le noyau accumbens, le pallidum ventral,
’amygdale et ’hypothalamus antérieur), mais aussi les ganglions de la base et le
diencéphale (Tork, 1990). Des expériences combinant I’immunocytochimie de la 5-
HT avec un marquage antérograde de Phasoleus Vulgaris Leucoagglutinine (PHA-L)
montrent deux principaux types d’axones. L’un, plut6t fin, avec des varicosités

provenant du noyau du raphé dorsal (NRD) et l’autre, épais et sans varicosités,
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provenant du noyau du raphé médian (NRM) (Kosofsky and Molliver, 1987). Il est a
noter que les principales projections venant du NRM innervent ’hippocampe
dorsal, le septum médian et [’hypothalamus. Les axones provenant du NRD
projettent dans le striatum, |”’hippocampe ventral, ’amygdale et le septum latéral.
En ce qui concerne le cortex, si la plupart des aires corticales recoivent des
projections a la fois du NRM et du NRD, il y a cependant des différences régionales
dans le nombre de projections cellulaires de chaque noyau (Molliver, 1987). En plus
des projections décrites précédemment, les noyaux du raphé projettent des axones
collatéraux aux régions ayant une connectique avec leur fonction comme
’amygdale et U’hippocampe, ou encore la substance noire et le noyau caudé
putamen (Imai et al., 1986 ; Kohler and Steinbusch, 1982).

striatum

Fibres M
Fibres D

-épaisse, fibres non
varigueuses
-branches courtes et
minces

-Diffuses avec
profusion

-de branchement
-Petits boutons

fusiformes -synapses répétées
-contact synaptique et de grande
faible envergure

Figure 5 : Schéma représentant les différents types de projections ascendantes. Le noyau
du raphé médian projette des axones fins avec des varicosités (Fibres D). L’autre type de
projection provenant du noyau du raphé dorsal est composé d’axones épais non variqueux
(Fibres M). (D’apres Hensler 1999 ; Tork 1990)
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Les projections descendantes

Les projections descendantes proviennent de la partie caudale des noyaux du raphé
qui représentent 15% de la population neuronale sérotoninergique (Hornung, 2003
pour revue). Il y a beaucoup de projections sérotoninergiques dans la substance
grise de la moélle épiniere. La plus grande projection descendante trouvant son
origine dans le noyau du raphé magnus (B3) et la formation réticulée adjacente.
Elle projette dans la corne dorsale, particulierement vers la lamina | et dans une
proportion moindre dans la lamina Il. Les noyaux du raphé obscurus (B2) et du
raphé pallidus projettent vers les motoneurones de la lamina IX de la corne
ventrale. La derniére zone cible des projections sérotoninergiques descendantes
est la colonne dite ‘intermédiolatérale’ qui recoit des projections du noyau
réticulaire paragigantocellulaire, et de la médulleuse ventrolatérale rostrale (Tork,
1990). En plus de ces différentes projections ascendantes et descendantes, il a
aussi été décrit grace a une technique de marquage rétrograde (a la « peroxydase
de raifort » (Horseradish peroxydase, HRP)) que le noyau du raphé dorsal projette

dans le noyau du raphé médian (Hensler, 2006 pour revue).

44



Il) Les récepteurs sérotoninergiques

Peu avant les années 1960, les récepteurs sérotoninergiques ont tout d’abord été
classés par Gaddum et Picarelli en deux types: les récepteurs M et les récepteurs
D, nommeés ainsi car des expériences montraient que la réponse fonctionnelle dans
l’iléon de cobaye était bloquée par la morphine et le reste de 'activité était
inhibée par la dibenzyline (Gaddum and Picarelli, 1957). A partir de 1979, les
récepteurs furent dénommés 5-HT; et 5-HT, et discriminés par leurs affinités
respectives pour la sérotonine et pour ses premiers antagonistes (Peroutka and
Snyder, 1979). Au cours des années suivantes, des études ont permis de découvrir
jusqu’a seize types différents, regroupés en sept classes distinctes (5-HT1 a 5-HT7)
(Hoyer, 2002 ; Hannon and Hoyer, 2008 ; Filip and Bader, 2009 + IUPHAR Database

of Receptors and lons Channels, www.iuphar-db.org). Ces récepteurs sont tous des

récepteurs métabotropes liés a la protéine G, a ’exception du récepteur 5-HTs qui

est un récepteur-canal ionique ou ionotrope.

1) Les récepteurs ionotropes

Ils jouent a la fois le role de récepteur et de canal ionique. L’activation de ces
récepteurs se fait a la suite de la fixation du neurotransmetteur, provoquant son
ouverture et ainsi I’entrée massive de Na'. Cette entrée d’ions positifs crée une
dépolarisation de la membrane et ainsi une augmentation des décharges de ’influx

nerveux (Figure 6).

Figure 6: Schéma représentant les
récepteurs a canaux ioniques. 1 : Fixation
du neurotransmetteur. 2 : Ouverture du
canal ionique. 3: Entrée des ions.
(Source:www.neuropsychopathologie.fr)

@y
lons flow
| across membrane
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2) Les récepteurs métabotropes

Il est reconnu que 3 a 6 % des genes d’un organisme codent pour les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG), ce qui en fait ’'une des plus grandes familles de
protéines (Gershengorn and Osman, 2001 pour revue). Les récepteurs aux protéines
G ont pour la plupart une conformation spatiale proche de celle du récepteur de la
rhodopsine, cloné en 1984, et servant depuis de référence pour les études de
modélisation moléculaire (Palczewski, 2004). Ils possedent sept hélices alpha
transmembranaires avec trois boucles extracellulaires et trois boucles
intracellulaires. L’extrémité amino-terminale se trouve du c6té extracellulaire
tandis que Uextrémité carboxy-terminale se trouve du co6té intracellulaire.
L’activation de la protéine G peut se faire grace a différents effecteurs comme des
photons, des ions Ca®*, des stimuli sensoriels ou encore des molécules exogénes ou
endogénes. L’activation d’un récepteur a la protéine G par la liaison d’un effecteur
va entrainer un changement structurel du récepteur qui va devenir capable
d’activer la protéine G a son tour. L’entité « protéine G » est en fait le complexe
GDP lié du coté intracellulaire a trois sous-unités (alpha, béta, gamma). Lors de
l’échange du GDP par un GTP cytosolique, les sous-unités gamma et béta restent
fixées au récepteur tandis que U’élément alpha est libéré et est ainsi capable
d’activer des effecteurs (qui, pour la plupart, modulent la concentration
intracellulaire de seconds messagers comme U’AMPc, UIP3;, le DAG). En effet, les
protéines G sont connues comme étant les molécules de transduction du signal les

plus importantes.

Différentes sortes de protéines G existent et elles permettent de moduler la
concentration de seconds messagers de plusieurs manieres. Ainsi, il existe des
protéines Gs qui stimulent la production d’AMPc, alors que les protéines G
Uinhibent. Les protéines Gq interviennent sur la phospholipase C. La sous-unité
alpha contient une activité enzymatique qui hydrolyse le GTP en GDP ; elle devient
ainsi inactive et retourne se fixer sur le récepteur sur les sous-unités gamma et
béta avec le GDP. Le cycle de transduction du signal est terminé et le récepteur

est a nouveau prét a étre activé.
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Meurstransmiller
binding site

Figure 7 : Schéma représentant un récepteur

métabotropique. Chaque récepteur est composé de

sept domaines transmembranaires. Le coté

extracellulaire est en vert avec les sites de fixation

du neurotransmetteur. En rouge, du coté

intracellulaire, le site de fixation de la protéine G.
(Source : www.neuropsychopathologie.fr)

3) Les différentes sous-classes de récepteurs sérotoninergiques

Les récepteurs 5-HT; sont les récepteurs pour lesquels ont possede le plus
d’informations a l’heure actuelle. Ils sont divisés en cing sous unités : A, B, D, E et
F, et sont tous liés aux protéines G. Les récepteurs 5-HT; sont majoritairement liés
a la protéine Gy 0. Ils sont donc inhibiteurs de |’adénylate cyclase et leur activation
entraine une diminution de la concentration d’AMP cyclique intracellulaire (Hoyer,
2002). On peut remarquer qu’il n’y a pas de 5-HTyc. En effet, celui-ci a été reclassé
dans les récepteurs 5-HT, de part son homologie fonctionnelle et structurelle avec

ce sous-type de récepteur a la sérotonine (Hoyer and Martin, 1996 pour revue).
b) 5-HT>

Il existe trois sous-classes de 5-HT; : 5-HTa, 5-HT25 et 5-HT,c. Ces récepteurs sont
couplés a la protéine Gqo/Gq¢ qui a pour role d’activer la phospholipase C (PLC). La
PLC activée catalyse l’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PiP2) en
inositol-1, 4, 5-phosphate (IP3) et diacylglycérol. Les IP3 ont pour réole d’augmenter

la concentration intracellulaire de calcium et le diacylglycérol active la protéine
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kinase C (PKC). Ces récepteurs sont aussi liés a la protéine Giz/13, connue pour
avoir un role dans les changements structurels des cellules (Hannon and Hoyer,
2008). Le récepteur 5-HT,4 correspond au récepteur D décrit en 1957 par Gaddum
et Picarelli (Gaddum and Picarelli, 1957). En ce qui concerne le 5-HT3s, il était
autrefois appelé 5-HT2r de part sa localisation dans le fundus de ’estomac de rat
(Cox and Cohen, 1996). Enfin, le 5-HT,c est ’ancien 5-HTic qui a été reclassé

depuis par UIUPHAR (Database of Receptors and lons Channels).

Le récepteur 5-HTs; est l'unique récepteur a canal ionique. Il correspond au
récepteur M décrit par Gaddum et Picarelli en 1957 (Gaddum and Picarelli, 1957)
et existe en cing sous-classes : 5-HT3a, 5-HT3g, 5-HT3c, 5-HT3p et 5-HT3e. Les trois
derniers sont uniquement retrouvés chez ’humain. Le récepteur 5-HT; étant un
récepteur canal, son ouverture provoque l’entrée rapide de Na" et de Ca?" ainsi
qu’une sortie de K" ce qui provoque une dépolarisation neuronale rapide entrainant

l’excitation de certaines régions.

......

cochon d’inde (Bockaert et al., 1992), le rat (Clarke et al., 1989) avant d’étre
clonés en 1994 (Gerald et al., 1995). Ce récepteur a sept isoformes variant pour
leur partie C terminale. Ces isoformes sont nommeées : 5-HT4a, 5-HT4s, 5-HT4c, 5-
HT4p, 5-HT4, 5-HT4r, 5-HT4c, 5-HT4. Une forme supplémentaire avec une insertion
de quatorze acides aminés dans la seconde boucle extracellulaire a également été
proposée (Bender et al., 2000). La famille du récepteur 5-HT, est liée positivement
a la protéine Gs ce qui provoque l’activation de ’adénylate cyclase et donc

’augmentation de la concentration d’AMP cyclique.
e) 3-HTs

Il existe deux groupes de 5-HTs: les 5-HTsy et 5-HTsg. Les récepteurs 5-HTs
semblent étre couplés négativement a l’adenylate cyclase et donc induisent
préférentiellement une inhibition de la production d’AMP cyclique stimulée par la
forskoline (Filip and Bader, 2009).
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f) 5-HTe

Les récepteurs 5-HTy ont été clonés en 1993 (Monsma et al., 1993 ; Ruat et al.,
1993a). Ils existent sous deux formes car le gene contient deux introns, mais
aucune différence pharmacologique n’existe entre les deux variants. Comme les
récepteurs 5-HT4, les récepteurs 5-HTs sont couplés positivement a la protéine Gs
et activent donc la formation d’AMP cyclique grace a l’augmentation de ’activité

de l’adenylate cyclase.

Les récepteurs 5-HT7 ont été les derniers découverts (Bard et al., 1993 ; Plassat et
al., 1993 ; Lovenberg et al., 1993 ; Shen et al., 1993 ; Ruat et al., 1993b;
Meyerhof et al., 1993). Ils existent sous quatre formes distinctes (5-HT7a, 5-HT7s,
5-HT7c, 5-HT7p) qui different dans leur terminaison carboxyle mais qui n’ont pas
actuellement de différence pharmacologique notable (Heidman et al., 1997). Les
variants A et B existent a la fois chez le rat et chez ’homme, tandis que les
variants C et D sont respectivement spécifiques du rat et de ’homme. Tout comme
les récepteurs 5-HT,4 et 5-HT,, les récepteurs 5-HT7 sont couplés positivement a la

protéine Gs.

Apres avoir parcouru [’ensemble des récepteurs sérotoninergiques, nous allons
nous intéresser plus spécifiquement aux récepteurs de la famille 5-HT4 et aux

récepteurs de la famille 5-HT;, objets de nos travaux.

4) Les récepteurs 5-HT 1,

Le récepteur 5-HTs est le plus étudié des récepteurs a la 5-HT. En effet, les
premiéres études ont eu lieu dans le début des années 80 avec la découverte des
sites de liaisons des récepteurs 5-HT14 grace a 'emploi de 5-HT tritiée (Pedigo et
al., 1981 ; Middlemiss and Forzard, 1983). Par la suite, la synthese et la
caractérisation du premier agoniste spécifique des récepteurs 5-HT14, le 8-OHDPAT,

(Arvidsson et al., 1981) puis son radiomarquage au tritium ont permis de faire les
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premiéres études de localisation du récepteur 5-HTqs (Gozlan et al., 1983 ; Hamon

et al., 1990 pour revue).

a) Structure moléculaire du récepteur 5-HT s

Le récepteur 5-HT1, a été le premier des récepteurs a la sérotonine entiérement
cloné et séquencé (Fargin et al., 1988 ; Albert et al., 1990). Il posséde 50 %
d’homologie avec le récepteur béta 2-adrénergique au niveau de son domaine
transmembranaire (Kobilka et al., 1987). Sa structure confirme son appartenance a
la famille des récepteurs couplés a la protéine G (Figure 8). En effet, il a une
structure tertiaire composée de sept domaines transmembranaires (Hoyer et al.,
1994) présentant un site de glycosylation dans la partie extracellulaire amino
terminale et un site de phosphorylation pour la PKC sur les 2°™ et 3°™ boucles
intracellulaires. Ce géne, de type « intronless », a été localisé sur le chromosome
13 chez la souris et sur le chromosome 5 chez I’lhomme (5q11.2-q13). Le récepteur
est composé de 421 acides aminés chez ’homme et de 422 acides aminés chez le

rat, ce qui leur confére une homologie de 89%.
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Figure 8 : Représentation topographique en 2D du récepteur humain 5-HT;, (d’apres
Raymond et al., 1999). Chaque cercle représente un acide aminé. La numérotation des
acides aminés commence a partir de la méthionine initiatrice. L'extrémité « amino » est
face a l'espace extracellulaire, et l'extrémité « carboxyle » fait face au cytoplasme. Sept
troncons transmembranaires, composés chacun de 820 + 26 acides aminés hydrophobes,
sont reliés par trois boucles extracellulaires (appelée E1, E2 et E3) et trois boucles
intracellulaires (appelé i1, i2 et i3). Il y a trois sites potentiels de N-glycosylation sur
l'extrémité amino-terminale. La Ser199 (en TM5) est importante pour la liaison de la 5-
HT. L’Asn200 (en TM5) est importante tant pour les liaisons des agonistes et des
antagonistes. L’Asp386 (en TM7) joue un rble dans la liaison sélective du pindolol. La
Ser393 et la Ser396 (également dans TM7) sont importantes pour la fixation des agonistes.
Les domaines intracellulaires contiennent des sites qui sont importants pour la mise en
contact des protéines G en particulier l'ensemble de la boucle i2 et l'extrémité carboxy
terminale de la boucle i3 (cercles gris). Les sites potentiellement impliqués dans la
phosphorylation par la PKA et la PKC sont représentés par des cercles noirs.

b) Distribution régionale et localisation subcellulaire du récepteur 5-HT1a

La cartographie des récepteurs 5-HTq, a été faite dans un premier temps grace a
des techniques d’autoradiographie in vitro faisant intervenir le [*H]8-OHDPAT
(Gozlan et al., 1983 ; Hall et al., 1985), seul radioligand spécifique de l’époque.
Ensuite, d’autres radioligands tels que U’[*H]ipsaspirone (Dompert et al., 1985), le
[*H]méthyl-urapidil (Laporte et al., 1991) ou encore le [*HJWAY100635 (Gozlan et

al., 1988) ont été utilisés avec succes. Des ligands marqués a l'iode, tel que le

51



['2°IJMPPI, ont complété la série peu aprés (Kung et al., 1994). En 1997, une équipe
a étudié la localisation des récepteurs 5-HTs sur des coupes de cerveau humain
post-mortem en comparant la liaison du [*H]WAY100635 et celle du
["'C]WAY100635 utilisable en imagerie in vivo (Hall et al., 1997). L’ensemble de ces
études autoradiographiques chez l’animal et ’homme montrent une grande densité
de récepteurs 5-HT4 dans le gyrus denté et ’aire CA; de la corne d’Ammon de
’hippocampe, mais également dans le septum latéral, le cortex frontal et
entorhinal et, enfin, dans le noyau du raphé dorsal et médian. Des sites de liaison
de densité moindre sont trouvés dans certains noyaux thalamiques et
hypothalamiques. Enfin, des régions comme le striatum, la substance noire et le
cervelet sont quasiment dépourvus de récepteurs 5-HTq4 (Lanfumey and Hamon,
2000).

Pour compléter ces données liées ’expression protéique des 5-HTis, des études
d’hybridation in situ avec différentes sondes sélectives marquées au [**P] ont été
réalisées pour étudier la distribution de 'ARNm des récepteurs 5-HTqs (Chalmers
and Watson, 1991 ; Miquel et al.,1991 ; Pompeiano et al., 1992). Ces sondes
correspondent a des parties hautement sélectives de la 3°™ houcle intracellulaire
et de la partie amino-terminale de la séquence peptidique. Ces études ont montré
que UARNm du récepteur 5-HTq, était localisé dans les mémes régions que celles
qui comportent son expression protéique. Les récepteurs 5-HT{, ne sont donc pas
transportés loin de leur lieu de synthese et sont adressés dans le compartiment
somatodendritique du neurone. Les récepteurs 5-HTq, sont localisés a la fois au
niveau postsynaptique de neurones 5-HT dans les régions du prosencéphale et sur
les neurones 5-HT, eux-mémes dans les somas et dendrites du mésencephale et des

noyaux du raphé (Kia et al., 1996).

La distribution subcellulaire des récepteurs 5-HT, n’étant pas accessible avec les
techniques citées précédemment, des anticorps polyclonaux spécifiques des 5-HT 14
ont été produits chez le lapin (El Mestikawy et al., 1990). Ces derniers sont dirigés
contre une portion de la 3™ poucle intracellulaire de la protéine de rat. Ils ont
permis d’observer 'immunoréactivité des récepteurs 5-HT{x a un niveau
microscopique subcellulaire dans le cerveau de rat adulte (Kia et al., 1996 a,b).

Les plus hautes densités d’immunomarquage ont été trouvées dans le systeme

52



limbique (septum latéral, aire CA; de la corne d’Ammon et gyrus denté), dans le
cortex frontal et entorhinal, dans le noyau du raphé antérieur et le noyau
interpedonculaire. Cette distribution est en accord avec les expériences
d’autoradiographie et d’hybridation in situ citées précédemment (Kia et al.,
1996 a,b ; Marcinkiewicz et al., 1984). Des études de double immunomarquage
avec un anticorps anti-récepteur 5-HTi4 et anti-5-HT montrent que dans le raphé
dorsal et médian, les cellules marquées avec l’anti-5-HT;s sont des neurones
sérotoninergiques (Sotelo et al., 1990). Plus récemment, des études combinant la
microscopie électronique et l’immunocytochimie ont permis d’observer dans le
NRD que l’immunoréactivité des récepteurs 5-HT, se situait dans les somas et les
dendrites. Pour U’hippocampe, ce sont les somas et les dendrites des cellules
pyramidales de l’aire CA; ainsi que des cellules granulaires qui montrent une

immunoréactivité aux récepteurs 5-HT4 (Riad et al., 2001).

Figure 9 : Immunoautoradiographie de la distribution du récepteur 5-HT;, dans le cerveau
de rat. (coupe frontale de 20um). Les coupes ont été incubées en présence d’anticorps
dirigé contre la 3°™ boucle cytoplasmique de récepteur 5-HTqs. Les structures
radiomarquées ont été révelées avec la protéine marquée au soufre 35. Légende: CC:
cortex calleux, S : septum, CN: noyau caudé, CA1: cellules pyramidales de la corne
d’Ammon, DG : gyrus denté, MRN : noyau du raphé médian, DRN : noyau du raphé dorsal.
(D’aprés El Mestikawi et al., 1991).

c) Propriétés fonctionnelles et pharmacologiques du récepteur 5-HT 4

Les récepteurs 5-HTix sont couplés négativement a la protéine G par
Uintermédiaire des protéines G,/G, qui inhibent U’activité de ’adenylyl cyclase
préalablement stimulée par la forskoline. Ils sont aussi impliqués dans des
changements de perméabilité membranaire. Dans le cortex cérébral, les récepteurs
5-HT1a interagissent également avec les protéines GaO et Gai3. Pour I’hippocampe,
ils interagissent d’avantage avec les protéines Gai3, alors que, dans le raphé

antérieur, il n’y a que les protéines Gai3 qui sont sollicitées (Mannoury la Cour et
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al., 2006). Au niveau du NRD et de I’hippocampe, ’activation des récepteurs 5-
HT:.» permet U'ouverture de canaux potassiques, ce qui engendre a la fois une
hyperpolarisation membranaire mais aussi une diminution de la résistance de la

membrane (Cossery et al., 1987).

L’activation des autorécepteurs 5-HTix situés sur les corps cellulaires
sérotoninergiques du NRD, entraine une diminution de [’activité des neurones
sérotoninergiques et donc de la libération du neurotransmetteur. Ils agissent par un
rétrocontrole sur la libération de la 5-HT. Les récepteurs 5-HT{s sont également
situés de maniére postsynaptique sur les corps cellulaires de neurones non
sérotoninergiques, appelés « hétérorécepteurs », et ont des effets qui miment ceux

de la sérotonine (Lanfumey and Hamon, 2004).

D’un point de vue pharmacologique, les récepteurs 5-HTs, comme la plupart des
récepteurs couplés aux protéines G, existent sous deux conformations: une
conformation a haute affinité et une conformation a basse affinité, en fonction de
leur liaison a la 5-HT (Emerit et al., 1990 ; Kobilka, 1992 pour revue). Les agonistes
endogénes ou exogenes se fixent de maniere préférentielle aux récepteurs a haute
affinité considérés comme fonctionnels. Les antagonistes se fixent de maniere
indifférente sur les deux conformations. Cette fixation différente entre agoniste et
antagoniste a pu étre observée dans une étude d’autoradiographie in vitro utilisant
le [PHJWAY100635 et le [*H]8-OHDPAT et permettant ainsi de voir la densité de
liaison des récepteurs. Cette densité dans ’aire CA; de ’hippocampe (région riche
en récepteurs 5-HT;4) est de 314 fmol/mg de tissu pour le [*H]WAY100635 et de
196 fmol/mg de tissu pour le [*H]8-OHDPAT (Burnet et al., 1997). Plusieurs
agonistes et antagonistes des récepteurs 5-HT, sont apparus au fur et a mesure
des années. Dans les années 1980, le 8-OHDPAT, de la famille des aminotétralines,
a été synthétisé et caractérisé comme agoniste des récepteurs 5-HTq, avec un Ki de
0,7nM vis-a-vis des récepteurs 5-HTix (Nénonéné et al., 1994). Plusieurs autres
agonistes de la méme famille chimique ont été découverts, comme le 8-OHPIPAT
(Zhuang et al., 1993). Cependant, quelques années plus tard, il a été montré que
le 8-OHDPAT, longtemps considéré comme un agoniste spécifique, avait aussi une
affinité pour les récepteurs 5-HT; avec un Ki de 35-52nM (Sheng et al.,1993;
Lovenberg et al., 1993 ; Pauwels and Colpaert, 2003).

54



D’autres familles chimiques ont été explorées, comme la famille des pipérazines et
des indoles. Des molécules comme la BP 554, le S14506 pour les pipérazines ou
encore [’U92016A pour les indoles montrent une activité d’agoniste « total » vis-a-
vis des récepteurs 5-HT1 (Malgorzata and Bader, 2009). Des molécules développées
ultérieurement pour leurs propriétés anxiolytiques, telles que la buspirone,
l’ipsasirone ou encore la gespirone, montrent des activités d’agonistes « partiels »
(Malgorzata and Bader, 2009). D’autres molécules de la famille des pipérazines
comme le P-MPPI, le WAY100635, le WAY101405 ou encore le MPPF, montrent une
bonne pénétration du systeme nerveux central et ont des propriétés antagonistes

vis-a-vis des récepteurs 5-HT1 (Hoyer et al., 2002).

A Uheure actuelle, des études sont toujours en cours pour synthétiser et
caractériser des molécules ayant la meilleure affinité possible pour les récepteurs
5-HT1a et une tres bonne spécificité. Une équipe de recherche du département de
neurobiologie des laboratoires Pierre Fabre (Castres) a synthétisé récemment des
molécules de la famille des pipéridines montrant une tres bonne affinité pour les
récepteurs 5-HTq, et une meilleure sélectivité que le 8-OHDPAT. Il s’agit, entre
autres, du F13714 qui a un Ki de 0,01-0,05nM pour les 5-HT4 (Vacher et al., 1998 ;
1999 ; Newman-Tancredi et al., 2009) et du F15599 qui a un Ki de 2,24 nM (Maurel

et al., 2007), et dont nous parlerons ultérieurement.

5) Les Récepteurs 5-HT;

Parmi ’ensemble des récepteurs de la sérotonine, les récepteurs 5-HT7 ont été les
derniers récepteurs a avoir été découverts. Dans un premier temps, ils ont été
appelés 5-HT1a.iike, du fait de certaines similitudes avec les récepteurs 5-HT4 mais
des études ultérieures de distribution cellulaire et de transduction du signal ont
permis de les différencier. Il est a noter que |’étude de ces récepteurs a pu se faire
de maniere plus rapide que celle des 5-HTqs, du fait du nombre important de

techniques disponibles lors de leur découverte.
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a) Structure du récepteur 5-HT7

Le récepteur 5-HT; a été cloné et séquencé en 1993 par différentes équipes
indépendantes, grace a un criblage utilisant comme sondes des oligonucléotides
dérivant du géne du récepteur a la sérotonine chez la drosophile (5-HTgr01) OU du
gene de la substance P, tant chez la souris (Plassat et al., 1993), que chez le rat
(Lovenberg et al., 1993 ; Ruat et al., 1993 ; Meyerhof et al., 1993 ; Shen et al.,
1993) et chez I’humain (Bard et al., 1993). Le gene du récepteur 5-HT; possede
deux introns et est localisé sur le chromosome 10 humain (10g21 -q24 ; Gelernter
et al., 1995). Le 1°" intron a été observé chez ’homme et le rat dans la région de
la seconde boucle intracellulaire du récepteur 5-HT; (Bard et al., 1993 ; Ruat et
al., 1993 ; Shen et al., 1993). L’équipe de Ruat a localisé la seconde région
intronique dans une partie du gene correspondant a la terminaison carboxyle
extracellulaire (Heidmann et al., 1997). Le récepteur est long de 445 acides
aminés, sans les épissages alternatifs (Figure 11). Cependant, ’équipe de
Lovenberg a publié une séquence d’ADN¢ qui différe de cing paires de bases dans le
second intron par rapport aux autres équipes (Lovenberg et al., 1993). La présence
d’intron dans le gene a suggéré la possibilité d’épissage alternatif du gene et donc
de production potentielle d’isoformes. L’équipe de Heidmann et al. (1993) a étudié
ce phénomeéne et a proposé quatre isoformes du gene du récepteur 5-HT7 au niveau
de la terminaison carboxyle terminale. Les quatre isoformes sont appelées 5-HT7,,
5-HT7s, 5-HT7c et 5-HTzp. Il est a noter que seuls les 5-HT7x, 5-HTz et 5-HT7c sont
présentes chez le rat. L’isoforme 5-HT7c n’est pas présente chez ’homme, mais
celui-ci possede une isoforme supplémentaire, 5-HTsp, qui est présente
majoritairement dans la rate (Heidmann et al., 1997). Ce récepteur est tres peu
similaire aux autres récepteurs de la sérotonine, avec environ 50% d’homologie,

par contre, il présente une tres forte homologie interespece d’environ 95%.
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Figure 11 : Représentation topographique en 2D du récepteur 5-HT; et de ses isoformes
(d’aprés Vanhoenacker et al, 2000). Chaque cercle représente un acide aminé. La
numération des acides aminés commence a partir de la méthionine initiatrice.
L’extrémité amino fait face a ’espace extracellulaire, et [’extrémité carboxyle fait face
au cytoplasme. Pour toutes les especes, les introns sont situés dans le codon pour la
leucine, ou les séquences prévues divergent. Aucun des sites de phosphorylation n’a été
trouvé dans les extrémités C du rat et des variants d’épissage de [’homme 5-HT; (a) et 5-
HT; (c). Cependant, deux sites potentiels de phosphorylation ont été trouvés dans la
séquence protéique déduite de [’isoforme humaine 5-HT; (d). Le site de la protéine kinase
C est indiqué par un astérisque et le site de la caséine kinase Il est indiqué par une croix.

b) Distribution cellulaire du récepteur 5-HT7

La localisation de ’ARNm du récepteur 5-HT7 a été réalisée grace a des techniques
de Northern Blot, d’hybridation in situ ou encore de PCR avec transcriptases
inverses. Les études de Northern Blot chez le rat ont révélé deux ARNm, de 3,9kb
et de 3,1kb, respectivement (Ruat et al., 1993), localisés de maniere préférentielle
dans le thalamus, ’hypothalamus, le tronc cérébral, ’hippocampe et, a un niveau
moindre, dans ’estomac et U’iléon. Les études d’hybridation in situ (réalisées avec
de UARN sens et antisens marqué au soufre 35) montrent une distribution assez

hétérogene dans le cerveau (Figure 12). Les niveaux les plus denses sont situés
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dans le cortex rétrospinal, !’hippocampe, la tenia tecta, le gyrus supracalleux,
’hypothalamus postérieur, mais aussi le noyau amygdaloide médian, le noyau
paraventriculaire du thalamus, la couche des cellules de Purkinje du cervelet, le
noyau pontique des noyaux du raphé et, enfin, dans le colliculus supérieur (Ruat et
al., 1993 ; Neumaier et al., 2001). Les récepteurs 5-HT; sont aussi retrouvés en
plus faible quantité dans le systeme périphérique, dans le foie, le pancréas, la rate
et les reins. Cependant, de fortes quantités d’ARNm sont retrouvées dans l’artére
coronarienne et le tractus gastro-intestinal (colon, estomac, iléon) supposant une
action du récepteur dans la relaxation des muscles lisses (Ruat et al., 1993). Des
études d’immunocytochimie, ainsi que de stimulation de U’expression de C-Fos,

confirment les distributions des ARNm (Neumaier JF et al., 2001).

Figure 12 : Comparaisons entre la visualisation par hybridation in situ de [’ARNm des
récepteurs 5-HT; (colonne de gauche) et la visualisation par immunocytochimie des
protéines 5-HT; (colonne de droite) (X10) (d’aprés Neumaier et al., 2001). On peut voir
une forte similitude entre la distribution de [’ARN,, et ’immunoréactivité de 5-HT, bien
que, dans quelques régions, la protéine du récepteur apparait en plus forte densité par
exemple dans [’hippocampe. (amyg : amygdale. av : noyau thalamic anteroventral. atn :
noyau thalamique paraventriculaire. pvp : noyau paraventriculaire posterieur. rc : cortex
retrospinal. scn : noyau suprachiasmatique. str : striatum. tt : tenia tecta.)
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Des études autoradiographiques cherchant a confirmer la distribution des
récepteurs 5-HT7; ont été réalisées avec différents ligands tritiés tels que la
[*H]mésulergine, le [*H]SB269970, la [*H]5-CT et la [*H]5-HT (Sleight et al., 1995 ;
Stowe and Barnes, 1998 ; Thomas et al., 2000 ; Varnas et al., 2004 ; Martin-Cora
and Pazos, 2004). Cependant, les récepteurs 5-HT; ayant été les derniers
récepteurs de la sérotonine découvert, peu de radioligands spécifiques existent. En
effet, la plupart des molécules tritiées présentent une affinité pour les récepteurs
5-HT; mais également pour les récepteurs 5-HTin et 5-HT. 1L est donc
indispensable d’utiliser des composés non marqués en compétition comme le
pindolol (ayant une affinité pour les récepteurs 5-HT1 et 5-HT4g) afin de révéler le
signal autoradiographique lié aux récepteurs 5-HT7; (Stowe and Barnes, 1998). La
méme technique a été utilisée avec la mésulergine tritiée qui, elle aussi, n’est pas
sélective des récepteurs 5-HT; et a laquelle il a été necessaire d’ajouter du
raclopride et du DOl (1-(2,5-diméthoxy-4-iodophényl)-2-aminopropane) afin
« d’effacer » la contribution des récepteurs D, et des récepteurs 5-HT, (Martin-
Cora and Pazos, 2004). Grace a ces techniques, on a pu observer la localisation des
récepteurs 5-HT; dans le noyau caudé et le putamen, la couche de cellules
pyramidales de ’aire CA; de U’hippocampe mais aussi dans le noyau thalamus
médian et du noyau du raphé dorsal. Le gyrus denté de !’hippocampe, ainsi que le
cortex frontal, le noyau subthalamique et le colliculus supérieur montrent des

densités de liaisons moins importantes.

A la suite de ces expériences initiales d’autoradiographie avec des ligands peu
spécifiques, des molécules ayant une forte affinité, et surtout une meilleure
spécificité pour les récepteurs 5-HT7, ont été proposées. Ainsi, en 2004, ’équipe
de Varnas a réalisé des expériences d’autoradiographie en utilisant le SB269970
tritié (Varnas et al., 2004). Les structures marquées avec ce radiotraceur ont été
en accord avec les études précédentes, avec un « binding » marqué dans le
thalamus antérieur et le gyrus denté et un marquage un peu plus faible pour
’hypothalamus, le gyrus cingulaire antérieur, ’hippocampe, ’amygdale et certains
noyaux du tronc cérébral. Au niveau périphérique, les récepteurs 5-HT; sont
exprimés dans les muscles lisses non vasculaires (Ulmer et al., 1995 ; Carter et al.,
1995). De plus, les récepteurs 5-HT7; ont une densité moins importante que les

récepteurs 5-HTqa. En effet, des études d’autoradiographie in vitro avec le
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[*H]SB269970 ont montré que le Bmax dans la membrane de cerveau humain est de
68 fmoles/mg proteine-1 (Thomas et al., 2002), alors que des expériences
similaires pour les récepteurs 5-HT1, avec le [PH]WAY100635 révélent un Bmax de

314 fmoles/mg de tissus pour l’aire CA1 de U’hippocampe (Burnet et al., 1997).

Figure 13 : Localisation des transcripts du géne des récepteurs 5-HT, dans des sections
frontales du cerveau de rat en hybridation in situ (d’aprés Ruat et al., 1993). Les sondes
ARN antisens marquées au souffre 35 A et B non sens ou sens (B) correspondent a des
parties C-amino terminal. (CA;.;: couche de la corne d’Ammon. DG : gyrus denté. IG :
indusium griseum ou gyrus supracalleux. MB : corps mammilaire. RS : cortex retrospinal.
TT : ténia tecta).

c) Propriétés fonctionnelles et pharmacologiques du récepteur 5-HT7

Le récepteur 5-HT; fait partie de la super-famille des récepteurs couplés aux
protéines G et est couplé de maniere positive a [’adenylate cyclase par
'intermédiaire d’une protéine Gs alpha qui stimule sa production. Il n’y a, ni
inhibition de l’adenylate cyclase, ni activation de la PLC. Comparativement aux
autres récepteurs de la famille 5-HT liés a la Gs, tels que les 5-HT4 et les 5-HTs, il a
peu d’homologie pour la séquence en acides aminés. En effet, le domaine
transmembranaire possede respectivement 39% et 46% d’homologie avec les
récepteurs R 5-HTs et R 5-HT4 (Vanhoenacker et al., 2000). Il est a relever que chez
’espece humaine, le 5-HT7p se couple moins efficacement que les isoformes A et B
pour l'activation de l’adénylate cyclase. L’activation des récepteurs 5-HT;x dans
les cellules HEK293 stimule les isoformes de l’adenylate cyclase 1 et 8 insensibles a
la Gs et U'isoforme 5, qui elle, est sensible. La sérotonine module la concentration

d’AMP cyclique dans certaines régions du cerveau contenant des récepteurs 5-HT;
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en mobilisant le calcium intracellulaire apres ’activation des récepteurs 5-HT7a
(Barnes and Sharp, 1999). Enfin, il est important de noter qu’a ce stade des
connaissances, il n’y a aucune différence, tant pour la pharmacologie que pour la
transduction du signal et pour la distribution cellulaire dans toutes les isoformes
(Jasper et al., 1997 ; Heidmann et al., 1998).

D’un point de vue pharmacologique, il n’existe pas encore d’agoniste spécifique
des récepteurs 5-HT;. La 5-carboxytryptamine (5-CT) a bien des propriétés
d’agoniste 5-HT; mais elles sont non spécifiques (Thomas et al., 1999). Il y a
d’avantage d’outils pharmacologiques 5-HT; qui ont des propriétés antagonistes.
Ainsi, des molécules décrites pour leurs propriétés hallucinogénes (tel que le LSD),
ou antipsychotiques (telles que la rispéridone, la clozapine) ou antidépressives
(telle que U’amitriptyline) sont des antagonistes des récepteurs 5-HT; (mais de
maniere non spécifique). Il y a donc eu nécessité de développer des molécules plus

spécifiques pour |’étude pharmaceutique des récepteurs 5-HT.

Le SB258719 a été le premier dérivé sulfonylé synthétisé, décrit initiallement avec
des propriétés antagonistes (Forbes et al., 1998). Cependant, il s’est avéré
agoniste inverse pour le récepteur 5-HT7; (Mahé et al., 2004). Ce composé est 100
fois plus affin pour les récepteurs 5-HT; que pour les autres récepteurs
sérotoninergiques, avec un pKi de 7,5 (Forbes et al., 1998). D’autres molécules
dérivées de tétrahydrobenzendoles ont été évaluées, tels que le DR4004, un
antagoniste présentant une bonne affinité et sélectivité pour les 5-HT7, avec un pki
de 8,67 (Kikuchi et al., 1999).

Un autre groupe de recherche a proposé des dérivés des pyrroles, dont le
SB269970, (un pKi de 8,9 vis-a-vis des 5-HT7) est le chef de file (Lovell et al.,
2000). Ainsi, le SB269970 (distribué par Sigma-Aldrich) est a U’heure actuelle le
ligand le plus utilisé pour caractériser les récepteurs 5-HT;. Cependant, si le
SB269970 a initialement été considéré comme un antagoniste pur, une étude a
montré qu’il avait des propriétés d’agoniste inverse, tout comme le SB258741 ou
encore le SB258719 (Mahé et al., 2004). Pour rappel, un agoniste inverse est une
molécule qui se fixe sur un site différent de ’agoniste mais qui crée un
changement de conformation empéchant la fixation de l’agoniste. Il y a donc une

différence de mécanisme de liaison avec un antagoniste pur qui se fixe sur le
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méme site que ’agoniste. Si les effets d’un antagoniste et d’un agoniste inverse
peuvent étres identiques d’un point de vue fonctionnel, il s’agit bien de deux

mécanismes moléculaires distincts.

En 2009, une nouvelle série de ligands 5-HT; a été synthétisée a partir de
modifications du pharmacophore du récepteur 5-HT; (Lopez-Rodiguez et al., 2003).
Il est a noter que beaucoup de molécules développées présentes des affinités de
liaisons proches pour les récepteurs 5-HT7 et pour les récepteurs 5-HT4 (Médina et
al., 2009). L’exemple le plus connu est le 8-OHDPAT, longtemps « agoniste de
référence » des récepteurs 5-HT{, mais qui a aussi une bonne affinité pour les
récepteurs 5-HT (Sprouse et al., 2004 ; Hedlund and Sutcliffe, 2004 ).

Tres récemment, le LP-211 a été proposé comme molécule agoniste des récepteurs

5-HT7, montrant une bonne pénétration cérébrale (Hedlund et al., 2010).

6) Les récepteurs 5-HT, et 5-HT; comme cibles thérapeutiques

a) Les récepteurs 5-HTa

Comme il a été précisé précédemment, les récepteurs 5-HT4 sont situés dans le
gyrus denté, ’aire CA1 de ’hippocampe, le septum latéral, les cortex frontal et
enthorinal mais aussi dans le noyau du raphé dorsal. Le thalamus et |’hypothalamus
contiennent également des récepteurs, mais en quantités moins importantes. Cette
distribution cérébrale des 5-HTi, suggere une implication dans les troubles de
”humeur, mais aussi dans la régulation de la température corporelle. Le sommeil,
la neurogenese, la mémoire et les réponses neuroendocrines sont aussi modulés
sous l’action des récepteurs 5-HTqa. Au plan périphérique, les récepteurs 5-HTia
agissent aussi dans la régulation du systéeme cardiovasculaire (Nalivaiko and Sgoifo,
2009). Des auteurs mentionnent également l'implication des récepteurs 5-HTia
dans des pathologies comme U’Alzheimer, la schizophrénie ou la dépression, grace
aux études d’imagerie TEP des récepteurs 5-HTq4 chez les patients en comparaison

avec des sujets sains (Borg et al., 2008).
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@ Role dans 'anxiété

Des études d’invalidation du gene des récepteurs 5-HT 4 ont permis de voir que les
récepteurs 5-HT1, étaient bien impliqués dans la régulation de ’humeur. Les souris
KO 5-HT44 présentent une augmentation de ’anxiété (Heisler et al., 1998 ; Parks et
al., 1998 ; Ramboz et al., 1998) et ne répondent pas au traitement antidépresseur
avec les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (Santarelli et al.,
2003). Il est a noter que la surexpression des récepteurs 5-HTs dans le début du
développement réduit ’anxiété (Kusserow et al., 2004). Chez les souris KO 5-HT1,,
’expression du récepteur 5-HTin au cours des premiers mois maintient le
phénotype anxieux ce qui suggerent que les récepteurs 5-HT1A post synaptiques
sont essentiel dans le maintien du phénotype anxieux (Albert et Le Francois, 2010).
Dans une autres experience, des souris obtenues avec une surexpression de 30% de
leurs autorécepteurs 5-HTs4 du noyau du Raphé, affichent une diminution de la
décharge des neurones sérotoninergiques, ainsi qu’une diminution du relargarge de
la sérotonine, ce qui s’accompagne d’une augmentation du comportement
dépressif. Cette augmentation n’a aucun effet au niveau de l’anxiété (Richardson-
Jones et al., 2010). Cela confirme que ce sont les récepteurs postsynaptiques 5-
HT:ia qui sont cruciaux dans les troubles de l’anxiété, constituant une cible
thérapeutique de prédilection avec le developpement de ligand 5-HT pour traiter
’anxiété. Ainsi, le buspirone, appartenant a la famille des azapirones, a été [’'un
des premiers ligands 5-HTqs pour traiter ’anxiété. Ce sont des agents psychoactifs

qui ont des effets anxiolytiques.
@ Role dans la schizophrénie

Les récepteurs 5-HT4 ont été étudiés dans le cadre de la schizophrénie (Bantick et
al., 2001). Ainsi, des études d’autoradiographies, réalisées sur des prélevements
post-mortem de cortex préfrontal et d’hippocampe, ont montré une densité de
récepteur 5-HTq4 plus élevée chez les patients schizophrenes en comparaison avec
des cerveaux de sujets sains (Burnet et al., 1996, 1997). De plus, les récepteurs 5-
HT:a sont régulés de maniere positive dans des modeles animaux de schizophrénie
basés sur ’administration d’antagonistes non compétitifs des récepteurs NMDA
(Wedzony et al., 1997). De plus, il est décrit que les agonistes des récepteurs 5-

HT:» augmentent la libération de dopamine dans le cortex préfrontal. Ces constats
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permettent d’imaginer que de telles drogues peuvent atténuer les hypofrontalités
métaboliques et la diminution de la transmission dopaminergique observées au
niveau cortical chez le patient schizophrene (Weinberger et al., 2001). De la méme
maniere, les agonistes 5-HTx diminuent I’effet comportemental et neurochimique
induit par U"amphétamine (connue pour induire une hyperactivité du systéeme
dopaminergique subcortical et qui a été utilisée comme modeéele pharmacologique
de schizophrénie). L’utilisation d’antagonistes a aussi des effets dans la
schizophrénie. Ainsi, les antagonistes 5-HTix peuvent réduire les déficits de
mémoire de travail, révélés chez des modeles de rongeurs et de primates et
observés cliniquement chez les patients schizophrenes (Sumiyoshi and al., 2008).
Cependant, il est encore actuellement difficile de prouver que les effets des
antagonistes et agonistes 5-HTis» observés dans les modéles expérimentaux de

schizophrénie peuvent étre liés aux récepteurs situés dans le cortex préfrontal.
@ Role dans la cognition

De récentes études ont montré que le blocage des récepteurs 5-HTs provoque une
augmentation de signal dans les circuits impliqués dans les processus cognitifs. Ceci
suggere ainsi une nouvelle approche thérapeutique pour réduire les déficits
cognitifs au cours du vieillissement ou dans le cadre de démences (Carli et al.,
1997). En effet, les récepteurs 5-HT4 sont présents en grandes quantités dans les
hippocampes et interviennent dans les phénoménes de mémorisation. Des études
ont montré que linjection de 8-OHDPAT inverse les effets de détérioration
expérimentale de la mémoire induite par la scopolamine (Carli et al., 1997).
L’équipe de Schechter a montré que le lecozotan, antagoniste spécifique des
récepteurs 5-HTix avait des effets procognitifs. De plus, la détérioration
experimentale de la mémoire, a la fois de maniére chimique mais aussi apres lesion
du systeme cholinergique dans l’hippocampe peut étre renversé par l’injection de
lecozotan (Schechter et al.,2005).

@ Role dans la dépression

De nombreuses études ont été consacrées a l'implication des récepteurs 5-HT,
dans la physiopathologie de la dépression. L’une des premieres études cliniques qui

a étudié la relation entre la sérotonine et la dépression a révélé que la
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concentration en 5-hydroxyindolacétate était diminuée dans le liquide céphalo-
rachidien des patients dépressifs suicidés (Bertillson et al ., 1974). Les travaux
précliniques de Blier et de Montigny (Université de Mc Gill), ainsi que ceux
d’Artigas et d’Adell (Université de Barcelone) ont permis de construire un
mécanisme impliquant les autorécepteurs 5-HTq, consécutivement a
’augmentation de la quantité extracellulaire de 5-HT au décours du traitement
antidépresseur (ciblé essentiellement sur le blocage du transporteur de la
sérotonine). Ainsi, il est reconnu que l’activation des autorécepteurs 5-HTs du
raphé diminue ’activité électrique du neurone et donc la libération de sérotonine
au démarrage du traitement par un inhibiteur de recapture de la sérotonine (ISRS)
(Blier and de Montigny, 1994 ; Adell and Artigas, 1991). L’activation initiale des
autorécepteurs 5-HT1s du noyau du raphé dorsal agirait donc comme un frein, en
diminuant la libération de 5-HT dans les aires de projections sérotoninergiques,
expliquant ainsi le délai d’action des antidépresseurs. En effet, bien que les ISRS
rejoignent rapidement le cerveau et bloquent immédiatement la recapture de la
sérotonine, il faut trois a quatre semaines pour que le traitement clinique soit
efficace (Albert and Le Francois, 2010, pour revue). Ce délai est attribué au temps
que mettront les autorécepteurs a se désensibiliser au contact de la 5-HT,
diminuant ainsi leur rétrocontrole négatif et laissant UISRS augmenter la
neurotransmission sérotoninergique. Une étude récente a montré qu’une
diminution de 30 % des autorécepteurs 5-HTqs était suffisante pour que Ueffet
antidépresseur des ISRS soit plus rapide chez la souris (Richardson-Jones et al.,
2010). Ce travail a « réactualisé » ’implication des autorécepteurs 5-HTix au
décours d’un traitement antidépresseur, suggérant que la régulation négative de la
transcription de UARNm des récepteurs 5-HTis pourrait étre une cible pour la

thérapeutique.

b) Les récepteurs 5-HT7

La localisation cérébrale des récepteurs 5-HT7 laisse présager que ces récepteurs
sont impliqués dans des fonctions physiologiques du SNC. En effet, nous avons vu
que les récepteurs 5-HT; étaient situés essentiellement dans le thalamus,

’hypothalamus, U’hippocampe ou le cortex, suggérant un role dans le rythme
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circadien, la thermorégulation, le sommeil, la dépression ou encore la
mémorisation. Par ailleurs, nous avons vu que certains antidépresseurs
(amytritpyline) et antipsychotiques (clozapine) avaient une forte affinité pour les
récepteurs 5-HT;. De méme, des traitements chroniques avec divers
antidépresseurs (fluoxétine, miansérine, imipramine, desipramine...) entrainent
une diminution de la liaison sur les récepteurs 5-HT7 (Mullins et al., 1999). A partir
de ces observations préliminaires, différentes études précliniques ont été
effectuées afin d’étudier le role des récepteurs 5-HT;. Il est a noter que, par
rapport aux récepteurs 5-HT1,, trés peu d’études cliniques ont été centrées sur les
récepteurs 5-HT;. Ceci s’explique notamment par le manque de recul des études
expérimentales (récentes) et par le manque d’outils en pharmacologie et en

imagerie, tel que nous allons l’aborder ultérieurement.
@ Role dans la régulation des rythmes circadiens

Les premieres études ont porté sur les récepteurs 5-HT; présents dans le noyau
suprachiasmatique et qui ont suggéré un role dans [’horloge circadienne (Hedlund
et al., 2005). Une injection d’antagoniste 5-HT;, comme le SB269970 ou le
SB656104, modifie l’architecture du sommeil de U’animal (Hagan et al., 2000 ;
Thomas et al., 2003). De méme, une étude avec des souris KO pour les récepteurs
5-HT; montre une réduction du temps passé en REM (Rapid Eye Movement) pendant
la phase lumineuse sans affecter les autres phases de sommeil (Hedlund et al.,
2005). Un autre effet médié par les récepteurs 5-HT; pour le rythme circadien
concerne linduction d’une phase de «remise a zéro» dans le noyau
suprachiasmatique apreés injection de 8-OHDPAT (Lovenberg et al., 1993). L’effet 5-
HT; est démontré par U'inhibition provoquée par |’injection de SB269970 ou encore
de DR-4004, antagonistes spécifiques des récepteurs 5-HT; (Ehlen et al., 2001 ;
Sprouse et al., 2004 ; Kikuchi et al., 1999).

@ Role dans la dépression et l’anxiété

Les tests comportementaux, tels que le « Forced Swimming Test » (FST) ou encore
le « Tail Suspension Test » (TST) sont des tests classiquement utilisés pour évaluer
le potentiel antidépresseur d’une drogue ou pour évaluer le phénotype d’un

modeéle animal de la dépression (Cryan et al., 2002 ; Cryan and Holmes, 2005).
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Certaines études ont porté sur le blocage pharmacologique des récepteurs 5-HT;
pendant la réalisation de ces tests. Le blocage pharmacologique et ’inactivation
génétique des récepteurs 5-HT; (souris KO) diminuent l’immobilité des souris dans
ces tests, suggérant un effet antidépresseur (Hedlund et al., 2005 ; Guscott et al.,
2005 ; Bonaventure et al., 2007 ; Wesolowska et al., 2006 (a,b), 2007). De plus,
certaines équipes ont démontré un effet synergique entre une faible dose de
SB269970 et un traitement antidépresseur a base d’ISRS, conduisant a une
réduction de l’immobilité, a la fois dans le test du FST et du TST (Bonaventure et
al., 2007 ; Wesolowska et al., 2007). L’amisulpride, considéré comme un
antipsychotique atypique, a une forte affinité pour les récepteurs 5-HT7 et son
efficacité aux tests de FST et de TST chez les souris sauvages 5-HT7 (mais pas KO 5-
HT;”) montre que son action est liée a la présence de récepteurs 5-HT;
fonctionnels in vivo (Abbas et al., 2009). Les récepteurs 5-HT7 ont aussi une action
sur Lanxiété et les troubles obsessionnels compulsifs. Ainsi, le test
d’enfouissement de billes de verres est utilisé pour modéliser ’anxiété d’un
animal. Une étude a montré que le blocage réalisé, soit en utilisant un blocage
pharmacologique des récepteurs 5-HT7, soit des souris KO 5-HT;”’", montre une
diminution du nombre de billes enfouies (Hedlund and Sutcliffe, 2007). Dans un
test d’anxiété tel que le « labyrinthe en croix surélevé », ’injection de SB269970 a
un effet anxiolytique, alors que les souris KO 5-HT;'" présentent le méme
phénotype que les souris sauvages (Hagan et al., 2000 ; Wesolowska et al., 2006 a,
b).

@ Role dans la pathologie migraineuse

La présence des récepteurs 5-HT; dans les vaisseaux sanguins a également orienté
les études vers la physiopathologie de la migraine. En effet, les récepteurs 5-HT;
seraient impliqués dans la dilatation de ’artére carotide induite par la sérotonine
et faisant suite au blocage des récepteurs 5-HTig,1p. L’injection de SB269970
bloque cette vasodilatation chez ’animal (Terron and Martinez-Garcia, 2007). De
plus, les triptans utilisés en thérapeutique pour traiter les migraines semblent avoir

une bonne affinité pour les récepteurs 5-HT; (Villalon et al., 1997).
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@ Role dans la douleur

Des études récentes ont aussi montré que les récepteurs 5-HT; pourraient
intervenir dans le traitement des douleurs neuropathiques du fait de leur présence
au niveau de relais centraux dans les voies de la nociception. Cette étude faite sur
des rongeurs montre que si le blocage des récepteurs 5-HT7 avec le SB269970 n’a
aucun effet sur la douleur, la stimulation des récepteurs 5-HT7; avec l’agoniste
spécifique, AS-19, entraine en revanche une diminution dose-dépendante de
l’allodynie/hyperalgésie (Bourgoin et al., 2008). Une autre étude a démontré que
injection intrathécale de SB269970 inhibe U’effet analgésique de la morphine
suggérant que l’effet antinociceptif est médié par les récepteurs 5-HT; (Dogrul and
Seyrek, 2009).

Pour finir, les récepteurs 5-HT; ont aussi un role dans la régulation de la
température corporelle. En effet, l'injection de SB269970 inhibe |’hypothermie
induite par ’administration de 5-CT ou de 8-OHDPAT (Faure et al., 2006). Chez les
souris KO 5-HT;”" Uinjection de 5-CT ou de 8-OHDPAT n’induit pas d’hypothermie,
ce qui confirme U"implication des récepteurs 5-HT; dans ce phénomene (Hedlund et
al., 2003). Enfin, il est a noter que les récepteurs 5-HT7; semblent aussi impliqués
dans ’autisme et ’épilepsie. Cependant moins d’arguments expérimentaux sont

disponibles a I’heure actuelle (voir Hedlund, 2009 pour revue).
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I1l) LES BIOMARQUEURS TEP

1) Définitions des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des parameétres physiologiques, biochimiques ou
moléculaires quantifiés et évalués comme des indicateurs, soit de processus
biologiques, normaux ou pathologiques, soit de réponses pharmacologiques
résultant d’une intervention thérapeutique (Biomarkers Definitions Working Group,
2001 ; Vasan, 2006). Les biomarqueurs peuvent étre des métabolites, des
protéines, des récepteurs, voire des images. L’intérét pour ces biomarqueurs est
croissant, tant pour la découverte et le développement de nouveaux médicaments
en recherche translationnelle, que pour le suivi des patients et la médecine
personnalisée. En effet, ils permettent une fiabilité accrue du criblage des
médicaments candidats, accélération du développement, l’identification de
répondeurs et l’optimisation du suivi thérapeutique. Ils peuvent également étre
des indicateurs de « traits » de la maladie (ou marqueurs des risques), des états
pathologiques ou de la progression de la maladie (Quinones and Kaddurah-Daouk,
2009). Les biomarqueurs biochimiques ou génétiques peuvent étres mesurés dans
des échantillons biologiques comme le sang, l'urine ou la salive (Harrigan, 2002 ;
Kaddurah-Daouk et al., 2008, 2009 ; Lindon et al., 2004 ; Kristal and Shurubor,
2005).

Cependant, beaucoup de molécules candidates s’avérent étre de mauvais
biomarqueurs. Il est en effet possible que le biomarqueur n’intervienne pas
directement dans les voies de signalisation de la physiopathologie de la maladie, ou
encore dans les voies de signalisation de la réponse pharmacologique. La recherche

en biomarqueur est donc cruciale et nécessite d’avoir une validation rigoureuse.

Un biomarqueur validé est un biomarqueur qui a été mesuré dans un test
analytique bien établi et pour lequel il y a des résultats scientifiques qui élucident

la physiologie, la toxicologie, la pharmacologie et la clinique.
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2) Les biomarqueurs en neurologie et en psychiatrie

La recherche de biomarqueurs en neurologie et en psychiatrie est indispensable
pour comprendre la physiopathologie, poser des diagnostics, valider une cible
thérapeutique ou suivre ’efficacité d’un traitement neuropharmacologique. La
premiére contrainte en neurosciences est que les biomarqueurs nécessitent ’acces
a Uorgane le plus inaccessible : le cerveau. A la difficulté d’accés a des biopsies
cérébrales ou a des prélévements de LCR (invasifs) s’ajoute la complexité des

mécanismes moléculaires et neurochimiques sous-tendant les fonctions cérébrales.

Dans le domaine de U’exploration du systeme nerveux central, les biomarqueurs
sont également classés selon qu’il s’agit de marqueurs génétiques, biochimiques,
de neuroimagerie, voire de parametres cliniques (Dekosky and Marek, 2003). Ces
marqueurs utilisés en clinique permettent de quantifier la perte d’une fonction ou
de U’évolution de la maladie. A titre d’exemple, des biomarqueurs « cognitifs »
permettent d’évaluer la mémoire dans la maladie d’Alzheimer (Dekosky, 2008) ou
encore la perte de 'odorat dans la maladie de Parkinson (Herting et al., 2008).
Cependant, il est difficile d’avoir des biomarqueurs en utilisation clinique de
routine du fait de la variété des symptomes et de leur absence de spécificité ou de
sensibilité (Haehner et al., 2007). Les biomarqueurs en neuroimagerie sont des
compléments potentiels aux données cliniques pour |’évaluation des troubles dans
le systeme nerveux central comme dans la maladie d’Alzheimer (Jagust, 2004 pour
revue) mais aussi des moyens pour évaluer ’action d’un nouveau médicament
agissant sur le cerveau (Borsook et al., 2006). Les biomarqueurs peuvent fournir
des informations pour le diagnhostique, mais aussi le pronostique de la maladie,
utilisables au stade précoce de la maladie (diagnostique précoce, diagnostique
différentiel) mais aussi tout au long de sa progression (réponse a une

thérapeutique).

Les progres en imagerie apportent des outils pour ’exploration fonctionnelle du
cerveau (MEG, TEP, IRM) dont la complémentarité peut étre mise a profit. Dans ce
contexte, l’imagerie en tomographie par émission de positons (TEP) permet
’exploration de la chimie cérébrale in vivo, grace a des radiopharmaceutiques qui

sont autant de biomarqueurs potentiels de la neurotransmission entre autres.

70



IV) L’imagerie TEP

1) Principe général

La tomographie par émission de positon ou TEP est apparue vers la fin des années
1970 avec les premieres molécules marquées au fluor 18 et avec la construction
des premiéres caméras TEP. La TEP est une technique d’imagerie médicale
fonctionnelle qui consiste a injecter un traceur émetteur de positon a un patient.
Ces positons produisent des photons qui sont détectés par la caméra TEP. Ce
traceur est constitué d’un vecteur moléculaire, dirigé vers une cible moléculaire,
et d’un isotope radioactif émetteur de positon permettant de visualiser la
distribution de la molécule au sein de l’organisme (De Dreuille et al., 2002 ;
Gosseries et al., 2008). La TEP permet d’accéder chez le patient a des mesures
quantitatives de paramétres biochimiques comme des densités de récepteurs, de

transporteurs ou d’enzymes (Pike, 2009 pour revue).

2) Principes physiques et instrumentaux

L’imagerie TEP, comme son nom l’indique, utilise les atomes émetteurs de

positons liés a des vecteurs moléculaires.

Les émetteurs de positons sont caractérisés par un exces de charges positives dans
leur noyau. Ils se désintégrent vers un état stable par transformation d’un positon
(p+) en un neutron, conduisant a U’émission d’un neutrino et d’un positon. Le
positon est aussi appelé anti-matiére ou e+. Il est de méme masse que |’électron e-
mais de charge opposée. La rencontre dans la matiere entre un positon et un
électron provoque une réaction d’annihilation qui se traduit par la production de
deux photons de 511kev émis dans la méme direction mais de sens opposé. Le
positon peut parcourir seulement une faible distance dans la matiere (de ’ordre de
quelques millimetres) et perd toute son énergie cinétique. Cependant, des défauts
de colinéarité peuvent étres observés si le positon qui rentre en contact avec un

électron n’a pas perdu toute son énergie cinétique (Figure 14).
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ANNIHILATION ---________~b

ELECTRON

511 keV PHOTON

Figure 14 : Schéma représentant ’annihilation entre un positon et un électron produisant
deux photons de 511KeV (d’apres Phelps, 2006).

C’est cette annihilation qui est détectée par la caméra TEP ou tomographe. Le
tomographe est constitué de plusieurs parties (Bailey et al., 1998). Les
scintillateurs (ou cristaux) sont disposés en couronne et ont pour but d’arréter les
rayonnements B et de produire des photons de scintillation. Ces photons sont
ensuite captés par la derniére partie de la caméra, les photomultiplicateurs, qui
vont les transformer en signal électrique transmis aux systemes informatiques. Des

algorithmes permettent ensuite la reconstruction de [’image (Figure 15).

Coincidence
Processing Unit
==

Sinogram/
Listmode Data

Annihilation Image Reconstruction

Figure 15 : Schéma simplifié de la création des deux photons gamma de 511KeV qui sont
ensuite détectés par la caméra TEP et ensuite transformés en signal électrique pour
pouvoir étres transformés par des algorithmes, analysés sur un ordinateur et transformés
en image (Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:PET-schema.png).
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3) Les radiotraceurs TEP

a) Les différents types d’isotopes émetteurs de positons

Il y a différents types d’isotopes émetteurs de positons. En effet, on peut les
classer en trois catégories selon leur période radioactive (T) (correspondant a la

durée au cours de laquelle la moitié de la radioactivité s’est désintégrée) :

1) les isotopes TEP & demi-vie courte, comme oxygéne ("°0O T : 2min),

l’azote (>N T : 10min) et le carbone ('C T : 20min) ;

2) les isotopes TEP a demi-vie longue comme le fluor ("8F T : 120min) et
le brome (“®Br T : 16h) ;

3) les isotopes TEP & demi vie trés longue comme le germanium (*3Ge T :

271 jours) ou encore le sodium (**Na T : 2,6ans).

En imagerie TEP, nous nous intéresserons aux deux premiéres catégories

d’émetteur de positons.

b) Production du radiotraceur

La premiere étape de production d’un radiotraceur est la synthese du précurseur. Il
s’agit d’une molécule d’intérét a laquelle un groupe « partant » est inséré pour
réaliser le radiomarquage. Différents isotopes radioactifs sont utilisés pour réaliser
les radiomarquages. La présence de carbone et d’hydrogene au sein de tous les
composeés organiques facilite ’insertion d’un carbone 11. L’insertion d’un atome de
fluor, atome plus gros stériquement est plus délicat car, de par sa taille et son
électronégativité, il peut provoquer un encombrement stérique, une modification
de la distribution des charges et donc entrainer une modification de la lipophilie ou
encore de ’affinité de la molécule. Cependant, les marquages au fluor 18 sont

préférés du fait de la longue demi-vie du fluor 18.

La seconde étape de production de radiotraceur est la production d’isotope
radioactif a incorporer dans le vecteur d’intérét. Pour cela, il faut utiliser un

accélérateur de particules ou cyclotron. Cet accélérateur de particules, inventé
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par Ernest Orlando Lawrence en 1931, utilise ’action combinée d’un champ
électrique et d’un champ magnétique afin d’accélérer et de confiner les particules
dans un espace restreint (Figure 16). Les particules suivent une trajectoire
circulaire et sont accélérées dans le champ électrique alternatif produisant des
faisceaux de protons et de deutons a des énergies de 18 a 39 MeV (trés inférieures
aux énergies de la physique nucléaire). Le cyclotron du CERMEP (IBA 18/9 cyclone,
lon Beam Application, Louvain-la-Neuve, Belgique) permet d’obtenir quatre
isotopes obtenus en irradiant une cible avec les protons accélérés ; il s’agit du '°F,
150’ BN et C.

champ

cyclotron magnetique

particule
champ

|| \
[ Py electrique
’

Figure 16 : Cyclotron et représentation schématique de son fonctionnement. (Source :
http://www.cyroi.fr/spip.php?rubrique13).

L’isotope radioactif obtenu est transféré, via des colonnes blindées et sous flux
d’azote, dans un automate de synthese afin d’éviter, autant que possible,
'intervention humaine (car les quantités radioactives sont tres élevées a ce stade)
et d’assurer la reproductibilité des rendements de synthéses (Figure 17). Pour nos
synthéses, le précurseur est solubilisé dans un solvant organique, le DMSO. Le
mélange [DMSO-précurseur-isotope] est chauffé pendant 10 min a 150°C
(radiomarquage) puis passe sur une colonne C18 qui va piéger la molécule
radiomarquée. Plusieurs étapes de chromatographie éliminent les excés de
fluorure. La molécule suit ensuite un contréle de qualité en HPLC analytique et

peut ensuite étre préparée en chambre stérile pour injection en suivant les bonnes
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pratiques de fabrication de médicament de la Pharmacopée. La durée totale de
préparation d’un radiotraceur, comprenant sa synthése, sa purification, son
controle qualité et sa mise en forme injectable ne doit classiquement pas excéder
3 demi-vies, durée au dela de laquelle !'utilisation est difficile car il y a une baisse
de la radioactivité et de Uactivité spécifique. Cela est d’autant plus important
pour les isotopes a faible demi-vie comme le Carbone 11.

automate de synthese

enceinte blindee

Figure 17 : Automate de synthése et cellules blindées dans lesquelles se font les
radiosyntheéses. (Source : http://www.cyroi.fr/spip.php?rubrique13).

c) Les prérequits d’un radiopharmaceutique

Malgré des données in vitro favorables, celles-ci ne préjugent pas de |’utilisation in
vivo de la molécule comme radiotraceur TEP. Au-dela du passage de conditions
d’utilisation in vitro a des conditions in vivo, il faut tenir compte du fait qu’un
radiotraceur est injecté a des doses « traceuses », c'est-a-dire des concentrations
infra-pharmacologiques (quelques dizaines de pg en dose pondérale au lieu des
quelques mg fréquemment utilisés dans des approches pharmacologiques
classiques). En effet, on ne cherche qu’a « tracer » le cheminement et le marquage
du récepteur par la molécule radioactive, et non a provoquer une activation ou
encore un blocage de ce récepteur en occupant un pourcentage important de ce

dernier.

Ainsi, plusieurs conditions spécifiques doivent étres réunies pour faire d’une
molécule candidate un bon radiotraceur TEP (Halldin et al., 2001 ; Laruelle et al.,
2003 ; Pike et al., 2009).
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* La molécule candidate doit avoir une structure chimique compatible avec le
radiomarquage, c'est-a-dire, ’ajout d’un isotope radioactif. La réaction la plus
utilisée pour le radiomarquage est la substitution nucléophile (fluor 18) ou la
méthylation (carbone 11). Il faut donc que le précurseur puisse avoir chimiquement
un <« groupe partant » permettant ces réactions (un groupe -nitro pour la
fluoration).

* La molécule doit présenter une lipophilie adéquate (classiquement un log
P entre 1 et 4, selon Waterhouse et al., 2003), lui permettant un passage de la
BHE. En cas de lipophilie trop élevée, la molécule se fixera de maniére non
spécifique sur les lipides membranaires et ne passera pas la BHE.

o L’affinité et la spécificité in vivo de la molécule vis-a-vis des récepteurs
visés doivent rester élevées apres le radiomarquage afin d’avoir une interaction
ligand-récepteur stable et pour une seule cible moléculaire.

* La molécule radiomarquée doit avoir une haute activité spécifique (pour
pouvoir étre injectée a dose traceuse).

* La fixation non spécifique doit étre minimale, de maniere a ce que le
rapport « signal sur bruit » soit satisfaisant en termes d’imagerie.

* Le potentiel de liaison (BP) représentant une mesure combinée entre la
densité de récepteur disponible (Bmax) et affinité du ligand (Kd) pour ce
récepteur doit se situer entre 2 et 20 pour un radiotraceur correct.

* Le radiotraceur doit permettre d’obtenir des cinétiques d’équilibre
compatibles avec la durée d’acquisition (entre 30 min et 1h30). En effet, le traceur
doit atteindre la concentration maximale (Cmax) rapidement et rester a l’état
d’équilibre pendant un temps suffisant pour obtenir des potentiels de liaison a
l’équilibre.

* La dégradation de la molécule in vivo ne doit pas (ou peu) aboutir a des
métabolites radioactifs passant la BHE. La radioactivité inhérente a ces
métabolites n’est pas discriminée par la caméra (Pike, 2009 pour revue). Les
métabolites radioactifs ou non, ne doivent pas non plus rentrer en compétition
avec le traceur pour les cibles d’intéréts.

* La molécule doit étre le moins possible un substrat de la glycoprotéine P

(PgP). En effet, la PgP agit comme une pompe d’efflux dans la membrane de la
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BHE et peut relarguer le radiotraceur (Elsinga et al., 2004 ; Passchier et al.,2000 ;
Pike, 2009 pour revue ).
* Enfin, la molécule doit étre, de préférence, un antagoniste (car la fixation

au récepteur est plus stable que celle d’un agoniste).
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V) L’imagerie TEP des récepteurs sérotoninergiques 5-HT

A Uheure actuelle, il existe un nombre assez important de radiotraceurs pour
’imagerie TEP des récepteurs 5-HTs (Pike et al., 2001 ; Halldin et al., 2001 ;
Kumar and Mann, 2007). Cependant, il est a relever que ces radiotraceurs sont
quasi-exclusivement des antagonistes (et la grande majorité des
radiopharmaceutiques TEP actuellement utilisés en clinique pour visualiser les
récepteurs 5-HTix sont des antagonistes). Ils se fixent donc, a la fois, sur les
récepteurs a haute affinité couplés aux protéines G et sur les récepteurs dits a

basse affinité, non-couplés aux protéines G.

Les radiotraceurs TEP développés comme antagonistes des récepteurs 5-HTx ont

été les suivants :

[""C]WAY 100635 :

Le ["'"CJWAY100635 est le radiotraceur le plus utilisé (96 publications dans Pubmed,
consulté en janvier 2011) avec un Kd de 0,2-0,4nM pour les récepteurs 5-HTq, et
une tres faible affinité pour les autres récepteurs 5-HT. Cependant, il a une
affinité non négligeable pour les récepteurs D4 avec un Kd de 2,4nM (Chemel et
al., 2006 ; Martel et al., 2007). Sa synthese a été mise au point par l’équipe de
Wilson a Toronto avec une activité spécifique initiale de 33GBq/pmole (Wilson et
al., 1998). Le WAY100635 avait déja été étudié chez la souris, le rat et ’homme
par un marquage au tritium. Sa distribution était comparable a celle du 8-OHDPAT
tritié (agoniste spécifique des récepteurs 5-HTs). Dans un premier temps, le
WAY100635 a été marqué sur le groupement O-méthyl. Cependant, il produisait un
métabolite lipophile, le (O-méthyl-'"C) WAY100634, passant la BHE et augmentant
le marquage non spécifique. L’équipe de Pike a modifié la chimie de synthese afin
d’avoir un radiomarquage sur le carbone pour obtenir le [""CJWAY100635. Il est a
noter que le marquage au WAY100635 est insensible au changement de

concentration en sérotonine endogene.

78



Figure 18 : Structure chimique du ['"CJWAY100635. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphényl-pipérazine ; amino-pyridine ; cyclohexylcarboxamide).

[carbonyl-"'"C]DWAY :

Il s’agit d’un métabolite du [""C]WAY100635 apparaissant aprés son injection a
’homme (Pike et al., 1998). Il y a peu d’informations a son sujet. En effet, ni le Kd
ni le Bmax n’ont pu étre déterminés et seul ’IC50 de 1,4nM est connue (Maiti et
al., 2005). Une équipe de l'université de Détroit a mis au point la synthése
automatisée de ce radioligand permettant d’obtenir une pureté radiochimique de
99% ainsi qu’une activité spécifique trés haute de 133,2-185GBq/pmole (Maiti et
al., 2005). Il présente des caractéristiques TEP favorables avec une bonne
perméabilité de la BHE, une clairance favorable et un signal radioactif supérieur au
WAY100635 a quantité égale. Cependant, cette synthese est peu compatible avec
une activité de routine (étapes multiples et longues) et avec un rendement tres
faible.

Figure 19: Structure chimique du [carbonyl-""CIDWAY. (Groupements chimiques
principaux : hydroxyphényl-pipérazine ; amino-pyridine ; cyclohexylcarboxamide)
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['*FIFPWAY :

Des molécules fluorées ont été synthétisés car les deux probléemes majeurs
inhérants au WAY10035 sont le marquage au carbone 11, donc la faible période
radioactive, et son métabolisme rapide. Lors des études initiales cherchant a
trouver des analogues du WAY100635, deux molécules ont été identifiées. Il s’agit
du FBWAY et du FPWAY marqués dans un premier temps au carbone 11 et
présentant des résultats prometteurs en TEP (Ma et al., 2002). Les molécules
marquées au carbone 11 montraient un bon rendement radiochimique, ainsi qu’une
distribution cérébrale en accord avec la distribution des récepteurs 5-HT 4 avec un
ratio signal sur bruit intéressant pour le ['CJFPWAY. Ceci a justifié son
radiomarquage au fluor 18. L’équipe d’Eckelman a réalisé sa synthese en 2002 en
obtenant une pureté radiochimique de 99% ainsi qu'une activité spécifique de
37GBqg/pmole (Ma et al., 2002). Les premiéeres études TEP de ce traceur ont montré
une distribution cérébrale en accord avec les récepteurs 5-HTix et peu de
défluorination in vivo. Cependant, il produit des métabolites radioactifs lipophiles

dans le plasma ce qui limite son utilisation en TEP.
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Figure 20 : Structure chimique du [®FJFPWAY. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphényl-pipérazine ; amino-pyrimidine ; 4 fluorobenzamide)

Dérivés du ["*FJFCWAY :

L’équipe d’Eckelman a Bethesda a synthétisé cinq dérivés fluorés du WAY100635
(Lang et al., 1999). L’un d’entre eux, le FCWAY, existe sous une conformation trans
et Iautre sous une conformation cis. Le (4-trans-'®F)FCWAY, a une haute affinité
pour les 5-HT4 avec un Ki de 0,25nM ainsi que de tres bon ratio hippocampe sur

cervelet. Le ['®F]3-cis-FCWAY, a une plus faible affinité (1,2nM) ainsi qu’une
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pharmacocinétique plus rapide. Il subit moins de défluoration que tous les
analogues FCWAY chez les rats et ’homme (Lang et al., 1999). Le fait qu’il subisse
moins de défluoration est intéressant car cela limite le bruit de fond di au fluor se
fixant dans les os. Cependant, le ['®F]3-cis-FCWAY n’est pas utilisé en TEP du fait

de sa plus faible affinité.
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Figure 21 : Structure chimique du ["®FJFCWAY. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphénylpipérazine ; amino-pyridine ; 4-fluorocyclohexylcarboxamide).

['*FIMPPF :

Comme le WAY100635 il s’agit d’un antagoniste compétitif et réversible avec une
bonne sélectivité pour les 5-HT1,, se fixant a la fois sur les autorécepteurs et les
hétérorécepteurs et possédant une haute affinité pour les récepteurs 5-HT4 avec
un Kd de 0,34nM (Schiue et al., 1997). Sa radiosynthése, optimisée en une étape en
1998, est réalisée grace a une réaction de substitution nucléophile (Le Bars et al.,
1998). Le ['®FJMPPF serait sensible aux variations de sérotonine endogéne mais
dans des conditions pharmacologiques et non physiologiques. Le ['*F]JMPPF est un
substrat de la PgP. Ainsi, seulement 0,05% de la dose injectée passe dans le

cerveau contrairement a 0,46% pour le WAY100635. (Aznavour et Zimmer, 2007).
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Figure 22 : Structure chimique du ["®FJMPPF. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphénylpipérazine ; amino-pyridine ; 4 fluorobenzamide).
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[''clcPC222 :

Il s’agit d’un autre dérivé du WAY100635. Les premiéres images en TEP montrent
un marquage spécifique dans |’hippocampe par rapport au cervelet chez ’homme
et le rat. Cependant, il a une cinétique d’accumulation plus lente que le
WAY100635 (Houle et al., 1997) et n’a pas été davantage étudié.

H311CO N/\/N

N\) 'c'>

Figure 23 : Structure chimique du [''CJCPC222. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphényl-pipérazine ; amino-pyridine ; bicyclo-octane carboxamide).

["'C]( R)R-WAY :

C’est un analogue du WAY100635 donc la principale amélioration par rapport a ce
dernier serait une diminution de son métabolisme (Mc Carron et al., 2007 ; Zhang
et al., 2007). Il se fixe sur les récepteurs 5-HTi, et peut étre déplacé par le
WAY100635. Cependant, il semble étre sensible a la Pgp (Liow et al., 2007). De
plus, les résultats chez ’homme sont différents de ceux qui sont obtenus chez le
singe (Yasuno et al., 2006). En effet, la cinétique de fixation dans le cerveau
humain est trop lente, probablement a cause d’un métabolite radioactif lipophile

que l’on ne retrouve pas chez le singe.
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Figure 24 : Structure chimique du ["'C]( R)-RWAY. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphényl-pipérazine ; azépame).
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["® F]JMeFWAY :

Il s’agit d’un autre analogue du WAY100635 avec une affinité comparable et une
spécificité pour les récepteurs 5-HT1a. Il a d’avantage été testé que la plupart des
traceurs précédents. Il a l’avantage de présenter peu de défluoration. Dans les
expériences in vitro, on peut observer une fixation dans les régions riches en
récepteurs 5-HT1» comme U’hippocampe, le cortex et peu de marquage dans le
cervelet, région pratiquement dépourvue de récepteurs 5-HTqx (Saigal et al.,
2006). Malgré ses résultats et une activité spécifique obtenue apres le
radiomarquage comprise entre 74 et 111GBq/pMol, sa synthese en 4 étapes est trop
lourde pour une utilisation en routine (Saigal et al., 2006). Seules les études chez

le primate non humain ont été effectuées.
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Figure 25 : Structure chimique du ["*FJMeFWAY. (Groupements chimiques principaux :

méthoxyphényl-pipérazine ; amino-pyridine ; 4-fluorométhyl-cyclohexyl carboxamide).

[''C] Nad-299 :

Cette molécule est initialement un antidépresseur présentant une tres forte
affinité pour les récepteurs 5-HT1s, avec un Kd de 0,17nM et une lipophilie
favorable a un passage cérébral (Sandell et al., 1999). Chez le singe, il a une
accumulation rapide dans le cerveau, avec une liaison maximale au bout de 10 min
et une localisation dans les aires 5-HT1a (hippocampe, noyau du raphé, néocortex)

résultat confirmé chez I’homme. Sa cinétique est cependant trop rapide, ne
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permet pas d’obtenir un temps d’acquisition suffisant et a été la cause de son

arrét.

Figure 26 : Structure chimique du [""CJNAD-299. (Groupement chimique principal :
chromane).

Il apparait a la lecture de cette liste que de nombreux antagonistes ont été
développés (mais seuls deux sont couramment utilisés en protocoles de recherche
clinique : le ["*F]MPPF et le ['""C]WAY100635).

Par contre, si le développement de radiotraceurs TEP aux propriétés d’agoniste 5-
HT:a a été tenté par plusieurs équipes (Pike et al., 2001 pour revue), il a tres peu

été couronné de succes.

Les quelques molécules suivantes sont les agonistes 5-HT1x qui ont été testés en

imagerie TEP.

[''CILY274601 :

Le LY274601 est un analogue du 8-OHDPAT. Il est aussi appelé 8-SMeDPAT. Il
présente une bonne affinité pour les 5-HT1s avec un Ki de 0,6nM. D’un point de vue
chimique, son radiomarquage est assez rapide (30min) et son activité spécifique est
de ’ordre de 600mCi/pmol. Les premieres études in vivo chez la souris ont montré
un marquage dans les régions riches en récepteurs 5-HTqs, mais il y a aussi un
marquage dans les régions dépourvues de récepteurs 5-HT1, comme le cervelet. Ce
marquage non spécifique, ainsi que sa métabolisation et son relargage trop rapide
en font un traceur non utilisable pour U’imagerie TEP des récepteurs 5-HTia
(Suehiro et al., 1998).
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Figure 27 : Structure chimique du ['"CJLY274601. (Groupement chimique principal :
tétraline).

[''CIméthoxyphényle-thiochromane :

Cette molécule a une affinité de 0,5 nM pour les récepteurs 5-HTqa. Il s’agit d’un
agoniste au niveau présynaptique et d’un antagoniste au niveau postsynaptique. Le
marquage de cette molécule au carbone 11 a été réalisé avec succes. En effet, la
synthése permet d’obtenir une pureté radiochimique supérieur a 99% ainsi qu’une
activité spécifique comprise entre 2,5 et 3,6puCi/mol. Les expériences in vivo ont
été réalisées sur deux modeles animaux. Une premiére série d’expérience a été
réalisée chez le rat avec une sonde intracérébrale radiosensible et une deuxiéme
chez le chat éveillé par examen TEP. Les deux expériences montrent un bon
passage de la barriere hématoencephalique mais pas de marquage spécifique dans

les régions 5-HT1,, conduisant donc a son abandon (Zimmer et al., 2003).

O N O "CH
2SOt

Figure 28: Structure chimique du [''C]lméthoxyphényle-thiochromane. (Groupements
chimiques principaux : méthoxyphényl-pipérazine ; thiochromane).

[""CIMPT :

Le ["'C] MPT est un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT;, avec un Ki de 1,36 pour
les récepteurs 5-HTqa. Il présente une lipophilie favorable a son passage de la BHE

avec un log de P de 1,8. Sa synthese en cinq étapes conduit a une pureté
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radiochimique de 99% ainsi qu’une activité spécifique de ’ordre de 55,5TBq/mmol
(Cheng et al., 2007). Cependant, les études in vivo chez le babouin montrent que
malgré un bon passage dans le cerveau, le relargage est trop lent et les fractions
libres non mesurable dans le plasma le rendent inutilisable en TEP (Cheng et al.,
2007).

Figure 29 : Structure chimique du [''CJMPT. (Groupements chimiques principaux :

méthoxynaphtyl-pipérazine ; triazine-dione).

[""CIMMT :

Le [""CJMMT est ’analogue 3-méthoxyphenyl du [""C]JMPT. Celui-ci a une bonne
affinité ainsi qu’une bonne sélectivité vis-a-vis des récepteurs 5-HT{p» avec une
EC50 comparable a celle de la sérotonine. Des études préliminaires chez le babouin
montrent que le traceur pénetre bien la BHE mais avec un faible marquage
spécifique des récepteurs 5-HTqs ainsi qu’une clairance trop rapide. Il est donc
inutilisable en imagerie TEP pour quantifier les récepteurs 5-HT1s (Prabhakaran et
al., 2006).
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Figure 30 : Structure chimique du ["'CJMMT. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphenyl-pipérazine ; triazine-dione).
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[""CIMMP :

Le [""CIMMP est L’analogue 2-méthoxyphenyl du ['"CJMPT. Il est actuellement plus
connu sous le nom de ["'CJCUMI-101 (Kumar et al., 2007). Ce composé présente une
haute affinité pour les 5-HTs (avec un Ki de 1,36nM), une bonne sélectivité mais
aussi un bon rendement de synthese. Il semble donc étre plus intéressant que ses
analogues MPT ou MMT. Le radiomarquage est rapide (30min) et Uactivité
spécifique obtenue est de 9,62TBq/mmol (Kumar et al ., 2007). Les études in vivo
réalisées chez le babouin montrent un marquage des régions riches en récepteurs
5-HT1a. Des métabolites radioactifs sont produits mais ne restent qu’au niveau
périphérique. Ainsi, son affinité, sa sélectivité, sa fraction libre mesurable et son
passage de la BHE en font un radiotraceur potentiel pour les récepteurs 5-HTs a
haute affinité chez ’homme (Milak et al., 2008). Une étude récente montre que la
fixation du ["'CJCUMI-101 est sensible & une augmentation de sérotonine

extrasynaptique provoquée par l’injection de fenfluramine (Milak et al., 2010).
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Figure 31 : Structure chimique du [''CJMMP. (Groupements chimiques principaux :
méthoxyphényl-pipérazine ; triazine-dione).

S14506 :

Le $14506 ou le (1-[2-(4-fluorobenzoylamino)ethyl]-4-(7-methoxy-
naphthyl)piperazine) est un agoniste des récepteurs 5-HT1s avec une affinité (Kd :
0,79nM) similaire a celle de ’antagoniste WAY100635. Le WAY100635 marqué au
carbone 11 étant un des radiotraceurs utilisés régulierement en protocole de
recherche clinique, ’équipe de Pike a décidé de marquer le S14506 a la fois au
carbone 11 et au fluor 18. La synthése est réalisée avec une pureté radiochimique
supérieure a 97%. L’activité spécifique est comprise entre 1,3 et 3Ci/umol pour la
molécule marquée au carbone 11 et entre 1063 et 2302Ci/mmol pour la molécule

marquée au Fluor 18 (Lu et al., 2010). Les expériences in vivo réalisées chez le rat
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et le singe rhésus montrent une bonne pénétration de la barriere hémato
encéphalique avec peu de métabolites non spécifique (Lu et al., 2010). Cependant,
des compétitions avec la ciclosporine, un inhibiteur de la Pgp, montrent que ces

molécules sont toutes deux des substrats de la Pgp, a la fois chez le rat et le singe.

O'"CHj OCHs

F 18F

Figure 32 : Structure chimique du S14506. A gauche la molécule marquée au "'C et a droite la
molécule marquée au "*F. (Groupements chimiques principaux : méthoxynaphtyl-pipérazine ; 4-
fluorobenzamide).
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VI) L’imagerie TEP des récepteurs 5-HT;

A U’heure actuelle pour l’imagerie TEP des récepteurs 5-HT, seule une molécule
marquée au Carbone 11, a été décrite, le ['"C]DR4446 (1-méthyl-2a-[4-(4,5,6,7-
tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-5-yl) butyl]-2a,3,4,5-tetrahydro-1H-benz[cd]indole-
2-one). Elle a été synthétisé en 2002 par une équipe japonaise de Chiba (Zhang et
al., 2002). A Uissue de la synthése radiochimique, I’équipe a obtenu une pureté
radiochimique de 98% avec une activité spécifique de 73-120GBq/pmol. La
premiére étude réalisée chez le singe a montré une bonne pénétration de la
barriere hémato-encéphalique et un « binding » localisé dans les structures riches
en récepteurs 5-HT;. De plus, ce radiotraceur produit peu de métabolites
radioactifs. Mais, si il présente une bonne sélectivité pour le récepteur 5-HT; vis-a-
vis des autres récepteurs 5-HT (avec un Ki pour les 5-HT{, de 700nM et un Ki
supérieur a 1000nM pour les autres récepteurs), il présente une affinité modérée
pour les 5-HT; (Ki de 9.7nM), réduisant ainsi son usage comme radiotraceur. En
effet, les récepteurs 5-HT7; ont une densité cérébrale assez faible, il faut donc
optimiser ’affinité du radioligand pour ce récepteur. Ceci explique probablement

qgu’aucune publication n’a été faite depuis avec ce radiotraceur.
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Figure 33 : Structure chimique du [''CJDR4446. (Groupements chimiques principaux :
tétrahydro-benzo-indolone ; tétrahydro-pyridine).
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Les objectifs de la these

Le systeme sérotoninergique est impliqué dans un grand nombre de pathologies
affectant le systeme nerveux central. Au cours de notre travail de recherche, nous
nous sommes intéressés a deux récepteurs de la sérotonine (5-HT) pour lesquels il
nous paraissait important de developper des outils moléculaires pour ’imagerie
TEP.

Tout d’abord, les récepteurs 5-HTqs (R-5HT4) ont attiré notre attention. Ce sont
les récepteurs a la sérotonine les mieux décrits a ’heure actuelle et plusieurs
traceurs existent déja pour les étudier in vivo. Cependant, ces traceurs sont tous
des antagonistes qui ne permettent pas d’observer spécifiquement les récepteurs
fonctionnels. L’intérét grandissant des agonistes des R5-HT{» comme nouvelles
molécules antidepressives, nous a décidé a developper un radiotraceur TEP

agoniste ouvrant de nouveaux champs dans [’imagerie moléculaire de ce systeme.

Le deuxiéme axe de cette thése concerne les récepteurs 5-HT;. A Uinverse des
récepteurs 5-HT1,, ils font partie des récepteurs ayant peu d’outils permettant la
visualisation de ce récepteur. A U’heure actuelle, il n’existe encore aucun
radiotraceur TEP 5-HT. L’étude des récepteurs 5-HT7 est d’un intérét grandissant
au vu des études précliniques le proposant comme piste thérapeutique. Cependant,
il y a un véritable « goulot d’étranglement » entre la recherche expérimentale et

la recherche clinique du fait de l’absence de passerelle en imagerie TEP.

Ce travail de these se scinde donc en deux parties. La premiére partie s’intéresse
aux récepteurs 5-HT1x avec U"exploration radiopharmacologique de deux molécules
agonistes, le F15599 et le F13714 obtenues grace a une collaboration avec les
laboratoires Pierre Fabre (Castres). La deuxiéme partie concerne |’exploration

d’une nouvelle série de molécules originales radiomarquées a visée 5-HT5.
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MATERIELS ET
METHODES




PARTIE | : PROTOCOLES LIES AUX RADIOTRACEURS 5-HT s

I) Radiomarquage du F15599, du F13714 et du MPPF

La production du fluor 18 est assurée par le cyclotron du CERMEP (modele IBA
Cyclone 18/9). La réaction nucléaire de type '®0 (p, n) "°F est utilisée pour obtenir
le fluor 18. En effet, c’est le résultat du bombardement d’eau enrichie en oxygene
18 par des protons de haute énergie cinétique. La radiosynthese, consistant en une
substitution nucléophile sur le précurseur, est réalisée par un automate de

fluoration placé en cellule blindée.
Les opérations suivantes sont effectuées de maniére automatisée en 90 min:

1) Collecte du fluor 18 provenant du cyclotron, séchage de ce radioélément

pour le rendre anhydre ;

2) Marquage sur le précurseur nitré par substitution nucléophile avec des
fluorures activés grace au Kryptofix 2.2.2. pendant 10 min a 150°C (170°C
pour le ["®FJMPPF) dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) ;

3) Pré-purification sur colonne ;

4) Séparation et recueil du produit par chromatographie liquide haute

performance (HPLC) préparative;

Les ['®F]JF15599 et ['®F]JF13714 obtenus sont ensuite formulés pour leur
administration injectable (mise en solvant NaCl 0,9%) et subissent un controle
radiopharmaceutique (HPLC avec détection UV et radioactivité). La pureté
radiochimique du ['®F]JF15599 est supérieure a 95%, de méme pour le ["®F]F13714.
L’activité spécifique finale se situe entre 85 et 120 GBq/pmol pour le ['®F]F15599
et 37 et 196 GBq/pmol pour le ['®F]F13714. Le ['®F]MPPF est produit de la méme
maniere de facon réguliere au CERMEP lors d’examens TEP cliniques. Son activité
spécifique est comprise entre 37 et 111GBq/pmol et sa pureté radiochimique est
de 99%.
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Figure 34 : Schémas des radiomarquages du ["®F]F15599, du ["®F]F13714 et du ["*F]MPPF.
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Il) Les animaux et les procédures animales

1) Les animaux

a) Rats

Des rats males adultes, de souche Sprague Dawley (Charles River Laboratories,
l’Arbresle, France) pesant 300-350g ont été utilisés dans toutes nos expériences. Ils
sont hébergés dans des conditions standardisées de température (22°C),

d’humidité (50%), avec cycle jour/nuit 12/12h et l’eau et la nourriture ad libitum.
b) Chats

Des chats males européens sont utilisés pour ’imagerie avec la caméra TEP. Ils
proviennent de ’animalerie de U'INSERM U628 (Physiologie intégrée du systéeme
d’éveil, directeur : JS Lin) et de Charles River Laboratoires (I’Arbresle, France).
Leur hébergement se fait dans une piece commune de stabulation (24°C et 50%
d’humidité) avec une lumiere artificielle de 7h a 19h. Toutes ces procédures ont
été réalisées selon les directives relatives a la protection des animaux utilisés a des
fins expérimentales (86/609/CEE) du 24 novembre 1986, et apres accord du comité

local d’éthique animale de I’Université Claude Bernard Lyon 1.

2) Les procédures animales

a) Anesthésie

Rats

Les rats sont anesthésiés avec de ’uréthane (Sigma-Aldrich, France), injectés en
intra-péritonéal (i.p.) a la dose de 1,25g/kg. L’uréthane permet une anesthésie
longue (6h) et présente [’avantage de peu perturber les parameétres physiologiques
cardio-vasculaires et respiratoires (Shimokawa et al., 1998). En revanche, il est
hépato-toxique et doit étre réservé a des anesthésies sans réveil c’est-a-dire avec
euthanasie a l'issue de U’expérience. L’anesthésie provoquant une hypothermie,
’animal est placé sur un tapis chauffant (CMA/150 temperature controller,

CMA/microdialysis AB, Suede) pour maintenir sa température a 37 + 0.2°C.
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Chats

Le mode d’anesthésie choisi pour les chats est ’anesthésie gazeuse. L’induction de
l’anesthésie se fait dans une boite d’induction hermétique avec insufflation d’un
mélange d’air respirable (3 L/min) et d’isoflurane a 5% (Belamont ou Nicholas
Piramal) pendant 5 min. Puis, ’anesthésie est maintenue avec un mélange d’air
respirable a 2 L/min et 3% d’isoflurane. La quantité d’isoflurane peut augmenter
jusqu’a 3,5%, selon U’animal utilisé et sa sensibilité. L’anesthésie volatile
provoquant aussi une hypothermie, un systéme de tapis chauffant a circulation
d’eau est utilisé pour maintenir la température corporelle du chat a 38 + 0.2°C.
Durant ’anesthésie, un monitoring de la saturation sanguine en oxygéne (PO,) et
du rythme cardiaque est assuré par un oxymetre (Nonin 9847V, Nonin Medical Inc.,
Plymouth, USA).

b) Cathéterisation

Rats

Les rats sont cathétérisés dans la veine caudale pour permettre [’injection
intraveineuse du radiotraceur ou des agents pharmacologiques. Le cathéter utilisé
est radio-opaque, apyrogene et de petit diametre (BD Insyte-W 24GA, Becton

Dickinson Medical, France).
Chats

Pour les chats, le cathéter est inséré dans la veine surale. Apres rasage de la patte,
une perfusion de NaCl 0,9% a bas débit est mise en place pour éviter toute
coagulation avant injection du radiotraceur. Le cathéter utilisé est un cathéter
radio-opaque, apyrogene et de petit diametre (BD Insyte-W 24GA, Becton Dickinson

Medical, France).
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lll) Traitements pharmacologiques

a) WAY100635

Le WAY 100635, ((N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]-ethyl]-N-(2-pyridinyl)-
cyclohexacarboxamide-trihydrochloride, Sigma Aldrich, France), est un antagoniste
spécifique des récepteurs 5-HTqa. Il est utilisé a une concentration de 1mg/kg dilué

dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%).
b) 8-OHDPAT

Le 8-OHDPAT (8-hydroxy-2-(di-N-propylamino) tetraline, Tocris, Grande Bretagne)

est un agoniste des récepteurs 5-HT1, ayant également une composante 5-HT5.

c) Ciclosporine

La ciclosporine ([R-[[R*,R*-(E)]]-cyclic(L-alanyl-D-alanyl-N-méthyl-L-leucyl-N-
méthyl-L- leucyl-N-méthyl-L-valyl-3-hydroxy-N,4-diméthyl-L-2-amino-6-octenoyl-L-
a-amino-butyryl-N-méthylglycyl-N-méthyl-L-leucyl-L-valyl-N-méthyl-L-leucyl ;

Sandimmum, Novartis, France) est utilisée en clinique comme immunosuppresseur
(apres transplantation notamment). Dans notre contexte, elle utilisée car elle
blogue la glycoprotéine P (PgP), protéine située sur la barriere
hémathoencéphalique et qui peut limiter ’entrée de certains radiotraceurs ou
d’autres molécules endogenes (Lacan et al., 2008). Dans nos protocoles, elle est
utilisée a 50mg/kg en intraveineuse dans un mélange 50/50 de ciclosporine pure

avec du sérum physiologique.

d) F15599

Le F15599 (3-chloro-4-fluorophenyl- [4-fluoro-4-[[(5-méthylpyrimidin-2-ylméthyl)
amino] méthyl] piperidine-1-yl] methanone) est un agoniste spécifique des
récepteurs 5-HTix avec un Ki de 2,25nM qui agit plus particulierement en
postsynaptique (Newman-Tancredi et al., 2009). La molécule et son précurseur
nitré sont synthétisés dans le laboratoire de chimie médicinale du Centre de

Recherche Pierre Fabre a Castres.
e) F13714

Le F13714  (1-(3-Chloro-4-fluorobenzoyl)-4-fluoro-4-[5-méthyl-6-(méthylamino)
pyridin-2-ylméthylaminométhyl] piperidine fumarate) est un agoniste des
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récepteurs 5-HTix présynaptique avec un Ki de 0,7nM (Vacher et al., 1999). La
molécule et son précurseur nitré sont synthétisés dans le laboratoire de chimie

médicinale du Centre de Recherche Pierre Fabre a Castres.
f)  Gpp(NH)p

Le Gpp(NH)p (5-guanylyl imido diphosphate, Sigma-Aldrich, France) est un
analogue non hydrolysable du GTP (guanosyl tri phosphate) qui permet le

découplage des récepteurs liés aux protéines G.

IV) Techniques utilisées

1) Autoradiographie in vitro chez le rat et le chat

a) Principe et instrumentation

L’autoradiographie est une technique permettant la détection a la fois qualitative
et semi-quantitative de structures d’intérét sur des coupes de cerveau. Cette
détection se fait grace a lutilisation d’une molécule couplée a un isotope
radioactif (un radiotraceur) se fixant spécifiquement sur la structure moléculaire

d’intérét (dans notre cas, les récepteurs sérotoninergiques).

L’appareil que nous possédons au CERMEP est le phospho-imageur (BAS 1800 I,
Fujifilm). L’écran utilisé avec le phospho-imageur est composé d’une fine couche
de cristaux photostimulables déposée sur un support en polyester, le tout
recouvert d’une fine protection en plastique. Lorsque [’échantillon a analyser est
mis au contact de Uécran, les particules chargées, ou les rayonnements
électromagnétiques, peuvent déplacer les électrons de certains cristaux vers un
état transitionnel durable. Ces électrons, piégés de maniere prolongée entre les
bandes de valence et les bandes de conduction, sont dans une situation de
« transition interdite », créant ainsi une image des électrons excités. L’énergie
ainsi stockée, va pouvoir étre libérée par stimulation de l’écran avec un faisceau
laser hélium-néon qui provoque une émission de lumiére bleue. Cette luminescence
est captée par un photomultiplicateur et 'image est constituée, point par point,

par balayage de la plaque en quelques minutes. La finesse du faisceau laser, et son
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pas de déplacement par rapport au plan des cristaux, conditionnent la résolution
finale de U'image (50pum). La surface des plaques est de 20x25cm? et elles sont
réutilisables (régénération par une source secondaire de lumiere) (Barthe N, 2007

pour revue).

b) Préparation des lames pour ’autoradiographie

Rats

Apres une induction « flash » de ’anesthésie a Llisoflurane, les rats sont
euthanasiés par décapitation. Leur cerveau est ensuite délicatement et rapidement
prélevé, rincé dans une solution de tampon TBS-HCL (pH 7,5) puis congelé dans une
solution d’isopentane (2-méthylbutane) refroidi a -29°C avec de la carboglace.
Lorsque le cerveau est congelé, il est mis au congélateur a -80° pour étre conservé
en vue d’une utilisation future, s’il n’est pas utilisé directement. Des coupes de 30
pum d’épaisseur sont réalisées a ’aide d’un cryostat a -20°C (Leica SM1850, Leica)
au niveau de nos régions d’intéréts (cortex cingulaire, hippocampe, noyau du raphé
dorsal et cervelet) repérées grace a un atlas stéréotaxique de rat (Paxinos and
Watson, 1986) puis fixées par adhérence sur des lames de verre seches (Strarfrost).
Les lames ainsi préparées sont ensuite conservées a -80°C, au minimum pendant
trois jours afin d’augmenter leur adhérence avant d’étres utilisées pour les

expériences d’autoradiographie.
Chats

Les chats sont euthanasiés par injection létale de pentobarbital en intrapéritonéal.
Le cerveau est ensuite rincé avec une perfusion intracardiaque d’une solution de
RINGER puis délicatement prélevé selon le protocole de Jouvet (Budat C et Sastres
JP, communication personnelle). Les étapes suivantes pour la congélation, la

préparation et la conservation des lames sont identiques a celles du rat.

c) Marquage des lames au ['®F]JF15599 et au ['®F]F13714

Le jour de la synthése du radiotraceur, les lames conservées a -80°C sont placées
au contact de ’air ambiant durant 30 minutes pour sécher. Elles sont ensuite

incubées a température ambiante pendant 20 min dans un tampon TBS-HCL (138mM
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NaCl; 2,7mM KCl; pH ajusté a 7,6) contenant 37kBq (1uCi/mL) de U'un des
différents radiotraceurs, ["®F]JF15599 ou ['®F]F13714 ou du ['®FJMPPF. Nous avons
réalisé différentes compétitions afin de vérifier la spécificité de nos radiotraceurs.
La fixation non spécifique a été vérifiée par l’ajout de sérotonine (5-HT) au bain
d’incubation a différentes concentrations (1pM; 100nM; 10nM et 1nM) mais aussi
avec l’ajout de WAY100635 (100nM; 10nM; 1nM) ou de 8-OHDPAT aux mémes
concentrations que le WAY100635. Des expériences de compétitions ont aussi été
réalisées avec le ligand correspondant (F15599 ou F13714 a 1pM, 100nM, 10nM,
1nM ou 0,1nM). Enfin, nous avons également préparé des bains d’incubation avec
ajout de Gpp(NH)p (1pM et 100nM) afin de vérifier si les radiotraceurs se fixaient a

des récepteurs couplés aux protéines G.

Apres les 20 min d’incubation, les lames sont rincées dans du tampon TBS-HCL (pH
7,6) a 4°C pendant 90 secondes puis dans de ’eau distillée a 4°C pendant 90
secondes avant d’étre délicatement séchées. Une fois seches, les lames sont
disposées dans une cassette et l’écran du phosphor-imageur (BAS-1800 Il, Fujifilm)
est apposé contre ces lames pendant 60 min. La distribution de la radioactivité est
visualisée grace au phospho imageur (BAS 1800 I, Raytest, Germany) avec le
logiciel d’analyse «Image Reader ». Les régions d’intéréts (cortex cingulaire,
hippocampe et cervelet) sont repérées a l’aide d’un atlas stéréotaxique du cerveau
du rat (Paxinos et Watson, 1986) et tracées manuellement avec le logiciel
d’analyse « Multigauge » (Fujifilm, Raytest, Germany). Le bruit de fond radioactif
est soustrait a toutes les valeurs semi-quantitatives obtenues. Les densités
optiques obtenues, proportionnelles aux concentrations radioactives, sont
exprimées en psl/mm? (« phospho stimulated luminescence » par unité de surface)
et seront ensuite exprimées en pourcentage de témoin afin de normaliser les

différentes expériences.

99



2) Autoradiographie ex vivo chez le rat

a) Définition
Nous utilisons le méme phospho-imageur que pour ’autoradiographie in vitro. La

différence avec ’autoradiographie in vitro est que les lames sont préparées apres

injection du radiotraceur a l’animal vivant.

b) Préparation de ’animal

Apres une induction « flash » de ’anesthésie a lisoflurane, les rats sont
anesthésiés en intrapéritonéal avec de l'uréthane (1,25g/kg) de maniére a leur
poser un cathéter intraveineux sur la queue. Nous avons réalisé des expériences de
compétitions ex vivo avec de la ciclosporine (50mg/kg) préinjectée en
intraveineuse 30 min avant U'injection du radiotraceur (['®F]F15599 ou ['®F]F13714).
Des compétitions sont également faites avec le F15599 ou le F13714 froid
preinjecté en intrapéritonéal a 0,12 ; 0,25 ou 0,5mg/kg, 1h15 avant l’injection de
2mci de ['*F]MPPF.

c) Prélevement du cerveau et préparation des lames

Vingt minutes apres injection du radiotraceur, ’animal anesthesié est décapité. Le
cerveau est prélevé, rincé dans une solution de Tampon TBS-HCL (pH 7,5) puis
congelé dans une solution d’isopentane (2-méthylbutane) refroidi a -29°C avec de
la carboglace. Des coupes de 30um d’épaisseur sont réalisées a l’aide d’un cryostat
a -20°C (Leica SM1850, Leica) au niveau de nos régions d’intérét (cortex cingulaire,
hippocampe, noyau du raphé dorsal et cervelet) puis fixées par adhérence sur des
lames de verre seches (Strarfrost). Les lames ainsi préparées sont délicatement
séchées et placées dans une cassette autoradiographique avec ’écran du phosphor
imageur. Elles suivent ensuite les mémes étapes que pour l’autoradiographie in
vitro (apposition contre [’écran pendant 60 min, révélation puis analyse

informatique).
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3) Imagerie fonctionnelle microTEP et TEP

a) Déroulement des examens microTEP ex vivo chez le rat

Les examens microTEP ex vivo et in vivo ont été réalisés au CERMEP sur la caméra
ClearTEP de Raytest (LYSO/LUYAP Phoswich scanner) utilisée en mode 3D
(Sempere Roldan et al., 2006).

Les rats sont anesthésiés par injection intrapéritonéale d’uréthane (1,25 g/kg) puis
un cathéter est inséré dans une veine latérale de la queue. Le WAY100635
(1mg/kg/i.v) est injecté 30 min avant, ou, dans une autre expérience, 15 min aprés
I’injection du radiotraceur, le ['®F]F15599 ou le ['®F]F13714 (74MBq/2mCi/i.v).
Dans les deux cas, le rat est décapité 30 min aprés l'injection du radiotraceur. Le
cerveau est alors délicatement prélevé, rincé et placé sur le lit de la caméra
microTEP au milieu de son champ de vision. La radioactivité est mesurée en une
unique « frame » (fenétre temporelle d’acquisition) de 45 min. Les images sont
ensuite analysées avec le logiciel « Amide » (Medical Imaging Analysis Data
Examen, free licence). Pour toutes les expériences, un rat témoin est réalisé avec

préinjection ou une postinjéction de NaCl (0,9%) en contrdle.

b) Déroulement des examens microTEP in vivo chez le rat

Les rats sont anesthésiés et cathétérisés comme décrit précédemment. Ils sont
ensuite placés sur le lit de la caméra microTEP, avec la téte au milieu du champ de
vue. Le radiotraceur est injecté en bolus de 15MBq (400uCi) par la veine caudale.
La durée totale d’acquisition est de 45 min, divisés en 20 « frames » séquentielles
de durée croissante de 1 min & 5 min. A la fin de [’acquisition, ’image dynamique
reconstruite est analysée avec le logiciel « Amide » (Médical Imaging Analysis Data
Examen, free licence). Les régions d’intéréts (cortex cingulaire, hippocampe,
noyaux du raphé et cervelet) sont tracées manuellement a l'aide de latlas
stéréotaxique du cerveau de rat (Paxinos et Watson, 1986). Les valeurs de
radioactivité obtenues sont exprimées en « SUV » (Standard Uptake Values) apres

normalisation.
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c) Déroulement des examens TEP chez le chat

La caméra utilisée au Cermep est une caméra Ecat Exact HR+ (Siemens). Dans le
mode 3D que nous utilisons, cette caméra a une résolution axiale de 3,5 mm et une
résolution transaxiale de 4,5 mm. Le nombre de plans contigus réalisables est de 63

plans d’une épaisseur de 2,46 mm (Watabe et al., 2006).

Aprés anesthésie a lisoflurane selon le protocole précédemment décrit, et
cathétérisation, de la veine surale, le chat est placé en décubitus ventral sur le lit
de la caméra TEP. Le chat est placé dans un cadre stéréotaxique en plexiglas et
maintenu, latéralement grace a des barres d’oreilles, et horizontalement grace au
masque d’anesthésie. Durant tout l’examen, un tapis chauffant a circulation d’eau
(Hamilton, Industries, Ohio, USA) maintient sa température a 38 + 0.2°C. Pour
vérifier les constantes du chat (rythme cardiaque et saturation en oxygéene), nous
placons un oxymetre de pouls (Nonin 9847V, Nonin Medical Inc., Plymouth, USA) sur
une oreille. Un scanner de transmission, visant a normaliser la contribution osseuse
est réalisé durant 10 min avec des sources linéaires de germanium (°*Ge) et de

gadolinium (**Ga).

Le radiotraceur est injecté en bolus de 74MBq (2mCi) via la veine surale. L’activité
spécifique pour le ["®F]F15599 se situe entre 85 et 120GBq et celle du ['®F]F13714
entre 37 et 196GBq. La durée d’acquisition est de 90 min, divisée en 31 « frames »
séquentielles de durée croissante de 30 secondes a 10 minutes. Les images sont
reconstruites et les régions d’intéréts (cortex cingulaire, hippocampe, noyaux du
raphé et cervelet) sont tracées manuellement a l’aide du logiciel « Capp » (Clinical
Application Programming Package) et a l’aide de deux atlas stéréotaxiques du
cerveau de chat (Jasper and Ajmone-Marsan, 1954 ; Snider and Niemer, 1961). Les
courbes de radioactivité régionales sont exprimées en Becquerel par unité

volumique (Bg.cm™).

4) Imagerie anatomique microlRM et IRM

a) Déroulement des examens microlRM in vivo chez le rat

Une caméra 7 tesla (Bruker Biospec Magnet) couplée a un gradient Brucker BGA12

(450mT/m) est utilisée pour I’IRM anatomique. Une bobine de « Rapid biomedical »
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est utilisée pour le signal d’émission et une antenne de surface de 2,5 cm de
diamétre est utilisée pour englober la surface du cerveau de rat. Apres anesthésie,
le rat est placé dans [’aimant et des séquences d’acquisitions d’imagerie
anatomique sont utilisées (séquences 3D d’échos gradient « Flash » ainsi qu’une
séquence « 2D multislice », « multi écho-spin »). La résolution spatiale finale est
de 117x117x500um. Il est a noter que les images IRM acquises chez 5 rats ont été
utilisées pour les recalages anatomiques de U’ensemble des rats utilisés pour les

autres protocoles.

b) Déroulement de I’examen IRM chez le chat

Les chats sont anesthésiés a ’isoflurane et placés dans le cadre stéréotaxique en
plexiglas dans les mémes conditions que pour ’examen TEP. L’acquisition de U’'IRM
anatomique 3D dont les séquences ont été pondérées en T1 se fait sur une caméra
1,5T (Siemens Magnetom Scanner, Siemens AG) et dure 40 min. Une antenne
proton de 63,6MHz est placée sur la téte de l"animal. Le volume anatomique
couvrant le cerveau entier est avec des voxels de 0,7mm>. L’image anatomique
obtenue a une résolution spatiale de 88x156 en 2D pour une épaisseur de coupe de
500 pm. Il est a noter que chaque chat utilisé en imagerie TEP a eu une IRM pour le

recalage anatomique.
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PARTIE Il : PROTOCOLES LIES AUX RADIOTRACEURS 5-HT;

Remarque : Dans la mesure ou les protocoles liés aux radiotraceurs 5-HT; sont

communs avec ceux des études 5-HT4 (cf. précédemment), seules les spécificiteés

des protocoles 5-HT; seront décrites.

I) Radiomarquage des précurseurs 5-HT5 :

Les quatres précurseurs sont synthétisés au laboratoire et sont radiomarqués au
CERMEP de la méme maniére que le F15599 et le F13714.
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Figure 35 : Schéma de synthese des précurseurs des quatres radioligands 5-HT;, ainsi que
leur radiomarquage au fluor 18.

Les précurseurs nitrés synthétisés sont radiomarqués au fluor 18 par substitution

nucléophile aromatique. Le protocole de radiomarquage est tres proche de celui
décrit précédemment pour le ['®F]F15599 et le [®F]F13714.
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I) Les animaux et les procédures animales

Les expériences sont réalisées sur des rats males Sprague Dawley (300g) hébergés
dans les mémes conditions que précédemment. Les mémes chats que dans la
premiére partie ont été utilisés. Le calendrier des expériences a été organisé de
maniére a ce que chaque chat n’ai pas plus d’une anesthésie gazeuse par semaine

(avec une répartition des expériences d’imagerie TEP sur un total de 5 chats).

lll) Traitements pharmacologiques

Si nous avons réalisé des compétitions avec le WAY100635, le 8-OHDPAT et la
ciclosporine tel que décrit précédemment, nous avons également fait des
compétitions supplémentaires avec un antagoniste 5-HT7, le SB269970 ou (2R)-1-
[(3-Hydroxyphenyl) sulfonyl]-2-(2-(4-méthyl-1- piperidinyl) ethyl)
pyrrolidine (Tocris Biosciences, Royaume Uni), et des ligands froids correspondant

aux radiotraceurs.

IV) Techniques utilisées

1) Autoradiographie in vitro chez le rat

Nous avons réalisé différentes compétitions afin de vérifier la spécificité des
radiotraceurs. La fixation non spécifique a été vérifiée avec l’ajout de sérotonine
(5-HT a 1pM) au bain d’incubation mais aussi avec l’ajout de WAY100635 (1uM). Des
expériences de compétitions ont également été réalisées avec le ligand froid
correspondant au radiotraceur étudié (4FP3, 2FP3, 4FPMP ou 2FPMP) a 1puM. Pour
finir, nous avons réalisé des études de déplacement avec le SB269970 a différentes
concentrations (1pM, 100nM, 10nM).
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2) Imagerie microTEP et TEP

a) Déroulement des examens microTEP ex vivo chez le rat

L’anésthésie et la cathétérisation des rats ont été décrites précédemment. Le
WAY100635 (1mg/kg/i.v) est injecté 30 min avant l'injection de 'un des quatres
radiotraceurs des récepteurs 5-HT a raison de 74MBq/2mCi/i.v. Le rat est décapité
30 min apres l’injection du radiotraceur. Nous avons réalisé des expériences
similaires avec préinjection, soit de la molécule froide correspondante (5mg/kg),
soit de SB269970 (a 5mg/kg, 2mg/kg ou 1mg/kg). Pour toutes les expériences, un

rat témoin est réalisé avec préinjection de NaCl (0,9%) en controle.

b) Déroulement des examens TEP chez le chat

Le protocole des examens est similaire a celui qui a été décrit précédemment pour
les ligands 5-HTqa. Dans le cadre de |’étude des récepteurs 5-HT7, nous avons en
plus réalisé des expériences de compétition en injectant, 30min avant ’injection
du radiotraceur, du SB269970 (3mg/kg ; i.p et 1,5mg/kg ; i.v).

Les concentrations ont été choisies en fonction de ce que nous avons pu observer

dans la litératture.
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RESULTATS




EVALUATION RADIOPHARMACOLOGIQUE DE
L’ AGONISTE 5-HT4, : LE ['®F]F 15599

l) Expériences de compétition avec le ['*F]JMPPF

1) Compétition in vitro

Le F15599 est un agoniste présentant une forte affinité in vitro pour les récepteurs
5-HT44 (Kd : 2,24nM). Dans un premier temps, nous avons fait des expériences de
compétitions avec le ['"®FJMPPF, antagoniste des récepteurs 5-HTs. La compétition
in vitro entre le ['"*F]JMPPF et le F15599 froid a différentes concentrations permet
de voir que dans le cortex cingulaire, la concentration nécessaire pour avoir un
déplacement significatif du ['®FJMPPF est de 1puM (Figure 36). A cette
concentration, on obtient une diminution de 55%. Dans |’hippocampe, région riche
en 5-HT1a, nous observons une diminution de 50% du marquage a partir de 10nM de
molécule F15599 froide. La derniere région étudiée, le noyau du raphé, montre une

diminution de 80% du marquage radioactif a partir de 100nM de F15599 (Figure 36).
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Figure 36 : Histogramme représentant la compétition in vitro chez le rat entre le
[®*FIMPPF et le F15599 froid. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrble et a
différentes concentrations de ligand froid. Le contrble correspond au marquage du
[®*FIMPPF. Cx cing : cortex cingulaire ; Hip : hippocampe ; NRD : noyau du raphé dorsal.
(n= 3 rats ; * p<0,05).
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La Figure 37 permet de voir de maniére qualitative les résultats obtenus avec les

différentes compétitions in vitro entre le ['*F]MPPF et le F15599 froid.

Contrdle

F155998 0,1nM

F15598 1nM

F15599 10nM

F15598 100nM

F15599 1uM

Cx cing Hip NRD Cv

Figure 37 : Autoradiogrammes in vitro de coupes de cerveau de rat incubés avec le
["®FIMPPF et différentes concentrations de F15599 froid. Les régions observées de gauche
a droite: cortex cingulaire (Cx cing), hippocampe (hip), noyau du raphé dorsal (NRD) et
cervelet (Cv). La rangé du haut correspond au controle (["®F]JMPPF seul) et la derniere
rangée correspond aux coupes correspondantes de [’atlas de Paxinos et Watson (Paxinos et
Watson, 1982).
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2) Compétition ex vivo

Apres les études in vitro, nous avons mis en place des études de compétition ex
vivo chez le rat. Nous avons préinjecté différentes concentrations de F15599 en
intra-péritonéal (75 min avant 2mCi de ['®F]MPPF). Les régions d’intéréts étudiées
sont les régions riches en 5-HTq,, c’est-a-dire le cortex cingulaire, |’hippocampe et
le cervelet. Sur la Figure 38, nous pouvons observer une diminution de 60% du

« binding » du ["®*F]JMPPF & la concentration de 0,5mg/kg pour les trois régions

étudiées.
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Figure 38 : Histogramme représentant la compétition ex vivo chez le rat entre différentes
concentrations de F15599 et le ["*FJMPPF. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
fixation par rapport au témoin de chaque région étudiée (Cx cing, Hip et NRD). (n=3-4
rats ; * p<0,05).
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Il) Radiomarquage du F15599 au fluor 18 et caractérisation

radiopharmacologique

1) Réalisation du radiomarquage du F15599

La synthese du F15599 et son radiomarquage au fluor 18 sont exposés dans la
Figure 39. La synthése du 3-Chloro-4-nitrophényl-(4-fluoro-4-{[(5-méthylpyrimidin-
2-ylméthyl) tertbutoxycarbonylamino] -méthyl}-piperidin-1-yl)-méthanone [2] est
réalisé a partir de l’acide 3-chloro-4-nitrobenzoique et de piperidine [1]. La
suppression du groupe protecteur tertbutoxycarbonyl (BOC) produit le précurseur
[3] avec une haute pureté. L’utilisation d’un module automatisé de fluoration
reprogrammé permet le marquage du ["®F]JF15599 & partir du précurseur nitré a
150°C, avec un rendement radiochimique de 30% corrigé de la décroissance pour
un temps de radiosynthese de 80 min. Aucun produit radioactif contaminant n’a
été obtenu et les conditions de chromatographie liquide haute performance (HPLC)
ont permis d’assurer une bonne séparation du ["®F]JF15599 de son précurseur nitré ,
confirmé par le controle qualité (Figure 39B). La pureté radiochimique obtenue est
supérieure a 98% et ’activité spécifique se situe entre 85 et 120GBq/pmol a la fin
de la synthese. La lipophilie du composé a été déterminée dans un mélange

octanol-eau et la valeur du log P est de 1,17 (moyenne de 3 expériences).
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Figure 39:
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A Schémas de synthése du 3-Chloro-4-nitrophényl-(4-fluoro-4-{[(5-
méthylpyrimidin-2-ylméthyl) tertbutoxycarbonylamino] -méthy(}-piperidin-1-yl) -
méthanone [2], du précurseur 3-Chloro-4-nitrophényl-(4-fluoro-4-{[(5-méthylpyrimidin-2-
ylméthyl) -amino] -méthyl}-piperidin-1-yl) -méthanone [3], et de la radiosynthese du
["®F]F15599 [4]. B Chromatogramme final du ["®F]JF15599. L’absorbance UV a 254 nm et la
radioactivité montrent une pureté radiochimique supérieure a 99%.
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2) Etude de la distribution in vitro du ['®F]F15599

Nous avons réalisé des expériences d’autoradiographie in vitro semi quantitative
sur des coupes de cerveau de chat et de rat afin de déterminer les sites de liaison
de notre nouveau radiotraceur. Des autoradiographies réalisées avec le ['*FJMPPF,
radiotraceur spécifique des récepteurs 5-HTx ont été utilisées en controle (Figure
40). Les autoradiogrammes obtenus aprés incubation avec le ['®F]F15599 a
concentration constante permettent d’observer des structures riches en récepteurs
5-HT1a comme le noyau du raphé dorsal (NRD) (Figure 40 B; D) ou encore
’hippocampe ventral et dorsal (Figure 40 A ; D) chez le rat ainsi que chez le chat.
Les autoradiographies de contréle réalisées avec une concentration constante de
['®FJMPPF permettent de voir la méme liaison dans le noyau du raphé dorsal (Figure
40 B’ ; D’) et des hippocampes ventral et dorsal (Figure 40 A’ ; D’). Les deux
radiotraceurs ne montrent aucun marquage dans le cervelet qui est une région
pauvre en récepteur 5-HTqs (Figure 40 CC’; EE’). Cependant, lUintensité de
marquage du ['®F]JF15599 est plus faible que celui du ['®F]MPPF (exprimé en unité
arbitraire UA) dans ’hippocampe et dans le NRD. Ainsi, si ’on prend la fixation du
['® FJMPPF comme 100% de fixation au niveau des récepteurs 5-HTq4, on peut voir un
marquage pour le F15599 au niveau de U’hippocampe de l'ordre de 25% et de 45%
chez le rat et le chat respectivement. Les mémes calculs dans le NRD nous
montrent une fixation de 25% et de 20% chez le rat et le chat respectivement.
L’intensité de marquage est cependant la méme pour le cortex frontal et cingulaire
ainsi que pour le cervelet. (Ces expériences ont été réalisées en double chez le

chat et en triple chez le rat).
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["*F]F15599 ["°FIMPPF

RAT

CHAT

Figure 40 : Autoradiogrammes in vitro réalisés sur des coupes de cerveau de rat et de chat
incubé avec des concentrations constantes de [*FJF15599 en comparaison avec des coupes
adjacentes incubées dans du ["*FJMPPF (AA’ hippocampe de rat ; BB’ Noyau du raphé
dorsal de rat ; CC’ cervelet de rat ; DD’ hippocampe et noyau du raphé dorsal de chat ;
EE’ : cervelet de chat).
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3) Etude de compétition in vitro avec le ['®F]F15599

Dans le but de déterminer la sélectivité et la spécificité du ['®F]F15599 vis-a-vis des
récepteurs 5-HTqs, nous avons réalisé différentes expériences de compétition in
vitro. La premiere étape a été de vérifier la composante sérotoninergique de notre
radiotraceur en le mettant en compétition avec la sérotonine. L’ajout de
sérotonine (5HT) a différentes concentrations (Figure 41) montre une diminution du
marquage de 80% dans le cortex cingulaire avec une concentration de 1pM. Dans
’hippocampe, la diminution est importante avec des concentrations plus faibles.
En effet, on peut voir une diminution de 50% avec une concentration de 10nM de 5-
HT.
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Figure 41 : Autoradiographie in vitro chez le rat montrant la compétition entre le
[®F]F15599 et la sérotonine. La radioactivité mesurée dans [’hippocampe est représentée
a différentes concentrations de 5-HT et est exprimée en pourcentage de contrble sans
ajout de 5-HT (n= 3 rats ; * p<0,05).
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Ensuite, nous avons étudié la composante 5-HT14 du marquage du ['®F]F15599. Nous
avons tout d’abord réalisé des expériences de compétition avec le 8-OHDPAT,
agoniste des récepteurs 5-HTia. Les résultats (Figure 42) montrent un marquage
nettement diminué dans ’hippocampe aprés ajout de différentes concentrations
de 8-OHDPAT (-67% et -85 % avec des concentrations de 10nM et 100nM de 8-
OHDPAT, respectivement). Les expériences réalisées dans les mémes conditions
avec le WAY100635, antagoniste des récepteurs 5-HT1s, montrent de la méme

maniéere une diminution du marquage de |’hippocampe (-69% et -76%) (Figure 42).
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Figure 42 : Autoradiographie in vitro dans [’hippocampe de rat montrant la compétition
entre le [®F]JF15599 et deux ligands sélectifs des récepteurs 5-HT;,: le WAY100635,
antagoniste, et le 8-OHDPAT, agoniste. La radioactivité mesurée est représentée a
différentes concentrations et est exprimée en pourcentage de controle.
(n=3 rats ; * p<0,05).
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Enfin, nous avons vérifié si le ['*F]F15599 avait gardé ses propriétés d’agoniste des
récepteurs 5-HTa. Les agonistes ne se fixent que sur les récepteurs couplés aux
protéines G c’est-a-dire les récepteurs fonctionnels. Nous avons donc réalisé des
expériences de compétition avec le Gpp(NH)p. Le Gpp(NH)p est un analogue
structurel de GTP mais non hydrolysable. A une concentration de 10pM, le
Gpp(NH)p diminue le marquage du ['®F]F15599 de 70% dans |’hippocampe (Figure
43). Des expériences similaires réalisées avec le ['®FJMPPF, antagoniste, réveélent
une augmentation du marquage de 30% dans la méme région du cerveau
certainement due a la libération de la sérotonine endogéene (résultats non

montrés).
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Figure 43 : Autoradiographie in vitro chez le rat montrant la compétition entre le
[’F]F15599 et le Gpp(NH)p a la concentration de 10uM. La radioactivité mesurée est
représentée a différentes concentrations et est exprimée en pourcentage de contréle. Les
images représentent les autoradiogrammes obtenus et la diminution du marquage de
[’hippocampe avec ajout de Gpp(NH)p (n= 2 rats ; * p<0,05).

118



4) Métabolites cérébraux chez le rat

Les études in vitro ne nous permettent pas d’avoir une idée du passage de la
barriere hémato encéphalique ou encore de la métabolisation cérébrale du

radiotraceur.

Tout d’abord, nous avons vérifié si le ['®F]F15599 est métabolisé dans le cerveau de
rat. Les résultats montrent que la majeure partie de la radioactivité est due au
['®F]F15599: 80% du ['®F]JF15599 & 10 min aprés l’injection, 90% a 20 min apreés
I’injection, 97% a 30 min aprés injection et 85% de ['®F]F15599 & 40 min aprés
'injection (Figure 44). Cette expérience a été réalisée en triple (avec quatre rats

par expérience).
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Figure 44 : Radiochromatogramme (séparation par HPLC et comptage radioactif par
compteur y) montrant le temps de rétention de [*F]JF15599 cérébral et son pourcentage
par rapport a la radioactivité cérébrale totale.
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5) Distribution ex vivo chez le rat

Les images de cerveaux isolés ex vivo de rat réalisées par microTEP, montrent un
marquage des régions riches en récepteurs 5-HT1» comme le cortex cingulaire. On
peut aussi voir un marquage non spécifique dans les régions pauvres en 5-HT
comme le striatum ou encore dans la partie vasculaire du tronc cérébral vers le
cervelet (Figure 45A). Le marquage observé au niveau du cortex est plus intense
que pour les hippocampes bien qu’il s’agisse d’une région riche en récepteurs 5-
HT:x (cf images contrdles ex vivo avec le ['®FJMPPF). La préinjection ou la
postinjection de WAY100635, par rapport a l’injection du radiotraceur, diminue de
maniére significative le marquage cortical du ['®F]F15599 (expériences faites en
double, Figure 45B).
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Figure 45 : A. Images du marquage ex vivo du ["*FJF15599 ou du ["®F]JMPPF sur cerveau
isolé en microTEP (acquisition de 45 min), 20 min apres [’injection du radiotraceur (2mcCi).
La 1°" colonne correspond aux images ‘microTEP obtenues apreés injection du [ "8FIF15599
chez le rat (vue frontale). La 2°™ colonne présente les images anatomiques
correspondantes. La 3°™ colonne correspond aux images microTEP obtenues apreés
’injection du ["®*FJMPPF chez le rat (vue frontale) (n=2 rats). B. Images ex vivo microTEP
du ["®F]F15599 sur cerveau de rat isolé (45 min d’acquisition), 20 minutes aprés ’injection
du radiotraceur. La 1°° rangée correspond aux coupes anatomiques frontales et
transverses du cerveau de rat pour les images microTEP. La 2°™ rangée correspond aux
images microTEP des coupes frontales et transverses du rat contréle. La 3°™ rangée
correspond aux images microTEP des coupes frontales et transverses du rat apres
préinjection de WAY100635, 30 min avant l’injection de ["®F]F15599. Enfin la derniére
rangée correspond aux images microTEP frontales et transverses du rat post injecté avec
du WAY100635, 15 minutes apres [’injection du ["®F]F15599 (n=2 rats).
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6) Etude de la distribution du ['®F]F15599 in vivo chez le rat et le chat

Les acquisitions in vivo en microTEP réalisées chez le rat entier montrent une
rapide accumulation du ['®F]F15599, peu aprés son injection intraveineuse (Figure
46). L’acquisition réalisée pendant 45 min montre une forte accumulation dans
’hippocampe, du cortex cingulaire et du cervelet juste quelques minutes apres
l’injection chez le rat (Figure 46). Nous avons calculé des ratios de fixation a partir
de la courbe de radioactivité en fonction du temps intégré entre 5 et 45min, et en
prenant le cervelet en région controle car il est peu pourvu de 5-HTia. Le ratio de
fixation, cortex cingulaire/cervelet est de 1,2 et pour ’hippocampe/cervelet, il

est de 1,6. Ces expériences ont été réalisées en double.
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Figure 46 : Acquisition microTEP in vivo du ["®F]JF15599 dans le cerveau de rat et la
cinétique correspondante de radioactivité en fonction du temps (45 minutes
d’acquisition). A : Image microTEP du rat en coupe sagittale. B : Image microTEP en coupe
frontale de [’hippocampe. C : IRM correspondante en coupe frontale (n=2 rats).
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De maniére similaire a Uinjection chez le rat, l’injection du ["®F]F15599 chez le
chat en imagerie TEP montre elle aussi une rapide accumulation du radiotraceur
dans le cerveau (Figure 47). Le maximum de radioactivité pénétrant dans le
cerveau est atteint en moins de 5 min. Les ratios de fixation ont comme pour le rat
été calculés en fonction du cervelet. Ainsi le ratio [cortex cingulaire/cervelet] est
de 1,3; le ratio [cortex frontal/cervelet] est de 1,3; le ratio [cortex
enthorinal/cervelet] est de 1,2 ; le ratio [amygdale/cervelet] est de 1,3 et enfin le
ratio [noyaux du raphé dorsal/cervelet] est de 1,5 (Figure 47). On peut observer
sur les images obtenues une forte fixation dans la région de |’éminence médiane
(Figure 47C). Il est a noter que ’hippocampe, région riche en 5-HT1,, ne présente

pas de marquage important.

Cingulate cortex
Frontal cortex
- Amygdala
100000 Enthorinal cortex
Dorsal Raphe Nucleus
Cerebellum

— e

o
©
-
K=
(®)]
O &
= E
Qo
- —
=20
s
@©
ie
©
@©
o

15 20 25 30 35 40

Temps (min)

Figure 47 : Acquisitions in vivo en TEP du ["F]JF15599 chez le chat et courbe de
radioactivité en fonction du temps correspondante (acquisition de 45min). A: Coupe
sagittale du cerveau de chat en imagerie TEP. BB’ : IRM et image TEP correspondante en
vue frontale (cortex cingulaire et enthorinal et de [’amygdale). CC’ : IRM et image TEP
correspondante en vue frontale (hippocampe). DD’ : IRM et image TEP correspondante en
vue frontale (noyau du raphé) (n=1 chat).
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EVALUATION RADIOPHARMACOLOGIQUE DE
L’ AGONISTE 5-HTqA : LE ['®F]F13714

l) Expériences de compétition avec le ['*F]JMPPF

1) Vérification du caractére 5-HT1x du F13714 par compétition in vitro

Le F13714, tout comme le F15599, est une molécule agoniste des récepteurs 5-
HT:a. Son affinité pour les 5-HTix est de l'ordre de 0,01-0,05nM (Vacher et
al.,1999 ; Newman-Tancredi et al, 2009). Nous avons réalisé des études de
compétition in vitro avec le ['®FJMPPF et le F13714 a différentes concentrations.
Dans la région du cortex cingulaire, nous observons une diminution du marquage de
40% avec une concentration de F13714 a 0,1nM (Figure 48). La diminution est de
70% avec une concentration de 1nM. Au-dessus de 1nM, la diminution du marquage
maximal obtenu est de 85% (Figure 48). Dans ’hippocampe, la diminution est
significative a partir de 1nM de F13714 froid avec une diminution de 52%. Pour les
concentrations supérieures a 1nM, on obtient une diminution de 95% (Figure 48).
Enfin, dans la derniere région étudiée, le noyau du raphé dorsal, on obtient une
diminution du marquage de 62% a la concentration de 0,1nM. Ensuite cette
diminution est de 70% et 90% aux concentrations de 10nM a 1pM, respectivement
(Figure 48).
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Figure 48 : Histogrammes représentant la compétition in vitro chez le rat entre le
[®*FIMPPF et le F15599 non radioactif. Différentes concentrations de F15599 froid ont été
ajoutées au ["*FJMPPF. Les résultats sont exprimés en pourcentage de controle
(correspondant au marquage du ["®FJMPPF). Les différentes régions étudiées sont le cortex

cingulaire (Cx cing), [’hippocampe (Hip) et le noyau du raphé dorsal (NRD) (n= 3 rats ; *
p<0,05).
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Ces résultats sont confirmés avec les autoradiogrammes (Figure 49). Il est a noter
gu’aucun marquage n’est observé pour le cervelet (Figure 49).
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Figure 49 : Autoradiogrammes in vitro des coupes de cerveau de rat incubées avec le
[FIMPPF et le F15599 froid. Le contrble correspond au marquage du ["®F]JMPPF seul. Cx

cing : cortex cingulaire ; hip : hippocampe ; NRD : noyau du raphé dorsal ;

Cv : cervelet.

La derniere rangée correspond aux coupes correspondantes de [’atlas de Paxinos et
Watson (Paxinos et Watson, 1982).
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2) Compétition ex vivo

La préinjection de F13714 froid, 75 min avant U'injection du ["®FJMPPF, entraine
une diminution du marquage radioactif dans toutes les structures étudiées (Figure
50). La préinjection de 0,125mg/kg de F13714 provoque un blocage du marquage
au ["®FJMPPF de Uordre de 80% pour le cortex cingulaire et de 50 % pour les autres
structures étudiées (hippocampe et le noyau du raphé dorsal) (Figure 50). Les
autres concentrations de F13714 provoquent une diminution du marquage similaire
pour les trois structures étudiées. En effet, on observe une diminution de 70% et
90% pour les concentrations de 0,25mg/kg et 0,5mg/kg, respectivement (Figure
50).
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Figure 50 : Histogrammes représentant la compétition ex vivo entre le ["®*FJMPPF et le
F13714 froid. Le F13714 est injecté en intra-péritonéal a différentes concentrations
(0,125mg/kg; 0,25mg/kg; 0,5mg/kg) 75 min avant le ["®FJMPPF. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de fixation par rapport au témoin dans [’hippocampe. Cx cing :
cortex cingulaire ; Hip : hippocampe ; NRD : noyau du raphé dorsal (n= 3-4 rats ;* p<0,05).
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Il) Radiomarquage du F13714 au fluor 18 et caractérisation

radiopharmacologique

1) Réalisation du radiomarquage du F13714

La synthése du F13714 et son radiomarquage au fluor 18 sont exposés dans la Figure
51. La synthese du 3-Chloro-4-nitrophényl-(4-fluoro-4-{[(5-méthyl-1-4-méthyl-
tertbutoxycarbonylamino)-pyridin-2-ylméthyl)-tertbutoxycarbonylamino]-méthyl}-

piperidin-1-yl)-méthanone [2] est réalisée a partir de |’acide 3-chloro-4-
nitrobenzoique et de piperidine [1]. La suppression des groupes protecteurs
tertbutoxycarbonyl (BOC) produit le précurseur [3] avec une haute pureté.
L’utilisation d’un module automatisé de fluoration reprogrammé permet le
marquage du ['®F]F13714 & partir du précurseur nitré a 150°C, avec un rendement
radiochimique de 10% corrigé de la décroissance pour un temps de radiosynthése
de 80 min. Aucun produit radioactif contaminant n’a été obtenu et les conditions
de chromatographie liquide haute performance (HPLC) ont permis d’assurer une
bonne séparation du ['®F]F13714 de son précurseur nitré, confirmé par le contréle
qualité (Figure 51). La pureté radiochimique obtenue est supérieure a 98% et
"activité spécifique se situe entre 50 et 140 GBq/pmol a la fin de la synthese. La
lipophilie du composé a été déterminée dans un mélange octanol-eau et la valeur

du log P est de 1,17 (moyenne de 3 expériences).
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Figure 51: A Schémas de synthése du 3-Chloro-4-nitrophényl-(4-fluoro-4-{[(5-méthyl-
tertbutoxycarbonylamino)-pyridin-2-ylméthyl)-tertbutoxycarbonylamino] -méthy(}-
piperidin-1-yl) -méthanone [2], du précurseur 3-Chloro-4-nitrophenyl-(4-fluoro-4-{[(5-
méthyl-4-méthyl) -amino] -pyridin-2-ylméthyl)-amino]-méthy(}-piperidine-1-yl)-
méthanone [3], et de la radiosyntheése du ['®F]F13714 [4]. B Chromatogramme final du
[®F]JF13714. L’absorbance UV & 254nm et la radioactivité montrent une pureté
radiochimique supérieure a 98%.
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2) Etude de la distribution in vitro du ['®F]F13714

Des expériences d’autoradiographie in vitro semi quantitative sur des coupes de
cerveau de chat et de rat ont été effectuées afin de déterminer la distribution du
['®F]F13714. Les autoradiogrammes obtenus aprés incubation avec le ["®F]F13714 a
concentration constante permettent d’observer des structures comme
’hippocampe ventral et dorsal (Fig.52) et le noyau du raphé dorsal (Fig. 52) qui
sont des structures riches en récepteurs 5-HT4, a la fois chez le rat et le chat. Il
est a noter chez le rat une fixation plus forte de I’hippocampe avec le ['®F]F13714
par rapport au ["®FJMPPF avec un ratio [hippocampe/cervelet] de 5 pour le
['®F]F13714 et de 3,9 pour le ["*FJMPPF (résultats avec le ["®FJMPPF non montrés).
Chez le chat, le ["®F]F13714 a un ratio de liaison [hippocampe/cervelet] de 4,6 et

le ratio [cortex cingulaire/cervelet] est de 2,6.

[**F]F13714 [**F]MPPF [*F]F13714 [**F]MPPF

()

RAT CAT

Figure 52 : Autoradiogrammes in vitro réalisés sur des coupes d’hippocampes et de
cervelet de rat et de chat, incubées avec des concentrations constantes de ["®F]JF13714 et
de ["*F]MPPF.
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3) Etudes in vitro du ['®F]F13714

La compétition in vitro avec la sérotonine montre une diminution du marquage de
70 % a la concentration de 100nM de 5-HT, a la fois dans le cortex cingulaire et
’hippocampe (Figure 53). La forte concentration de 1uM de 5-HT entraine une
diminution de 85% et 95% du marquage du ['®F]JF13714 dans le cortex cingulaire et

’hippocampe, respectivement (Figure 53).
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Figure 53 : Histogrammes de la compétition in vitro réalisée chez le rat entre le
[®F]F13714 et la sérotonine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au contréle (sans ajout de 5-HT). (n=3 rats ; * p<0,05).
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Dans les expériences de compétition in vitro avec le F13714 froid et le ['®F]F13714,

nous obtenons une diminution du marquage presque totale pour une concentration

de 1pM de 5-HT a la fois pour le cortex cingulaire et I’hippocampe (Figure 54). La

compétition avec un antagoniste spécifique des récepteurs 5-HTa, le WAY100635,

montre une diminution du marquage du [®F]F13714 de plus de 92% dans les deux

régions étudiées (Figure 54).
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Figure 54 : Histogrammes de la compétition in vitro entre le ["*F]JF13714 et le F13714 froid
ou le WAY100635, a la concentration de TuM. Les résultats sont exprimés en pourcentage
par rapport au contrble. (Cx cing : cortex cingulaire ; Hip : hippocampe)( n=3 rats ;

* p<0,05).
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Enfin, la derniere étude in vitro a été réalisée avec le Gpp(NH)p a 10pM. Nous
observons une diminution de 60% du marquage du ['®F]F13714 hippocampique
(Figure 55).
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Figure 55: Histogrammes représentant la diminution du ['®F]F13714 aprés ajout de
Gpp(NH)p (10uM). Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrble. Au bas, les
autoradiogrammes de [’hippocampe avec ajout de Gpp(NH)p (n=2 rats ; *p<0,05).
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4) Etudes de compétition ex vivo

La préinjection de ciclosporine (50mg/kg) avant injection de ['®F]F13714 entraine
une augmentation du marquage du ['®F]F13714 de plus de 50 %, a la fois au niveau
du cortex cingulaire et de ’hippocampe (Figure 56). Les images ex vivo réalisées

permettent de visualiser cette augmentation (Figure 56).

A B Controle
[J Ciclosporine 50mg/kg
300 -
*

P [
= 250 9 *
3
O —

S 200 1
32
[1+]
=D H50¢
- Q
~N O
23 100 1
o
[y
2 50 1

0 - . —
Cx cing Hip
B
i) ~ contrdle
Ciclosporine 50mg/kg

Figure 56 : A Histogrammes représentant [’augmentation de fixation cérébrale du
[®F]F13714 aprés une préinjection de ciclosporine a 50mg/kg, 30 min avant le
radiotraceur. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrble. Cx cing : cortex
cingulaire ; hip : hippocampe. B Autoradiographies correspondantes. (Colonne de gauche :
cortex cingulaire ; colonne de droite : hippocampe) (n=2 rats ; * p<0,05).
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5) Etude des métabolites radioactifs

Les études in vitro ne nous permettent pas d’avoir une idée du passage de la
barriere hémato encéphalique ou encore de la métabolisation cérébrale du

radiotraceur.

Tout d’abord, nous avons vérifié si le ['®F]F13714 est métabolisé dans le cerveau de
rat. Cette expérience a été réalisée sur quatre rats. Les résultats montrent que la
majeure partie de la radioactivité est due au ['*F]F13714 : 60% du ['®F]F13714 & 10
min apres l’injection, 90% a 20 min apres ’injection, 95% a 30 min aprés [’injection
et 90% de ['®F]F13714 & 40 min aprés l’injection (Figure 57). Cette expérience a été
réalisée en triple.

3 18F]F13714

% 100 1 [ ] 10" post-inject

3 20" post inject
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Figure 57 : Radiochromatogramme (séparation par HPLC et comptage radioactif par
compteur y) montrant le temps de rétention de ['*F]JF13714 cérébral et son pourcentage
par rapport a la radioactivité cérébrale totale.
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6) Distribution ex vivo chez le rat

Les images de cerveaux isolés ex vivo de rat, réalisées par microTEP, montrent un
marquage dans les régions riches en récepteur 5-HT14, comme le cortex cingulaire
et U’hippocampe. On peut aussi voir un marquage non spécifique des régions
pauvres en 5-HT{x comme le striatum ou encore dans la partie vasculaire du tronc
cérébral en dessous du cervelet (Figure 58). La préinjection de WAY100635, par
rapport a l’injection du radiotraceur, diminue le marquage cortical du ['®F]F13714
(expériences faites en double, illustrées Figure 58) mais avec une plus faible
influence hippocampique. On peut aussi remarquer une diminution de Uintensité
de marquage dans le cervelet (Figure 58). La préinjection de F13714 froid fait

totalement disparaitre le marquage du ['®F]F13714 (Figure 58).

Préinjection F13714

Préinjection WAY100635 (RN Q -t
> &) e

Figure 58 : Images ex vivo du ["®F]JF13714 sur cerveau de rat isolé (45 min d’acquisition en
microTEP), 20 minutes aprés [’injection du radiotraceur. La derniere rangée correspond
aux coupes anatomiques frontales du cerveau de rat pour les images microTEP. La 1°¢
rangée correspond aux images microTEP des coupes frontales du rat contréle. La 2°™
rangée correspond aux images microTEP des coupes frontales et transverses du rat aprés
préinjection de F13714, 30 min avant l’injection de ["®F]JF13714. Enfin la 3°™ rangée
correspond aux images microTEP frontales et transverses d’un rat préinjecté avec du
WAY100635, 30 minutes avant [’injection du ["®F]F13714 (n=2 rats).
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7) Imagerie in vivo chez le chat

Les expériences de TEP réalisées chez le chat nous permettent d’observer une
bonne pénétration cérébrale du ["®F]JF13714 (Figure 59). Nous pouvons voir un
marquage important dans le cortex cingulaire (Figure 59 A’) mais aussi dans
’amygdale (Figure 59 A’) et les hippocampes (Figure 59 B’). Il y a également un

marquage du cervelet davantage localisé dans le tronc cérébral (Figure 59 C’).

Le radiotraceur est rapidement accumulé dans le cerveau, durant les cing
premiéres minutes aprés l’injection (Figure 59). La fixation du radiotraceur est
importante dans le cortex cingulaire et ’amygdale avec un ratio [cortex
cingulaire/cervelet] de 1,5 et un ratio [amygdale/cervelet] de 1,33. Le ratio

[hippocampe/cervelet] est de 1,2 (Figure 59).

La préinjection de WAY100635 (500pg/kg, 30 min avant l’injection du ['®F]F13714),
permet de voir une diminution du marquage du [®F]F13714 (Figure 59). Le ratio
[cortex cingulaire préinjection WAY100635/cervelet préinjection WAY100635] est
de 1,24. Le ratio [hippocampe préinjection WAY100635/cervelet préinjection
WAY100635] est de 1,14 et pour finir le ratio [amygdale préinjection
WAY100635/cervelet préinjection WAY100635] est de 1,04. A noter que la
diminution de la liaison est plus importante dans [’amygdale et le cortex cingulaire
avec un ratio [cortex cingulaire témoin/cortex cingulaire préinjecté WAY100635] et
un ratio [amydgale témoin/amygdale préinjecté WAY100635] de 1,5 pour les deux
alors que le ratio [hippocampe témoin/hippocampe préinjecté WAY100635] est de
1,3.

La « chasse » réalisée avec une post-injection de WAY100635 (500ug/kg, 15min
aprés ’injection du ['®F]F13714) permet aussi de voir une diminution du marquage
du ["®F]F13714 sur les images TEP (Figure 60) avec des ratios [structures témoins/
structures postinjectées WAY100635] de l’ordre de 1,5. Le ratio [cortex cingulaire
postinjection WAY100635/cervelet postinjection WAY100635] est de 1,43. Le ratio
[amygdale postinjection WAY100635/cervelet postinjection WAY100635] et
[hippocampe postinjection WAY100635/cervelet postinjection WAY100635] sont

respectivement de 1,25 et 1,14.
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Figure 59 : Acquisitions in vivo en TEP du ["®F]JF13714 chez le chat et courbes de
radioactivité en fonction du temps correspondante (acquisition de 90min) avec acquisition
contréle et compétition avec le WAY100635. AA’A ” : IRM, image TEP et image TEP de la
compétition avec le WAY100635 correspondante en vue frontale (cortex cingulaire et
amygdale). BB’B ” : IRM image TEP et image TEP de la compétition avec le WAY100635
correspondante en vue frontale (hippocampe). CC’C ” : IRM, image TEP et image TEP de la
compétition avec le WAY100635 correspondante en vue frontale (cervelet) (n=2 chats). Les
courbes en symboles noirs m correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs
(o) correspondent aux animaux avec préinjection du WAY100635 en intraveineuse.
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Figure 60 : Acquisitions in vivo en TEP du ["®F]JF13714 chez le chat et courbes de
radioactivité en fonction du temps correspondante (acquisition de 90min) avec acquisition
contréle et compétition avec le WAY100635. AA’A ” : IRM, image TEP et image TEP de la
compétition avec le WAY100635 correspondante en vue frontale (cortex cingulaire et de
[’amygdale). BB’B" : IRM image TEP et image TEP de la compétition avec le WAY 100635
correspondante en vue frontale (hippocampe). CC’C” : IRM, image TEP et image TEP de la
compétition avec le WAY100635 correspondante en vue frontale (cervelet) (n=2 chats). Les
courbes en symboles noirs m correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs
(o) correspondent aux animaux avec postinjection du WAY 100635 en intraveineuse.
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EVALUATION RADIOPHARMACOLOGIQUE DES
ANTAGONISTES DES RECEPTEURS 5-HT;

1) Synthése et radiomarquage des molécules 5-HT7

La N-Boc-(D)-homoproline 10 est couplée avec la 4-méthyl-pipéridine ou la N-(2-
méthoxy phényl)-pipérazine pour conduire, respectivement aux amides 11 ou 12.
Ceux-ci sont ensuite réduits en amines correspondantes (13 ou 14) par action de
LiAlH4. Ces composés sont alors déprotégés avec de ’acide trifluoroacétique, et le
sel résultant est directement sulfonylé avec le chlorure de sulfonyle
correspondant. Les 4 précurseurs nitrés de radiomarquage (4NP3, 2NP3, 4NPMP,
2NPMP) ainsi que les 4 molécules froides (4FP3, 2FP3, 4FPMP, 2FPMP) sont ainsi

finalement obtenues.

L ), /N
A X = p-F : 4FP3 (60 %) .

o-F : 2FP3 (47 %)
p-NO, :4NP3 (43%) (I O
) 1

0-NO, : 2NP3 (40 % _—
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) Ar802C| / Et3N
LiAIH
(I e )y
HOBt / EDCI 11 0 %) ® 1880%
[ ). COMH _ EtN | ( e
N W
10 _X-R MeO
e )\N/\\ LiAH, g /\N/\\ ¢
Boc \\/N\©
12 (95 %) 14 (93 %)
1) TFA
2) ArSO,CI / EtzN
N
X = p-F : 4FPMP (52 %) 's\ \\/
o-F : 2FPMP (51 %) WO MeO
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Figure 61: A Schémas de synthése des précurseurs pour les 5-HT;. B Etape de
radiomarquage des précurseurs. C Chromatogramme final des 4 molécules. L’absorbance
UV a 254 nm et la radioactivité montrent une pureté radiochimique supérieure a 99%.
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2) Pharmacologie in vitro

Les études d’affinités in vitro ont été réalisées par la CEREP (www.cerep.fr). Le

composé ayant la meilleure affinité pour les 5-HT; est le ['®F]2FPMP avec un pKg de
8,79. Il apparait également que les membres de la famille FPMP ont une
composante agoniste 5-HT{o comme le montre leur EC 5, (Figure 62), alors que les
composés de la famille FP3 en sont dépourvus. Le log D, reflétant la lipophilie, est
compris entre 1,92 et 3,89. La famille 4FPMP est nettement plus lipophile que la
famille 4FP3.

[18F]4FP3 [18F]2FP3 [1F]4FPMP [SF]2FPMP
Vi Fd
00| G| Q0g 20
. Cr™ o™ o™
I .
LogD 1.92 1.43 3.89 3.38
5-HT, affiity 7.85 8.08 8.32 8.79
EDKB)
5-HT, ICog NC NC NC NC
5-HT,, ECqg NC NC 1.4x107 5.8x10°®

Figure 62 : Structures chimiques, valeurs du log D et des affinités pour les récepteurs 5-
HT; et la composante 5-HT, des quatre radiotraceurs (NC : non calculables).

Le log de D, calculé avec le programme ACD-Lab, refléte la lipophilie de la
molécule. Le pKg est une constante d’affinité représentée par le logarithme négatif
de la constante de dissociation Kg caractérisant linteraction d'un antagoniste pour
son récepteur. L’lCso représente la concentration maximale pour obtenir 50%
d’inhibition. Enfin ECso représente la concentration a laquelle on obtient 50% de

’effet maximal.

141



3) Distribution in vitro des antagonistes radiomarqués chez le rat

Les expériences d’autoradiographie in vitro chez le rat permettent de voir une
fixation cérébrale en accord avec celle des récepteurs 5-HT; dans les aires
corticales et I’hippocampe (Figure 63). Il est & noter que le ["*F]4FPMP et le
['®F]2FPMP ont une localisation hippocampique plus marquée que les molécules de

la série FP3.

[1*F]4FP3

[1*F]2FP3

[ —
4

=y
'

* i

[1*F]4FPMP

[1*F]2FPMP

Figure 63 : Distribution in vitro des différents radiotraceurs 5-HT; chez le rat. En bas,
image IRM correspondante (Hip: hippocampe; Cereb: cervelet).
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4) Compétition in vitro chez le rat

La compétition in vitro entre les différents radiotraceurs 5-HT7; marqués au fluor 18
et la sérotonine (a 1uM) montre que seul le 2FP3 est déplacé de pres de 40 % a la
fois dans le cortex cingulaire et U’hippocampe (Figure 64). Les trois autres
radiotraceurs ne sont pas sensibles a 1uM de sérotonine dans nos conditions

expérimentales.
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Figure 64 : Histogrammes représentant la compétition entre la sérotonine a 1uM et les
différents radioligands 5-HT;. La famille FP3 est représentée en haut et la famille FPMP
est représentée en bas. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrble (sans
ajout de 5-HT). Cing Cx : cortex cingulaire ; Hip : hippocampe (n=3rats ; * p<0,05)
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D’autre part, seule la famille des FP3 a une fixation corrélée avec les différentes
concentrations de SB269970, antagoniste spécifique des récepteurs 5-HT; (Figure
65). Une diminution de 70 % du marquage est obtenue avec l’ajout de 1uM de
SB269970, a la fois pour le ['®F]4FP3 et le ['®F]2FP3, et ce pour toutes les régions
étudiées (cortex cingulaire ; hippocampe (sauf pour le ["®F]4FP3)) (Figure 65). Pour
le ["®F]2FP3, on peut observer une diminution du marquage dans le cortex
cingulaire mais aussi de ’hippocampe, de 40% et de 60 % pour les concentrations
de 10nM et 100 nM de SB269970 respectivement (Figure 65). Pour le ['®F]4FP3, la
diminution du marquage de |’hippocampe est respectivement de 20,40 et 60% pour
les concentrations de 10nM, 100nM et 1pM. Pour le cortex cingulaire, une

diminution significative n’est observée qu’a partir de la concentration de 100nM.
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['8F]4FP3 ['®F]2FP3 [0 SB269970 10nM
. ’ . , @ SB269970 100nM
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Figure 65 : Histogrammes représentant la compétition entre les différents radioligands
5-HT; et le SB269970 a différentes concentrations. La famille FP3 est représentée en haut
et la famille FPMP est représentée en bas. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
fixation par rapport au témoin dans [’hippocampe et le cortex cingulaire. Cing Cx : cortex
cingulaire ; Hip : hippocampe (n= 3 rats ; * p<0,05).
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5) Compétition par autoradiographie ex vivo chez le rat et microTEP ex

vivo

a) Etudes autoradiographiques ex vivo de Ueffet de la ciclosporine chez

le rat

Les expériences d’autoradiographie ex vivo réalisées chez le rat montrent une
augmentation du marquage pour les quatre radiotraceurs apres injection de
ciclosporine (Figure 66). Cette augmentation est de l'ordre de 8 fois pour le 4FP3
et de 6 fois pour le 2FP3. Pour la famille FPMP, les résultats montrent une moins
forte augmentation du radiomarquage pour le 4FPMP et le 2FPMP avec une

augmentation de 3 a 4 fois respectivement.
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Figure 66 : Histogrammes montrant les effets de la ciclosporine (50mg/kg ; 30min
préinjection) sur la fixation des quatre radiotraceurs 5-HT, (2mCi). Les valeurs calculées
dans [’hippocampe sont exprimées en pourcentage de fixation par rapport au controle.
Au-dessus des histogrammes, les autoradiogrammes ex vivo correspondant au niveau de
[’hippocampe pour [’animal contréle et [’animal préinjecté avec de la ciclosporine (n=
2rats ; * p<0,05).
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b) Compétition ex vivo par microTEP chez le rat

Les images de compétition ex vivo obtenues chez le rat avec la microTEP
permettent d’observer des diminutions du marquage a la fois pour la préinjection
avec le SB269970 et pour les préinjections avec les radiotraceurs froids. La
diminution du marquage pour le ['®F]4FP3 dans |’hippocampe est de 46% lorsqu’il
est en compétition avec le 4FP3 froid et de 42 % lorsqu’il est en compétition avec
le SB269970 (Figure 67). Pour le ["®F]2FP3, ces diminutions sont respectivement de
21% et 31 % dans I’hippocampe lorsqu’il est mis en présence de 2FP3 froid ou de
SB269970. Pour la famille des FPMP, la diminution du marquage est de 65% et 48%,
pour le 4FPMP, de 60% et 56%, pour le 2FPMP, pour les compétitions avec les
ligands froids et le SB269970 respectivement (Figure 67).

Figure 67 : Images microTEP des expériences ex vivo chez le rat réalisé sur les cerveaux
prélevés aprés préinjection intraveineuse du radioligand. La premiére colonne représente
les coupes de l’atlas correspondant aux régions étudiées (hippocampus et cervelet). A :
image témoin du ["®F]4FP3, A’ : image de la compétition avec le SB269970 (5mg/kg) et
A’’ : image de la compétition avec le 4FP3 froid (5mg/kg). B : image témoin du ["®F]2FP3,
B’ : image de la compétition avec le SB269970 (5mg/kg) et B’’ : image de la compétition
avec le 2FP3 froid (5mg/kg). C : image témoin du ["*F]4FPMP, C’ : image de la compétition
avec le SB269970 (5mg/kg) et C’’ : image de la compétition avec le 4FPMP froid (5mg/kg).
D : image témoin du ["®F]2FPMP, D’ : image de la compétition avec le SB269970 (5mg/kg)
et D’’ : image de la compétition avec le 2FPMP froid (5mg/kg).
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6) Imagerie in vivo chez le chat des quatre radioligands

a) Famille FPMP

L’injection du ['®F]4FPMP chez le chat montre un passage de la barriére hémato
encéphalique avec un maximum de radioactivité dans le cerveau obtenu pendant
les cing premiéres minutes (Figure 68). La préinjection d’un antagoniste des
récepteurs 5-HT7, le SB269970, entraine une légére augmentation de la pénétration
du ["®F]4FPMP. Les ratios de fixation entre le chat contrdle et le chat préinjecté au
SB269970 confirment cela. En effet, les ratios pour le [cortex témoin/cortex aprées
préinjection SB269970], [thalamus témoin/thalamus apres préinjection SB269970]
et [hippocampe témoin/hippocampe apres préinjection SB269970] sont tous les
trois de 0,78. Il n’y a pas de changement seulement pour le cervelet, avec un ratio
de 0,97. Il est a noter que le méme chat est utilisé pour |’expérience controle et

pour ’expérience avec le prétraitement au SB269970.

L’injection du ['®F]2FPMP chez le chat montre aussi un passage cérébral dans les
cing premieres minutes. Le prétraitement avec le SB269970 ne démontre pas de
diminution sur la courbe de radioactivité en fonction du temps (Figure 68). En
effet, les ratios de fixation du [cortex cingulaire témoin/cortex cingulaire
préinjecté SB269970], du [thalamus témoin/thalamus préinjection SB269970], de
[Uhippocampe témoin/hippocampe préinjection SB269970] et du [cervelet
témoin/cervelet préinjection SB269970] sont respectivement de 0,98 ; 0,9 ; 0,92 et
1,01. De la méme maniére que pour le ['®F]4FPMP, le méme chat a été utilisé pour

l”expérience controle et pour l’expérience avec le prétraitement au SB269970.
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Figure 68 : Courbes de radioactivités en fonction du temps (acquisition de 90 min) avec
une acquisition contrble et une préinjection avec le SB269970 pour le ["*F]4FPMP et le
["®F]2FPMP. Les courbes en symboles noirs (m) correspondent aux témoins et les courbes en
symboles blancs (o) correspondent aux animaux avec préinjection du SB269970 en
intrapéritonéale (3mg/kg).
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b) Famille FP3 :

L’injection du ['®F]4FP3 in vivo chez le chat montre une pénétration de la BHE
atteignant son maximum dans les cing premieres minutes comme le montre la
courbe de radioactivité en fonction du temps. On peut voir une fixation dans le
cortex cingulaire (Figure 69 A), le thalamus (Figure 69 B), ’hippocampe (Figure 69
C) et le cervelet (Figure 69 D). Le prétraitement avec le SB269970 en i.p. montre
une diminution de la fixation, mais les régions d’intérét sont toujours marquées (
Figure 69 A’ B’ C’ D’). Les ratios de fixation du [cortex cingulaire témoin/cortex
cingulaire témoin préinjecté SB269970 i.p.], du [thalamus témoin/thalamus
préinjecté SB269970 i.p.], de [Uhippocampe témoin/hippocampe préinjecté
SB269970 i.p.] et du [cervelet témoin/cervelet préinjecté SB269970 i.p.] sont
respectivement de 1,34; 0,96 ; 0,98 et 1. Des résultats similaires sont obtenus

avec la préinjection de SB269970 en intraveineuse (Figure 70).

L’injection du ['®F]2FP3 in vivo chez le chat atteint son maximum dans les cinq
premiéres minutes suivant [’injection comme le montre la courbe de radioactivité
en fonction du temps (Figure 71). On peut voir une fixation dans le cortex
cingulaire (Figure 71A), le thalamus (Figure 71B), ’hippocampe (Figure 71C) et le
cervelet (Figure 71D). Les images TEP obtenues apres préinjection i.p. montrent
une légere augmentation de la fixation du traceur dans les régions d’interéts. Les
ratios de fixation du [cortex cingulaire témoin/cortex cingulaire préinjection
SB269970 i.p.], du [thalamus témoin/thalamus préinjection SB269970 i.p.], de
[Uhippocampe témoin/hippocampe préinjection SB269970 i.p.], et [du cervelet
témoin/cervelet préinjection SB269970 i.p.] sont de 0,93; 0,94; 0,95; 0,93
respectivement. L’injection en intraveineuse du SB269970 nous permet d’obtenir
des résultats totalement opposés. En effet, on peut voir une nette diminution du
marquage sur la courbe de radioactivité en fonction du temps (Figure 72). Les
ratios de fixation du [cortex cingulaire témoin/cortex cingulaire préinjection
SB269970 i.v.], du [thalamus témoin/thalamus préinjection SB269970 i.v.], de
[Uhippocampe témoin/hippocampe préinjection SB269970 i.v.], et du [cervelet
témoin/cervelet préinjection SB269970 i.v.] sont de 7,06; 7,7; 7,3; 7,3

respectivement.
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Figure 69 : Acquisitions in vivo en TEP du ['®F]J4FP3 chez le chat et courbes de
radioactivités en fonction du temps (acquisition de 90 min) avec une acquisition contréle
et une compétition avec le SB269970. A’A’’: image TEP et image TEP lors de la
compétition avec le SB269970 en vue frontale (cortex cingulaire). B’B’’ : image TEP et
image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale (thalamus). C’C’’ :
image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale
(hippocampe). D’D’’ : image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970
correspondante en vue frontale (cervelet) (n = 2 chats). Les courbes en symboles noirs (m)
correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs (o) correspondent aux
animaux avec préinjection du SB269970 en intrapéritonéale (3mg/kg).
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Figure 70 : Acquisitions in vivo en TEP du ["®FJ4FP3 chez le chat et courbes de
radioactivités en fonction du temps (acquisition de 90 min) avec une acquisition contréle
et une compétition avec le SB269970. A’A’’ : image TEP et image TEP lors de la
compétition avec le SB269970 en vue frontale (cortex cingulaire). B’B’’ : image TEP et
image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale (thalamus). C’C’’ :
image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale
(hippocampe). D’D’’ : image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970
correspondante en vue frontale (cervelet). (n = 1 chat). Les courbes en symboles noirs (m)
correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs (o) correspondent aux
animaux avec préinjection du SB269970 en intraveineuse (1,5mg/kg).
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Figure 71: Acquisitions in vivo en TEP du ["®F]J2FP3 chez le chat et courbes de
radioactivités en fonction du temps (acquisition de 90 min) avec une acquisition contréle
et une compétition avec le SB269970. A’A’’ : image TEP et image TEP lors de la
compétition avec le SB269970 en vue frontale (cortex cingulaire). B’B’’ : image TEP et
image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale (thalamus). C’C’’ :
image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale
(hippocampe). D’D’’: image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970
correspondante en vue frontale (cervelet). (n= 2 chats). Les courbes en symboles noirs (m)
correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs (o) correspondent aux
animaux avec préinjection du SB269970 en intrapéritonéale (3mg/kg).
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Figure 72 : Acquisitions in vivo en TEP du ['®F]J2FP3 chez le chat et courbes de
radioactivités en fonction du temps (acquisition de 90 min) avec une acquisition contréle
et une compétition avec le SB269970. A’A’’ : image TEP et image TEP lors de la
compétition avec le SB269970 en vue frontale (cortex cingulaire). B’B’’ : image TEP et
image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale (thalamus). C’C’’ :
image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970 en vue frontale
(hippocampe). D’D’’ : image TEP et image TEP lors de la compétition avec le SB269970
correspondante en vue frontale (cervelet). (n =2 chats). Les courbes en symboles noirs (m)
correspondent aux témoins et les courbes en symboles blancs (o) correspondent aux
animaux avec préinjection du SB269970 en intraveineuse (1,5mg/kg).
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6) Métabolites cérébraux chez le rat

Nous avons vérifié si le ['®F]2FP3 est métabolisé dans le cerveau de rat. Cette

expérience a été réalisée sur quatre rats. Les résultats montrent que la majeure

partie de la radioactivité est due au ['®F]2FP3. En effet, on retrouve 94% du

['®F]2FP3 & 10 min aprés ’injection, 96% a 20 min aprés ’injection, 95% a 30 min

aprés ’injection et 96% de ['®F]2FP3 & 40 min aprés |’injection (Figure 73). Cette

expérience a été réalisée en double.
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Figure 73 : Radiochromatogramme (séparation par HPLC et comptage radioactif) montrant
le temps de rétention de ["®FJ2FP3 cérébral et son pourcentage par rapport a la
radioactivité cérébrale totale (hippocampe) (n= 2 rats par temps).
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DISCUSSION




Partie 1 : APPORTS DES AGONISTES DANS L’IMAGERIE DES
RECEPTEURS 5-HT 4

Les récepteurs 5-HTq, sont largement étudiés, tant sur modele animal que chez
’homme car ils sont impliqués dans bon nombre de fonctions physiologiques et de
perturbations du systeme nerveux central, essentiellement dans les troubles de
’humeur (Borg, 2008 pour revue). En effet, certains ligands des récepteurs 5-HT 4
sont actuellement proposés comme médicaments a visée centrale, bien que la

plupart des molécules soient en phase de recherche clinique.

Parmi les molécules a visée 5-HT14, seule la buspirone (ex-Buspar® et actuellement
génériquée) dispose d’une AMM en France pour les prises en charge de ’anxiété,
en alternative aux benzodiazépines couramment utilisées. Son mécanisme d'action
serait médiée par ses effets agonistes sérotoninergiques 5HTqs, bien que la
molécule posseéde également des propriétés antagonistes dopaminergiques D2 et
alpha2 adrénolytiques. D’autres molécules ne sont pas commercialisées, mais sont
encore étudiées dans le cadre de protocoles de recherche clinique (en phase 2 ou

en phase 3, cf www.clinicaltrials.gov).

Les molécules de la famille « azapirone », sont des agonistes partiels a haute
affinité pour les récepteurs 5-HT4, et ont été proposées il y a une dizaine d’années
comme anxiolytiques et antidépresseurs (Chessick et al., 2006). En effet, ces
molécules diminuent globalement la neurotransmission sérotoninergique avec,
d’une part, un effet antagoniste postsynaptique dans [’hippocampe et le cortex
cérébral et, d’autre part, via 'inhibition de la décharge neuronale par une action

agoniste sur les autorécepteurs somatodendritiques.

D’autres molécules agonistes partiels ou antagonistes 5-HT, ont été récemment
étudiées pour leurs propriétées « procognitives » et aussi au niveau d’effets
indésirables de la maladie d’Alzheimer chez ’homme dans des protocoles de phase
3. Ainsi, des études avec la tandospirone, agoniste partiel, montre une efficacité
sur ’aggressivité et l’agitation des patients (Sato et al., 2007). Dans une autre
étude, l’injection chronique d’aripiprazole, agoniste partiel des récepteurs 5-HT,,

montre une efficacité dans le traitement des psychoses associées a la maladie
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d’Alzheimer (Mintzer et al., 2007). Enfin, U’équipe de Samanin, en 1998, a
démontré que le 8-OHDPAT, agoniste des récepteurs 5-HTqs, permettait de
renverser ’effet promnésique de la scopolamine (Carli et al., 1997 ). Il est a noter
que d’autres auteurs ont montré des effets procognitifs comparables avec un
antagoniste 5-HT1,, le lecozotan (Schechter et al., 2005). Les mécanismes d’action
évoqués different mais pour linstant, aucune théorie précise ne permet de
determiner le mode d’action des agonistes et des antagonistes (Meneses and Perez-
Garcia., 2007). En termes d’efficacité clinique, aucune stratégie thérapeutique ne

se démarque pour l’instant sur ces petits groupes de patients.

Enfin, certaines équipes proposent l'utilisation des agonistes 5-HT{x comme
antidépresseurs (De Vry, 1995 pour revue). Ainsi, dans une revue de 2003, Blier et
Ward proposaient un role potentiel des récepteurs 5-HTq dans le traitement de la
dépression (Blier and Ward, 2003). En 2007, la caractérisation neurochimique,
électrophysiologique et comportementale du F15599 démontre un effet
potentiellement antidépresseur pour cet agoniste 5-HTix (Maurel et al., 2007).
Cependant, aucune étude clinique utilisant le F15599 n’a été publiée pour l’instant

dans cette indication.

Il apparait donc, au-dela du ciblage des récepteurs de la famille 5-HT4, que la
propriété d’antagoniste ou d’agoniste est cruciale. Celles-ci impliquent les
protéines G, pivot moléculaire dans la transduction du signal de nombreux

récepteurs.

Les protéines G sont un point de convergence dans la transmission du signal d’une
variété de messagers primaires (incluant les monoamines et les récepteurs des
membranes) dans une série d’événements cellulaires (incluant les enzymes
effectrices de second messager intracellulaire et les canaux ioniques). Ainsi, parmi
leurs nombreuses implications thérapeutiques (Figure 74), il a été montré
importance de la régulation du couplage des protéines G dans la physiopathologie
des désordres psychologiques, ainsi que dans le meécanisme d’action des
antidépresseurs (Avissar, 1988 ; Avissar and Schreiber, 1992, 2002, 2006 ; Schreiber
and Avissar, 2007 ; Pejchal et al., 2002).
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GPCR-G proteine coupling: altertations in mood disorders

Disorder Bipolar disorder (Mania) Major depression Winter depressionSAD
G protein function Increased B-Gs and B-Gi Decreased B-Gs and (-Gl

G protein level Increased Gea and Gla Decreased Gso and Gia Decrease Gsua and Gia
Mormalization of G protein measure Lithium Antidepressants ECT Light therapy
Beta-arrestin measures Decreased @-arrestin 1

Naormalization of beta- arrestin measures Antidepressants

GRK Descreased GRK2

Mormalization of GRK measures Antidepressants

Susceptibility gene Gioif) GRK3 Gp-3

Figure 74: Tableau récapitulatif de [’action des récepteurs couplés aux protéines G dans
les troubles de [’humeur (d’apres Avissar et Schreiber, 2006).

Il est a noter que les protéines G interviennent dans la discrimination des
antagonistes et des agonistes. En effet, les récepteurs couplés aux protéines G
existent sous deux conformations. La premiere conformation comprend les
récepteurs a haute affinité qui sont couplés de maniére active aux protéines G (et
qui sont considérés comme étant « fonctionnels »). La deuxiéme conformation
comprend les récepteurs a basse affinité qui ne sont pas couplés de maniéere
active. Les molécules agonistes et antagonistes permettent de faire cette
distinction entre haute affinité et basse affinité. En effet, les antagonistes se
fixent de maniere égale sur les récepteurs couplés ou non et de maniere
indistincte. Ils sont considérés comme « silencieux » dans la mesure ou ils
n’induisent pas la transmission d’un message moléculaire. Par contre, les agonistes
(qui miment les neurotransmetteurs endogenes) ne se fixent que sur les récepteurs
couplés aux protéines G permettant la transduction du message biologique (Emerit
et al., 1990 ; Gether and Kobilka, 1998).

Dans ce contexte, un radiotraceur agoniste permettrait de visualiser et quantifier
spécifiquement les récepteurs fonctionnels, rejoignant ainsi la notion « d’imagerie
fonctionnelle ». A Uinverse, un antagoniste radiomarqué permet de visualiser
’ensemble des récepteurs, qu’ils soient couplés ou non-couplés aux protéines G.
De plus, ’imagerie d’un agoniste radiomarqué permettrait de mettre en évidence
indirectement des fluctuations des concentrations extracellulaires de la
sérotonine. En effet, la sérotonine (de comportement agoniste) ne se fixe que sur
les récepteurs sérotoninergiques de haute affinité et couplés aux protéines G,

incluant une partie des récepteurs 5-HTs. Une augmentation significative de la
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sérotonine extracellulaire entrainerait le déplacement d’un radiotraceur fixé sur
les récepteurs sérotoninergiques (si son affinité n’est pas trop élevée), et ce
d’autant plus facilement s’il s’agit d’un agoniste ciblant la méme sous-population
de récepteur que le neurotransmetteur (Patterson et al., 2010). Ce mécanisme
peut étre illustré in vitro : ’ajout de 5-HT apres radiomarquage des récepteurs par
un antagoniste, n’effacera pas tout le marquage car la fixation sur les récepteurs
non-couplés ne sera pas touchée, alors que ’ajout de 5-HT aprés radiomarquage

par un agoniste effacera entierement le marquage du traceur (voir Figure 75).

v ) v )
RAVAVAVAVA
ﬁ I:>

W Antagoniste 5-HT
WV Agoniste 5-HT
V' Sérotonine

©® Protéine G

Y Récepteur 5-HT

Figure 75 : Schéma représentant la fixation de molécules agonistes et antagonistes 5-HT,
sur les récepteurs de la sérotonine ainsi que la compétition avec la sérotonine.

Tous ces éléments montrent que des radiotraceurs agonistes des récepteurs (5-HT 4
dans notre cas) seraient tout a fait complémentaires aux nombreux antagonistes

radiomarqués utilisés actuellement en TEP.

Ainsi, un agoniste TEP des récepteurs 5-HTs permettrait une imagerie moléculaire
inédite dans ’exploration des désordres neuropsychiatriques et de leurs thérapies.

L’imagerie in vivo d’un radiotraceur agoniste comparée a celle d’un antagoniste
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permettrait de quantifier localement le statut fonctionnel des récepteurs 5-HT1a
chez des patients au cours de ’évolution de leur pathologie, voire au cours de leur
traitement. De plus, l'imagerie quantitative des récepteurs 5-HTix permettrait
aussi d’étudier les interactions, en termes de taux d’occupation, de couplage ou de
libération de sérotonine, avec les médicaments-candidats 5-HTs (Gozlan et al.,
1995).

Différents radiotraceurs antagonistes existent déja et sont utilisés couramment en
imagerie clinique. Mais la recherche d’agonistes radiomarqués 5-HT4 pour la TEP a
été moins couronnée de succes. En effet, de nombreux échecs (essentiellement
radiopharmacologiques et non radiochimiques) ont été rapportés dans la
littérature. L’explication la plus souvent invoquée tient a la cinétique de fixation
d’un agoniste sur son récepteur. L’agoniste se fixe de maniére transitoire sur le
récepteur et entraine rapidement le découplage de la protéine G. Ce dernier fait
passer le récepteur a un état de basse affinité, libérant ainsi [’agoniste. Ce
phénoméne d’homéostasie a pour but d’éviter une trop longue stimulation d’un
récepteur par un agoniste. Cependant, ce mécanisme est défavorable a |’imagerie
puisque la fixation d’un radioligand sera trop fugace pour l’enregistrement d’une
image. En 1998, ’OSU191 a été le premier agoniste radiomarqué au carbone 11
pour les récepteurs 5-HT1 (Kassir et al., 1998). Cependant, il n’y a pas eu d’essais
biologiques. Il y a eu d’autres essais infructueux avec le 8-OHPPSMAT (Matsubara et
al., 1991) et le 8-SMeDPAT (Stockmaier et al., 1998). Le LY274601, quant a lui,
permet une imagerie in vitro, mais a une métabolisation rapide et un marquage
trop peu spécifique pour ’imagerie in vivo (Suehiro et al., 1998). En 1997, I’équipe
de Lima s’est intéressée au S14506, un agoniste spécifique des récepteurs 5-HTa
avec un Kd de 0,15nM (Lima L et al., 1997). Cependant la comparaison entre le
[*H]8-OHDPAT et le [*H]S14506 a montré que les deux agonistes ne reconnaissent
pas exactement le méme type de récepteurs liés a la protéine G. De plus, des
études de compétitions avec le GTP et le Gpp(NH)p ont montré ’absence
d’inhibition du marquage spécifique du $14506. Le [*H]S14506 est donc un agoniste
se fixant a la fois sur les récepteurs couplés et non-couplés aux protéines G (Gozlan
et al., 1995 ; Lima et al., 1997 ; Milligan et al., 2001). Ceci limite son intérét pour
une imagerie spécifique des récepteurs fonctionnels. Le S14506 a tout de méme

été radiomarqué au carbone 11 et au fluor 18 (Lu et al., 2010). Les résultats in vivo
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montrent que le S14506 présente une bonne biodisponibilité cérébrale mais avec

trop peu de marquage spécifique pour une utilisation en TEP (Lu et al., 2010) .

Notre équipe avait également tenté de marquer un agoniste pour les récepteurs 5-
HTia. Il s’agissait du [''C]méthoxyphényl-thiochromane. Cet agoniste a une double
action sur les récepteurs 5-HTs4 avec une action présynaptique agoniste et une
action postsynaptique antagoniste. Le marquage a été réalisé avec succes,
cependant, les expériences in vivo n’ont montré aucune spécificité de fixation,

conduisant a l’abandon de la molécule (Zimmer et al., 2003).

A Uheure actuelle, ’équipe qui a le plus progressé dans la recherche de
radiotraceur agoniste des récepteurs 5-HTs est celle de J.S. Dileep Kumar a
l’université de Columbia. Leur premiére molécule marquée a été le [''CJMPT. Cette
molécule avait une tres bonne spécificité in vivo chez le singe cependant elle avait
une élimination trés lente et une fraction libre non-mesurable dans le plasma
(Cheng et al., 2007). L’équipe a proposé le radiomarquage de |’analogue
méthoxyphényle, appelé ["CJMMT. Ce radiotraceur passe la BHE, mais montre un
faible marquage spécifique et une clairance cérébrale trop rapide ce qui le rend
inutilisable en imagerie TEP (Prabhakaran et al., 2006). L’analogue 2-
methoxyphényle du MPT, appelé [""CIMMP ou [''CJCUMI-101, semble étre le
radiotraceur donnant les résultats les plus intéressant. En effet, le rendement de
synthése est plus important par rapport aux analogues précédents et son affinité,
sa sélectivité et sa fraction libre mesurable en font un bon radiotraceur pour
’imagerie TEP chez ’homme (Milak et al., 2008). De plus, les études récentes ont
montré qu’il était sensible aux changements de concentration de sérotonine dans
des conditions physiologiques (Milak et al., 2010). Cependant, les désavantages
relatifs a ce radiotraceur sont de deux ordres : (i) il n’a pas encore été démontré
que le [""CJMMP, de structure chimique proche de celle du $14506, ne se fixe pas
également sur les 5-HT1A de basse affinité; (ii) le radiomarquage au carbone 11 (de
courte demi-vie radioactive) limite la diffusion de ce radiotraceur a proximité de

centres équipés d’un cyclotron.
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Ainsi, ’analyse de la littérature nous montre qu’il y a encore nécessité de
développer un agoniste 5-HT, fluoré pour ’imagerie TEP. Un radiotraceur agoniste

permettrait des études encore inédites :

1) Pouvoir déterminer in vivo le ratio [récepteur a haute affinité/
récepteur a basse affinité] dans le cerveau humain en comparant
l’imagerie de l’agoniste a l’imagerie d’un antagoniste;

2) Permettre une mesure indirecte des neurotransmetteurs cérébraux
de maniere non invasive (la 5-HT dans notre cas);

3) Mesurer la désensibilisation ou la sensibilisation des récepteurs
couplés aux protéines G au cours de processus physiologiques,

pathologiques ou thérapeutiques.

Dans ce contexte, la publication d’une nouvelle série d’agonistes 5-HTx a visée
antidépressive a attiré notre attention. Cette publication du Centre de recherche
Pierre Fabre avait pour point de départ le pharmacophore du F13640, molécule en
cours d’essais cliniques pour le traitement de douleurs chroniques neuropathiques
(Deseure et al., 2007). Les pharmaco-chimistes du laboratoire ont synthétisé une
série de molécules agonistes des récepteurs 5-HT4 (Maurel et al., 2007). Le F15599
semble étre la molécule la plus intéressante avec un Kd de 2,24nM pour le
récepteur 5-HTi4 et une tres bonne spécificité (testé sur plusieurs récepteurs,
enzymes, transporteurs...) (Maurel et al., 2007). Des essais in vivo chez le rat
montrent une activité d’agoniste. Dans le test de nage forcée, le F15599 démontre
aussi des propriétés de type antidepresseur, bloquées par un prétraitement au
WAY100635, antagoniste spécifique des récepteurs 5-HTqx (Maurel et al., 2007).
Diverses études neuropharmacologiques in vitro et in vivo ont été menées sur le
F15599, dans le but d’étayer ses propriétés précliniques d’antidépresseur et
d’affiner son mécanisme d’action moléculaire. Ainsi, le F15599 interagit de
maniere préférentielle avec les protéines G de sous-type Gai plutot que Gao
(Newman-Tancredi et al., 2009). Il a aussi été démontré que le F15599 augmente la
fixation du 3*S-GTPgamma sur la membrane du cortex frontal. Le méme phénoméne
a lieu dans le noyau du raphé dorsal mais avec des concentrations plus fortes
(Newman-Tancredi et al., 2009). De la méme maniére, le F15599 active [’induction

de cFos dans le cortex préfrontal, un peu moins dans le noyau du raphé dorsal et
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pas dans le noyau du raphé médian (Newman-Tancredi et al., 2009). Des études
complémentaires d’électrophysiologie montrent que le F15599 augmente la
décharge dans les neurones pyramidaux du cortex préfrontal médian et réduit celle
du noyau du raphé dorsal. Ces deux effets sont bloquées par le WAY100635,
validant ainsi implication du récepteur 5-HT1, (Llado-Pelfort et al., 2010). Cette
activation préférentielle des récepteurs postsynaptique 5-HTis pourrait étre
favorable dans des pathologies accompagnées de déficits de mémoire et de
cognition comme la schizophrénie et la dépression (Newman-Tancredi, 2010 pour
revue). Cette piste repose notamment sur l’atténuation par le F15599 de déficits
cognitifs induit par la phencyclidine dans des taches d’apprentissage (Depoortere
et al., 2009).

Cependant, au-dela de ces propriétés neuropharmacologiques inédites, les
principales caractéristiques du F15599 qui nous ont convaincues pour son utilisation

en imagerie ont été :

(i) son caractére agoniste pur;

(ii)  son affinité pour le récepteur 5-HTs proche du nM;

(iii)  son excellente specificité (testée sur une centaine de cibles);

(iv) sa structure chimique incluant un atome de fluor facilement
substituable par un fluor 18 et ne modifiant pas ses caractéristiques

pharmacologiques aprées radiomarquage.

Apres accord de collaboration, les pharmaco-chimistes du laboratoire Pierre Fabre
(Castres) ont synthétisé le précurseur nitré du F15599. Les premiéres études ont
consisté a faire des compétitions avec le ['®FJMPPF, un traceur antagoniste des
récepteurs 5-HTip synthétisé de maniere réguliere au Cermep. Les résultats
obtenus en in vitro nous ont permis de voir une disparition du marquage au
['®F]MPPF par le F15599 froid a partir de 10nM dans le noyau du raphé dorsal et
’hippocampe chez le rat. Les expériences ex vivo réalisées chez le rat avec
préinjection de 0,5mg/kg de F15599 froid montre une diminution du marquage du
['®FIJMPPF de 60%. Ces résultats démontrent que le F15599 cible une partie des

récepteurs en commun avec le ["®F]JMPPF.
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Le radiomarquage du F15599 réalisé au CERMEP, nous a permis d’obtenir une
pureté radiochimique de 98% et une activité spécifique satisfaisante. La lipophilie
que nous avons obtenue in vitro est compatible avec un bon passage de la BHE
méme si ce parameétre n’est pas toujours prédictif d’un bon passage in vivo
(Laruelle et al., 2003). Les premiéres expériences avec le radiotraceur fluoré
montrent un bon passage de la barriere hémato-encéphalique, autant chez le rat
que chez le chat. Un marquage assez important a été noté dans une structure que
nous avons identifiée, aprés repérage sur des atlas anatomiques de cerveau de
chat, comme étant l’éminence médiane. Celle-ci fait partie des organes circum-
ventriculaires qui ne possédent pas de barriere hémato-encéphalique et qui sont
pourvus d'une vascularisation riche (capillaires fenétrés) permettant un échange

facilité entre le sang et le LCR (Gross, 1992).

L’étude des métabolites radioactifs nous montre que 95 % de la radioactivité
cérébrale est due au radiotraceur inchangé entre 10 et 40 min apres ’injection.
Nous pouvons donc exclure un marquage non spécifique lié a un métabolite
radioactif passant la BHE. Ce résultat aura toute son importance lors des études
ultérieures de modélisation en vue de la quantification de la fixation du

radiotraceur (cf Perspectives).

Les premiéres autoradiographies in vitro chez le rat et le chat, montrent un
marquage des structures riches en 5-HT{, comme le cortex cingulaire,
’hippocampe ou encore le noyau du raphé dorsal. Ces localisations sont en accord
avec la distribution connue des récepteurs 5-HT1s (Lanfumey and Hamon, 2004).
Les expériences de compétitions in vitro réalisées chez le rat confirment cette
composante 5-HTqa. En effet, on observe une diminution du marquage du
['®F]F15599 dans ’hippocampe aprés addition de WAY100635, ou de 8-OHDPAT
démontrant que la majorité de la fixation du ['®F]F15599 se fait de maniére

réversible sur les récepteurs 5-HTa.

Il est cependant a noter que les études de marquage in vivo et ex vivo chez le rat
et le chat montrent un pattern de fixation différent de celui trouvé in vitro. En
effet, on peut voir dans les expériences in vivo et ex vivo un marquage plus
important dans le cortex cingulaire comparé a !’hippocampe. Ceci est a priori

surprenant car la densité des récepteurs 5-HT4 est supérieure dans |’hippocampe
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que dans le cortex (Lanfumey and Hamon, 2004). Aucun radiotraceur (antagoniste)
des récepteurs 5-HT, n’avait montré de telle différence. Cependant, au vu de la
trés grande sélectivité du F15599 (et donc du ['®F]JF15599) vis-a-vis des récepteurs
5-HT1a, plus de 1000 fois supérieures par rapport a tous les autres récepteurs
(Maurel et al., 2007), son interaction avec un autre récepteur est peu probable. De
plus, les co-incubations que nous avons effectuées avec le WAY100635 et le 8-
OHDPAT montrent une inhibition de la fixation du [*®F]F15599 et confirment que la
fixation de notre radiotraceur se fait sur les récepteurs 5-HTqa. Dans les études de
compétition ex vivo, on peut voir que la préinjection et la postinjection de
WAY100635 bloquent la fixation du ['®F]F15599 dans le cortex cingulaire mais ne
changent rien dans le cervelet, région pauvre en récepteurs 5-HTqa. Ces résultats
montrent une spécificité du marquage dans le cortex cérébral. Le profil de fixation
assez particulier du ['®F]F15599 peut étre expliqué par les différences de couplage
régionale pour les protéines G (Mannoury La cour et al., 2006). En d’autres termes,
on peut supposer que le ["®F]JF15599 injecté in vivo se fixe seulement sur une
population spécifique de récepteurs couplés a certaines protéines G et permettrait
donc une imagerie des récepteurs spécifique en fonction de la région. La
comparaison in vitro entre le ['*FJMPPF et le ['®F]F15599 montre que la majorité
des régions 5-HT¢, sont marquées, avec une densité de marquage moins élevée
avec le ["®F]F15599 qu’avec le ["®F]JMPPF, particuliérement pour I’hippocampe. Le
marquage avec le ["®F]JF15599 y est bien moins intense que le marquage avec le
['®FIMPPF, bien que U’affinité du ["®F]F15599 pour les récepteurs 5-HTq4 soit trés
proche de celle du ["*FJMPPF (2,24nM et 3,3 nM, respectivement Maurel et al.,
2007 ; Zhuang et al.,1994) et bien que nos conditions expérimentales soient
rigoureusement les mémes pour les deux radiotraceurs (en terme de composition
de tampon, de température, d’activité spécifique, de film autoradiographique, de
manipulateur, ..). Cette différence de fixation peut étre die a U'état des
récepteurs reconnus par le ["®F]JF15599 sachant que le potentiel de liaison d’un
agoniste est moins important que celui d’un antagoniste. Les études in vitro que
nous avons faites avec le Gpp(NH)p montrent que la liaison du ["®F]F15599 est
diminuée. En effet, le Gpp(NH)p, analogue structural non hydrolisable de GTP,
permet de découpler les récepteurs couplés aux protéines G et de rendre les

récepteurs sous leur conformation inactive. Cette expérience nous montre donc
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que le ['®FJF15599 a la concentration employée se fixe seulement sur une
population de récepteurs couplés aux proteine G, les récepteurs a haute affinité
(Gozlan et al., 1988). Les mémes études réalisées avec le Gpp(NH)p et le ['*F]MPPF
montrent, quant a elles, une augmentation de la fixation. En effet, le découplage
produit par le Gpp(NH)p permet aussi a la sérotonine endogene d’étre libérée et
donc augmente le nombre de sites de fixation disponibles pour le ['*FJMPPF (Assié
et al., 1999). Il est connu que les récepteurs 5-HTs sont couplés a différentes
protéines G selon leur localisation. Ainsi, les récepteurs 5-HTs sont couplés aux
GaO dans le cortex cérébral et sont couplés aux Gai3 dans le noyau du raphé dorsal
(Mannoury la cour et al., 2006). Ceci suggére qu’in vivo, la fixation du ["®F]F15599
est accentuée sur les Gai3, en accord avec les données in vitro obtenues

précédemment (Newman-Tancredi et al., 2009).

On sait que la liaison spécifique d'un traceur radioactif (ou « Binding Potential »)
est fonction de la densité du site de liaison visé (Bmax) et de son affinité pour le
site (Kd): BP = Bmax/Kd. La plupart des radiotraceurs TEP du systéme nerveux
central ont un ratio Bmax/Kd supérieur a dix (Patel et al., 2008). Sachant que les
récepteurs 5-HT4x ont un Bmax de 6nM dans U’hippocampe du rat, il est donc
souhaitable d’avoir un ligand avec une affinité inférieure a 1 nM pour s’approcher
de ce ratio. Ainsi, ’agoniste TEP synthétisé par ’équipe de Parsey a Columbia
marqué au carbone 11, le [''CJCUMI-101 avait une affinité inférieure a 0,5nM, ce
qui était plus favorable a [’analogue précédent, le ['"C]JMPT, qui avait une affinité
de 1,4nM pour les récepteurs 5-HTq4 (Kumar et al., 2006; Kumar et al., 2007). Dans
ce contexte, LUaffinité du F15599 (2,24nM) peut étre considérée comme
insuffisante avec un ratio Bmax/Kd <5 et est défavorable a une fixation spécifique

suffisante pour [’imagerie in vivo.

Dans une seconde étape de notre projet, nous nous sommes donc intéressés a un
analogue chimique du F15599, également synthétisé et caractérisé par le groupe de
Pierre Fabre (Vacher et al., 1999). Le F13714 est tout aussi spécifique pour les
récepteurs 5-HTy4 mais a une affinité tres élevée pour ce récepteur: 0,01-0,05 nM
(Newman-Tancredi et al., 2009), soit prés d’une centaine de fois supérieure au
F15599.
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Malgré la similitude de structure chimique entre le F15599 et le F13714 (seul un
groupement -NH-CH3 supplémentaire distingue le F13714 du F15599) et le
caractere agoniste 5-HT1» commun entre les deux molécules, il y a des différences
neuropharmacologiques notables. En effet, chaque agoniste active des sous-
populations distinctes de protéines G. S’il est décrit que la 5-HT active les
protéines Gal et les protéines Gao avec la méme intensité, le F15599 stimule
davantage les protéines Ga1 que les protéines Gao, alors que le F13714 a un profil
de stimulation intermédiaire (Newman-Tancredi et al., 2009). Le corolaire de ses
spécificités de profils de stimulation de protéines G est que chaque agoniste (par
'intermédiaire du récepteur 5-HT4) aura un effet davantage ciblé sur une région
cérébrale. En effet, le couplage des récepteurs 5-HT1, avec les protéines G est trés
région-dépendant, avec un couplage préférentiel 5-HT1a/Gao dans I’hippocampe et
un couplage préférentiel 5-HT14/Gai dans le raphé (Mannoury la Cour et al., 2006).
Ainsi, le F15599 aura un effet plus « post-synaptique » au niveau cortical (avec des
effets neuropsychopharmacologiques antidépresseurs potentiels) alors que le
F13714 aura un effet plus présynaptique dans les noyaux du raphé. Il est cependant
a noter que les caractéristiques in vitro ne sont pas systématiquement

transposables in vivo (Newman-Tancredi et al., 2009).

Dans notre cas, il est a noter que la caractéristique principale du F13714 est son
affinité pour les 5-HTy4 particulierement élevée, favorable a priori a une imagerie
des sites agonistes des récepteurs 5-HT14 (moins nombreux que les sites accessibles
aux antagonistes) et devant produire un meilleur ratio signal/bruit que le F15599

radiomarqué.

Tout comme le F15599, le F13714 possede une structure permettant son
radiomarquage au fluor 18. Ces différents arguments nous ont donc décidé a
mettre au point le radiomarquage du précurseur chimique du F13714 fournis par

notre partenaire industriel.

Notre démarche méthodologique a été identique a celle utilisée pour le F15599.
Les expériences avec le ['®FJMPPF montrent que le F13714 est capable de déplacer
le ["8F]JMPPF & des concentrations plus faibles que celle utilisées pour le F15599. En
effet, on peut déja voir une diminution de la fixation du ["®F]JMPPF avec 0,1nM de

F13714 alors que le F15599 ne fait effet qu’a partir de 10nM. Dans les expériences
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ex vivo, une préinjection de 0,125mg/kg de F13714 provoque une diminution de la
fixation du ["F]JMPPF de 80% dans le cortex cingulaire et de 50 % dans
’hippocampe et le NRD, alors qu’un tel effet n’était pas mesuré avec la
préinjection de concentration identique de F15599. Ces différentes études
confirment in vivo ’affinité supérieure pour les 5-HT1x du F13714 par rapport au

F15599 (comparées dans les mémes conditions expérimentales).

Le radiomarquage du F13714 nous a permis d’obtenir une pureté radiochimique
supérieure a 98% avec une trés bonne activité spécifique. La lipophilie du F13714
présage un bon passage de la barriére hémato encéphalique (Laruelle et al., 2003).
La distribution in vitro du ['®F]F13714 est en accord avec la distribution des
récepteurs 5-HTy4 (Lanfumey and Hamon, 2004) et les compétitions réalisées avec
le WAY100635 a 1pM montrent un diminution trés nette du marquage du
['®F]F13714.

Les images in vivo chez le chat révelent un marquage intense du cortex cérébral,
ainsi que de l’amygdale et de I’hippocampe, régions riches en récepteurs 5-HTa.
Les expériences in vitro chez le chat montrent un marquage du ["®F]F13714 trés
intense de ’hippocampe. En effet, le ratio [hippocampe/cervelet] est de 4,5 pour
le ['®F]F13714. Cette intensité de marquage des récepteurs 5-HT est nettement
plus élevée que pour le ["®F]F15599, confirmant ainsi le caractére crucial de
’affinité du radiotraceur pour le récepteur. Il est a noter que le marquage du
['®F]F13714 est plus marqué dans [’aire CA1 de [’hippocampe du chat, tout comme
le marquage du [’H]8-OHDPAT rapporté précédemment par une équipe des
Hopitaux Universitaires de Geneve (Charnay et al., 1997). Par contre, le marquage
semble moins intense dans le cortex parahippocampique pour le ["®F]F13714 par
rapport au [*H]8-OHDPAT.

L’ajout de Gpp(NH)p entraine une diminution de la fixation de ["®F]F13714 (-60%),
confirmant le caractere agoniste de la molécule. Il est a noter que la diminution du
marquage était plus importante pour le ["®F]F15599 dans les mémes conditions
(-80%). Les études de compétition in vivo chez le chat avec le WAY100635 nous
permettent de voir une diminution de la fixation dans le cortex cingulaire et
’amygdale. En effet, les ratios obtenus nous permettent de voir que la fixation

dans le cervelet n’est pas beaucoup diminuée que ce soit lors de la préinjection ou
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de la postinjection du WAY100635. Par contre, les ratios pour les différentes
régions d’intéréts sur le cervelet sont tous plus faibles et permettent de voir une
diminution de la liaison dans les régions riches en 5-HT14. Enfin, le F13714 apparait
étre un substrat de la glycoprotéine P. En effet, la préinjection de ciclosporine au
rat nous permet d’avoir une augmentation de la fixation dans le cortex cingulaire

et ’hippocampe ce qui suppose une augmentation du passage de la BHE.

En conclusion de ces travaux, il apparait que le ["®F]F13714 est un radiotraceur
présentant des caractéristiques plus favorables a son usage en TEP que le
['®F]F15599. Il est donc envisagé de poursuivre son développement pour le
transformer a terme en radiopharmaceutique utilisable chez U’homme. Ceci

nécessite un certain nombre de travaux a planifier a ’avenir.

Les perspectives de travaux incluront la quantification et la modélisation de la
fixation cérébrale de |’agoniste par rapport a [’antagoniste de référence, le
['®FJMPPF. Ceci implique notamment [’accés a des cinétiques sanguines artérielles

(pour la voie d’entrée) et au dosage des métabolites sanguins.

Il sera également pertinent de tester la sensibilité de [’agoniste radiomarqué aux
fluctuations de sérotonine (sur la base du modele de rat avec injection de
fenfluramine et microTEP). En effet, méme si de nombreux échecs sont rapportés
dans la littérature pour les radiotraceurs 5-HTs (Patterson et al., 2010), il est
probable que cette sensibilité ne soit pas commune a l’ensemble des agonistes 5-
HT1a.

Enfin il sera intéressant d’établir la cartographie de la répartition des récepteurs 5-
HT1a couplés/découplés (F13714 vs MPPF) chez le rat et le chat.

Lorsque l’ensemble de ces étapes sera franchi, il pourra étre envisagé un transfert

du ["®F]F13714 comme radiopharmaceutique chez I’homme.
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Partie 2 : APPORTS DE RADIOTRACEURS TEP POUR L’IMAGERIE DES
RECEPTEURS 5-HT;

Les récepteurs 5-HT; sont les derniers récepteurs de la sérotonine a avoir été
découverts (Bard et al., 1993 ; Plassat et al., 1993 ; Lovenberg et al., 1993 ; Shen
et al., 1993 ; Ruat et al., 1993 ; Meyerhof et al., 1993). Nous avons décrit
précédemment (chapitre 11,6, partie bibliographique) que ces récepteurs sont
probablement impliqués dans plusieurs pathologies du systéme nerveux central
(Hedlund, 2009 pour revue). D’autre part, il est proposé que les antagonistes 5-HT>
pourraient constituer une piste thérapeutique antidépressive (Mullins et al., 1999 ;
Guscott et al., 2005). Cependant, seule une recherche translationnelle permettrait
de tester chez ’homme ces pistes thérapeutiques et de démontrer les implications
de cette famille de récepteur. Ceci passe notamment par des travaux d’imagerie in
vivo, tant chez des modeles animaux que chez ’homme sain puis, a terme, chez le

patient.

A Uheure actuelle, aucun radiotraceur TEP n’est validé pour les récepteurs 5-HT;.
L’enjeu de trouver le premier radiotraceur de ce récepteur permettant une

imagerie moléculaire et fonctionnelle est donc important.

Notre démarche a été différente de celle employée précédemment pour l’agoniste
5-HT1a dans la mesure ou nous avons été impliqués dans le design et le choix des
molécules candidates. A ce stade, deux stratégies complémentaires ont été
envisagées : (i) construire une molécule «idéale» a partir du ou des
pharmacophores de ligands 5-HT7 existants et (ii) partir de la structure de ligands
spécifiques de récepteur 5-HT; actuellement utilisés dans les études de

neuropharmacologie.

L’une des molécules les plus utilisés pour étudier les récepteurs 5-HT; est un
agoniste inverse (longtemps considéré comme un antagoniste pur) nommé le
SB269970 (Mahé et al., 2004). Les quelques rares études in vitro de localisation des
récepteurs 5-HT; ont été faites par autoradiographie avec ce ligand radiomarqué
au tritium, le [*H]SB269970 (Varnis et al., 2004). Les études pour les récepteurs 5-

HT; se font sur la base de deux pharmacophores (Bojarski, 2006). Le premier
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pharmacophore qui a été utilisé pour synthétiser des molécules antagonistes des
récepteurs 5-HT; a été décrit par ’équipe de Lavandera a Madrid (Figure 76)
(Lopez-Rodriguez et al., 2000, 2003).

Groupe
hydrophobe

4,9-5,9 Ar

Atome ionisable
positivement

7,1-8,1 7
8 ’ @
Aromatique

ﬁaﬁiﬁﬁ‘%“r

Figure 76: Premier pharmacophore proposé pour des ligands ciblant les récepteurs 5-HT,
(d’apres Bojarski, 2006).

Le deuxiéme pharmacophore a été basé sur la structure du SB269970 (Bojarski,
2006). C’est celui-ci que les chimistes de 'UMR 5246 ont décidé d’utiliser pour

synthétiser différentes molécules antagonistes des récepteurs 5-HT; (Figure 76).

L’équipe des chimistes qui collaborent avec nous (UMR5246) avait déja réalisé le
marquage au fluor 18 d’une molécule basée sur le premier pharmacophore (Andries
et al., 2010). Les évaluations radiopharmacologiques auxquelles nous avions
participé n’avaient pas été concluantes en termes d’imagerie et nous avions

abandonné cette piste structurale (Andries et al., 2010).
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Figure 77 : Pharmacophore des ligands ciblant les récepteurs 5-HT, (d’apres Bojarski,
2006) et utilisé pour le design de nos radioligands. A droite, structure chimique du
$B269970.

La nouvelle série de radioligands pour les 5-HT; utilisée dans cette étude est basée
sur la structure du SB269970 (Figure 77). Deux familles ont été synthétisées : la
famille FP3 et la famille FPMP. La premiére famille est caractérisée chimiquement
par la présence d’un hétérocycle de type méthylpiperidine. Dans la seconde
famille, cet hétérocycle est remplacé par une arylpiperazine. Deux positions ont
été retenues pour le marquage au fluor 18 par substitution nucléophile: la position
en para sur le noyau phényl (4FP3 et 4FPMP) et la position en ortho (2FP3 et
2FPMP). Il est a noter que la position en méta n’est pas réalisable

radiochimiquement et n’a donc pas été envisagée.

Nous avons donc obtenu quatre radiotraceurs distincts (le ['®F]4FP3, le ['®F]2FP3, le
['®F]4FPMP et le ["®F]2FPMP) que nous avons évalués radiopharmacologiquement
dans le but de sélectionner la meilleure molécule pour son développement comme

radiopharmaceutique des récepteurs 5-HT.

Les radiosyntheses ont permis d’obtenir quatre molécules marquées au fluor 18
avec une pureté radiochimique et une activité spécifique satisfaisantes et

compatibles avec les conditions de dose traceuse en TEP.

Le calcul de la lipophilie des quatre radiotraceurs montre que la série des FP3 a

une lipophilie compatible avec un bon passage de la barriere hémato encéphalique.
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La famille FPMP, quant a elle, a une lipophilie médiane présageant d’un passage
trop élevé et donc de la possiblité d’un marquage non spécifique. Cependant,
méme si ce facteur est important, il n’est pas systématiquement décisif dans le
choix d’un radiotraceur (Watherhouse et al., 2003). Bien que les récepteurs 5-HT7
aient peu d’homologie avec les autres récepteurs a la sérotonine (Plassat et al.,
1993 ; Shen et al., 1993 ; Tsou AP et al., 1994), nous avons décidé de faire tester
par un organisme extérieur, ’affinité de nos quatre molécules pour les récepteurs
5-HT1a. En effet, les études précédentes ont montré que beaucoup de ligands a
affinité 5-HT; étaient aussi affins pour les 5-HTix (Medina et al., 2009).

L’évaluation in vitro (réalisée par la CEREP, www.cerep.fr) indique que la série

FPMP a une composante agoniste pour les récepteurs 5-HT;4 avec une ECso>10”. La
série des FP3 n’a pas d’affinité pour les récepteurs 5-HTqa. L’affinité vis-a-vis des
récepteurs 5-HT; a aussi été réalisée par la CEREP. Les quatre molécules
présentent une bonne affinité pour les récepteurs 5-HT7 en particulier le 2FPMP
avec un pKg (constante de dissociation) de 2nM. De telles valeurs situées entre 1nM
et 10nM sont importantes en raison de la faible densité des récepteurs 5-HT;

observé dans de nombreuses especes (Thomas et al., 2002).

Les études in vitro indiquent que les quatre radiotraceurs se fixent sur les régions
connues pour étres riches en récepteurs 5-HT;, comme le thalamus,
’hypothalamus, U’hippocampe et le cortex cérébral (Varnas et al., 2004).
Cependant, il est a noter que la distribution des radiotraceurs de la famille FPMP a
montré une densité plus marquée dans ’hippocampe. Cette structure est décrite
dans la littérature comme contenant des récepteurs 5-HT7; mais avec une densité
moins intense que pour le thalamus par exemple (Varnas et al., 2004). Il n’est pas
exclu que la composante 5-HT, de la famille 2FPMP révélée par les évaluations

pharmacologiques initiales soit en cause.

Les études de compétition in vitro confirment le marquage spécifique de la série
FP3 sur les récepteurs 5-HT7. En effet, ’ajout de concentrations croissantes de
SB269970, antagoniste spécifique des 5-HT;, déplace de maniere dose-dépendante
la fixation de nos radiotraceurs. Cela n’est pas le cas pour la famille FPMP ou [’on
n’observe aucune modification de la fixation du ["F]4FPMP ou encore du

['®F]2FPMP, malgré ’ajout de concentrations croissantes de SB269970. Si les études
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de compétition ex vivo avec le SB269970 montraient une diminution du marquage
pour les quatre radiotraceurs, elles ont été réalisées a des concentrations élevées

d’antagoniste, difficilement comparables aux conditions utilisées in vitro.

Les expériences ex vivo et in vivo montrent un passage de la BHE des quatre
molécules, malgré une contribution importante de la glycoprotéine P (bloquée par
la pré-injection de ciclosporine). La fixation se retrouve dans le cortex cingulaire,
le thalamus et le cervelet, en accord avec la distribution cérébrale des récepteurs
5-HT;.

Les expériences de compétition in vivo chez le chat avec préinjection de SB269970
par voie intra-péritonéale n’ont montré aucune diminution de la fixation des
quatre radiotraceurs, contrairement aux résultats obtenus en ex vivo par microTEP
chez le rat. Il est probable que cette absence de modification de la fixation des
radiotraceurs soit attribuable aux quantités injectées insuffisantes de SB269970
et/ou au délai de pré-injection insuffisant. Il est a noter qu’il n’y a pas
d’antécédent dans la littérature nous ayant permis d’ajuster ces paramétres

expérimentaux.

Cependant, au vu des caractéristiques pharmacologiques in vitro chez le rat et des
résultats de compétition in vitro avec le SB269970 chez le rat, nous avons décidé

de nous focaliser sur la famille des FP3.

Nous avons redémarré une série d’études d’imagerie TEP chez le chat, en
effectuant la préinjection de SB269970 par voie intraveineuse, afin d’avoir une
cinétique d’acces cérébral plus rapide. Si Uinjection intraveineuse du SB269970 n’a
aucun effet sur le marquage du ['®F]4FP3, elle a diminué de prés de cinq fois le
niveau de fixation du ['®F]2FP3. Ce dernier résultat confirme que le ['®F]2FP3
présente les meilleures propriétés radiopharmacologiques parmi les quatre

radiotraceurs que nous avons développés.

Pour clore nos études, nous avons vérifié que [’image cérébrale du ['®F]2FP3 était
bien due au radiotraceur inchangé. En effet, la recherche des métabolites
cérébraux effectués montre que plus de 95% de la radioactivité présente dans le
cerveau du rat est due au ['®F]2FP3, excluant la contribution d’un métabolite

radioactif suffisamment lipophile pour atteindre le cerveau.
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En conclusion, il s’agit de la premiére étude montrant des résultats satisfaisants
en imagerie in vivo pour les récepteurs 5-HT7. Bien que les quatre radiotraceurs
montrent des caractéristiques satisfaisantes pour l’étude des récepteurs 5-HT7 in
vitro, les expériences in vivo chez le rat et le chat nous ont permis de voir que la
série FP3, et plus particulierement le ['®F]2FP3, présente un marquage spécifique
et réversible des récepteurs 5-HT;. Ainsi, le ['®F]2FP3 semble étre le premier
radiotraceur TEP 5-HT; développé avec succes. Cependant, des études
supplémentaires sont encore nécessaires avant d’envisager son utilisation

potentielle en imagerie humaine.
Perspectives d’études :

Ces travaux sont exploratoires et ne peuvent étre considérés comme initiateurs
d’un nouvel axe de recherche. Les derniers résultats obtenus chez le chat avec le
['®F]2FP3 nous incitent & poursuivre |’évaluation du radiotraceur en faisant des

expériences supplémentaires de compétition.

Le récepteur 5-HT7 ayant une haute homologie interespece (95% entre [’homme et
le rat ; Martin-Cora et al., 2004), U'utilisation a plus long terme de ce radioligand
chez ’humain est envisageable. Cependant, des études de quantification avec
modélisation doivent venir compléter ce travail pour pouvoir transposer ces

résultats a ’homme.

En paralléle, nos résultats ont encouragé les chimistes de ’UMR5246 a synthétiser
une nouvelle série de molécules 5-HT;. Comme nous ’avons déja montré, les
ligands des récepteurs 5-HT; ont souvent des composantes 5-HTqa. L’intérét de
cette nouvelle série est donc d’augmenter la spécificité envers les 5-HT;. Une
étude de U’équipe de Guillaumet a Orléans (Badarau et al., 2009) a attiré notre
attention en montrant que l’augmentation de la longueur de la chaine carbonée
entre les deux hétérocycles augmente la sélectivité 5-HT; versus 5-HTq (Figure 78
A). Une nouvelle série de molécule a donc été synthétisée avec l’ajout d’un
carbone en prenant comme base de départ les deux familles utilisées dans cette
these, les FP3 et les FPMP.

Une autre série de molécules a également été synthétisée sur le modele de

l’équipe de Simig de Budapest (Volk et al., 2008). En effet, dans cette étude, les
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auteurs avaient démontré que ’ajout d’un atome de chlore sur ’aromatique de la
pipérazine augmentait la sélectivité de la molécule envers les récepteurs 5-HT;
versus 5-HTa. De nouvelles molécules ont donc été synthétisées en combinant les
deux conditions citées c’est-a-dire avec ’ajout d’un carbone entre les deux
hétérocycles et avec ’ajout d’un atome de chlore sur la base des deux familles FP3
et FPMP (Figure 78B).

P =
- O H B Qo

S°2 1 soz
T e o,
- 4F3MP 4F3cP

BE

logDs, = 2,07 logDs,e = 4,20 logDs,4 = 5,00

) a8
oI s

18 18 Q/\/N\) - O /\’N

O T e ™ o

logDy,.=1,58 logDy,=3,70 logD7. = 4,50

Figure 78 : A. Nouvelle série de radioligands 5-HT; avec l’ajout d’un carbone entre les
deux hétérocycles. B. Nouvelle série de radioligands 5-HT; avec l’ajout d’un carbone entre
les deux hétérocyles et d’un chlore sur ’aromatique de la pipérazine (la lipophilie calculée
est indiquée par le logD a pH 7,4).
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TITLE

Contributions of PET in molecular imaging of 5-HT4, and 5-HT7 serotonin receptors

SUMMARY

The serotonergic system, implicated in several diseases of central nervous system, can
be explored in vivo by PET imaging (positron emission tomography). The research and
the preclinical validation of radiotracers that specifically target serotonin are crucial.
In this work, we focused on two serotonin receptors for which we have developed
molecular tools for functional imaging: (i) the 5-HT, and (ii) the 5-HT.

(i) 5-HTqa receptors are among the serotonin receptors the best described at present.
However, if PET radiotracers are already available, they are antagonists and bind
either to 5-HTq, receptors, G protein-coupled and functional, and to 5-HT, receptors
decoupled and non-functional. We therefore proposed an original strategy to develop a
5-HT A agonist labeled with fluorine to access imagery of functional receptors. Two
molecules, the F15599 and F13714, initially developed for their antidepressant
properties by an industrial partner, were radiolabeled with fluorine-18 and were
evaluated in vitro, ex vivo and in vivo in rats and cats. Our results show that the ['®F]
F13714 may view in a new way the 5-HT, G protein-coupled

(i) The second focus of this thesis for the 5-HT;, recently discovered and proposed as a
therapeutic target antidepressant. Unlike the 5-HT,, 5-HT; receptors do not yet have
PET radiotracer. Our approach was to select, from the pharmacophore of the receptor,
four structures of 5-HT; antagonists, synthesized by a lab partner in chemistry: the
2FP3, the 4FP3, the 2FPMP and 4FPMP. Our radiopharmacology in vitro, ex vivo and in
vivo led us to retain a radiotracer, the ['®F] 2FP3.

At the conclusion of this thesis CIFRE, we can propose two originals PET radiotracers ,
opening new perspectives for molecular imaging of neurotransmission of 5-HT, and 5-
HT; receptors and which we plan further development as clinical
radiopharmaceuticals.
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TITRE

Apports de la TEP dans l’imagerie moléculaire des récepteurs sérotoninergiques 5-HT
et 5-HT;

RESUME

Le systeme sérotoninergique, impliqué dans plusieurs pathologies du systeme nerveux
central, peut étre exploré in vivo par l'imagerie TEP (tomographie par émission de
positons). La recherche et la validation préclinique de radiotraceurs ciblant
spécifiquement les récepteurs sérotoninergiques est donc cruciale. Au cours de ce
travail, nous nous sommes intéressés a deux récepteurs sérotoninergiques pour
lesquels nous avons développé des outils moléculaires pour leur imagerie
fonctionnelle: (i) les récepteurs 5-HTq, et (ii) les récepteurs 5-HT;.

(i) Les récepteurs 5-HT1A sont parmi les récepteurs a sérotonine les mieux décrits a
’heure actuelle. Cependant, si des radiotraceurs TEP sont déja disponibles, ceux-ci
sont des antagonistes qui se fixent indifféremment aux récepteurs 5-HTq, couplés aux
protéines G et fonctionnels, et aux récepteurs 5-HTq,, découplés et non fonctionnels.
Nous avons donc proposé une stratégie originale de développement d’un agoniste 5-
HT1s radiomarqué au fluor afin d’accéder a une imagerie des récepteurs fonctionnels.
Deux molécules, le F15599 et le F13714, initialement développées pour leurs
propriétés antidépressives par un partenaire industriel, ont été radiomarquées au fluor
18 puis ont été évaluées in vitro, ex vivo et in vivo chez le rat et le chat. Nos résultats
montrent que le ['®F]F13714 permet de visualiser de maniére inédite les récepteurs 5-
HT1a couplés aux protéines G.

(ii) Le deuxieme axe de cette thése concerne les récepteurs 5-HT;, de découverte
récente et proposés comme cible thérapeutique antidépressive. A Uinverse des
récepteurs 5-HTy4, les récepteurs 5-HT; ne disposent pas encore de radiotraceur TEP.
Notre approche a consisté a sélectionner, a partir du pharmacophore du récepteur,
quatre structures d’antagonistes 5-HT7, synthétisées par un laboratoire partenaire de
chimie : le 2FP3, le 4FP3, le 2FPMP et le 4FPMP. Nos études radiopharmacologiques in
vitro, ex vivo et in vivo nous ont conduit a retenir un radiotraceur, le ['®F]2FP3.

A Uissue de ce travail de thése CIFRE, nous pouvons donc proposer deux radiotraceurs
TEP originaux, ouvrant des perspectives inédites d’imagerie moléculaires de la
neurotransmission 5-HT{, et 5-HT; et dont nous envisageons la poursuite du
développement comme radiopharmaceutiques cliniques.
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