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INTRODUCTION

Les maladies neurodégénératives sont de nos jours un sujet de santé publique
majeur ayant un impact économique et humain destiné a croitre avec le vieillissement de la
population [1]. La maladie de Parkinson (MP), la démence a corps de Lewy (DCL) et
I'atrophie  multisystématisée (AMS) font partie d'une famille de maladies
neurodégénératives liées a I'accumulation pathologique d’une protéine : I'a-synucléine (a-
syn), appelées les synucléinopathies [2]. Ces pathologies sont des maladies
neurodégénératives progressives pour lesquelles il n'existe actuellement aucune méthode
de diagnostic formel pre-mortem. A ce jour, la confirmation définitive de synucléinopathies

n'est possible que sur des études post-mortem histopathologiques.

Le chevauchement clinique considérable des synucléinopathies nécessite de
développer des biomarqueurs qui permettraient d’identifier les sujets «a risque,
d’améliorer le diagnostic et d’effectuer une classification en sous-types de maladies au sein
des synucléinopathies [3]. Ceci permettrait de mettre en place un suivi de la progression de
la maladie dans le but d’optimiser les futurs traitements. Dans ce contexte, la Tomographie
par Emission de Positons (TEP) est une modalité d'imagerie utilisée en médecine nucléaire
pour étudier la fonction et la neurochimie du cerveau humain [4]. La TEP permet une
spécificité moléculaire et une sensibilité inégalées en imagerie. Plusieurs radiotraceurs TEP
ont déja été développés pour I'imagerie béta-amyloide dans la maladie d'Alzheimer (MA) [5,
6] mais il n’existe pas encore de biomarqueurs in vivo qui distinguent sans équivoque

I'accumulation d’a-syn au niveau cérébral [7]. Certaines équipes ont réalisé des études dans
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cette voie en synthétisant un composé : le BF227 (marqué au *'C ou *®F) qui présente une

affinité pour I'a-syn [8, 9] .

De nombreux processus sont impliqués dans la physiopathologie des
synucléinopathies. Le mécanisme de survenue de ces pathologies reste a I'heure actuelle
incompris. L'exploration des systemes de neurotransmission et des voies métaboliques
pourraient permettre d’élucider ces mécanismes et pourraient constituer une aide précieuse

pour développer de nouvelles thérapies.

Depuis longtemps, les modeles animaux nous aident a comprendre la physiologie et
les mécanismes impliqués dans les maladies. Ils nous servent a évaluer, avant leur mise sur
le marché, l'efficacité des traitements et les nouveaux outils d'imagerie. La souris est
devenue l'un des principaux modeéles animaux nécessaire a la compréhension des
conséquences physiologiques de l'expression des génes et de leur implication dans les
maladies. Plusieurs modeles de souris transgéniques sur-exprimant I'a-syn de type sauvage
(WT) ou mutée ont été développés. Parmi eux, des modeéles in vivo peuvent étre utilisés

dans le développement d'agents d'imagerie de I'a-syn [10] .

Les travaux effectués au cours de cette these se positionnent dans une optique de
développement d’un outil de diagnostic précoce des synucléinopathies et de compréhension

des mécanismes physiopathologiques impliqués dans ces atteintes grace a l'imagerie TEP.

Ces travaux s'articulent autour de trois études principales. Dans une premiére partie,

le radiotraceur [*®F]BF227 sera évalué un modéle murin original de synucléinopathies. La
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seconde partie sera consacrée a |'étude in vitro de I'affinité de douze molécules candidates
comme radiotraceur des synucléinopathies. Enfin, la derniére partie traitera de I’'étude de la
neurotransmission sérotoninergique et du métabolisme glucidique sur le méme modele

murin de synucléinopathies évoqué précédemment.
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PARTIE 1
LES SYNUCLEINOPATHIES
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1. Les synucléinopathies
1.1. L’alpha-synucléine
1.1.1. Généralités

L’alpha-synucléine (a-syn) est une protéine neuronale avec un poids moléculaire
d’environ 14 kDa [11]. Elle appartient a la famille des protéines amyloides. La structure
primaire de I'a-syn (Figure 1) correspond a sept répétitions imparfaites de séquences de 11
acides aminés (AA) avec la présence d’'un motif redondant KTKEGV, prédictives de la
formation de cing hélices a amphiphiles dans la partie N-terminale [12, 13]. Une partie
centrale (AAs 61-95) tres hydrophobe, appelée NAC (non-amyloid-B component) est
essentielle dans les phénomeénes d’agrégation de la protéine et permet la formation des
fibrilles amyloides [14, 15]. La partie C-terminale de I’ a-syn (AAs 96-140) est caractérisée
par la présence de résidus acides en quantité importante. Cette partie régule les procédés
d’agrégation amyloide et est localisée a la surface des fibrilles. Cette séquence est organisée
en répétition de tandem de 16 AAs et constitue un site de liaison pour certains ions tels que

Pb?, Cu* et d’autres cations [16]. Cette partie est relativement résistante a la protéolyse.

( 1 ) (LH/LLIIIIIL SIS I IL IS III. SIII SIS IS AII I AL SIS, BSTAI SIS LS IIS A SEI L 1AL 1071 SIS ST SIS SIS LIS S I P11 17 1117777,

a-syn MDVFMKGLSKAKEGYVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTK
codon 30 41 46 5354

D EEEE—————— N

( 1 ) )

a-syn EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA
1

codon 03 130
(4)[ H 8 ]

Figure 1: Structure de I'alpha-synucléine et domaines de prédilection[12].

La séquence primaire est constituée de sept répétitions imparfaites du motif KTKEGV (1). Les quatre premiéeres hélices a (2)
peuvent s’associer aux vésicules lipidiques et la cinquieme hélice a (3) est responsable des interactions protéine-protéine.
Une partie centrale dénommée NAC pour « non-amyloid-B component » (4) est retrouvée dans les plaques séniles et joue
un réle dans les phénomenes d’agrégation de la protéine. La partie C-terminale, dont la forme est non structurée, est riche

en résidus acides et proline (5). .
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Le géne codant pour l'a-syn, appelé SNCA ou PARK1, est localisé au niveau du
chromosome 4q21. Il comporte sept exons dont cinq sont traduits [17]. La taille des exons
varie entre 42 et 1100 paires de bases. L'isoforme prédominante est constituée de 140 AA.
Le second isoforme, I'a-syn 126 a subi une délétion de I'’exon 3 (AAs 41-54) conduisant a la
suppression de I'hélice a 3 et d’'une partie de I'hélice a 4. L'a-syn 112 résulte d’une délétion
de I'exon 5 [12]. Enfin, I'a-syn 98 a subi une délétion des exons 3 et 5 [18]. Ces trois
dernieres formes protéiques sont présentes en quantité plus importante dans la DCL et dans
I’AMS [19].

Trois mutations génétiques ont été identifiées au niveau du gene SNCA et sont
responsables de la modification de la séquence en AA de la protéine. Il s’agit des mutations
A30P, A53T et E46K retrouvées dans les synucléinopathies [20-22]. De récentes études ont
mis en évidence |'existence de nouvelles mutations G51D et H50Q [23-25]. Toutes ces
mutations entrainent une modification de la séquence en AAs de la partie N-terminale de la
protéine (Figure 1).

1.1.2. Localisation

Les premieres études s’intéressant a la localisation de I'a-syn montrent que la
protéine est présente majoritairement au niveau du cytosol des neurones du systéme
nerveux central (SNC) et plus particulierement au niveau des terminaisons pré-synaptiques
[26, 27]. La localisation de la protéine évolue en fonction du temps. En effet, lors du
développement, I'a-syn est présente au niveau du péricaryon contrairement a I'dge adulte
ou elle se retrouve dans les terminaisons nerveuses [28]. Certains auteurs décrivent la
présence d’a-syn au niveau du noyau de la cellule [27, 29, 30]; cette localisation pourrait

étre la conséquence d’un stimulus extérieur comme une situation de stress [31].
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En 2007, Li et al. publient une étude décrivant la présence d’a-syn au sein de la
mitochondrie [32]. Pour rappel, la mitochondrie est directement impliquée dans la survie et
la mort neuronale.

Enfin, 'a-syn a été mise en évidence au niveau extra-cellulaire. Elle peut étre
sécrétée dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) soit sous forme monomérique, soit sous
forme agrégée [33, 34]. La protéine a également été détectée dans les lymphocytes et les
plaquettes [35, 36] mais également dans d’autres tissus tels que les tissus oculaires

notamment au niveau de la rétine [37].

1.1.3. Comportement conformationnel

1.1.3.1. Conformation physiologique

Dans son état physiologique, I'a-syn est majoritairement sous forme monomérique.
Elle peut étre dans une conformation de bobine dépliée ou sous une forme liée a la
membrane vésiculaire [12, 13]. En présence des vésicules lipidiques, I'a-syn passe d’une
conformation d’une structure aléatoire en serpentin a une structure typique d’hélice a. Ce
changement est attribué a la formation d’hélices a au niveau de la partie N-terminale [12].
Plus récemment, des équipes ont mis en évidence I'existence d’une forme stable

tétramérique de I'a-syn [38, 39].

1.1.3.2. Conformation pathologique

Dans certaines conditions, I'a-syn peut adopter une conformation en feuillets B et
former des agrégats insolubles (Figure 2). Ce phénomeéne d’agrégation débute par une phase

de latence initiale, dite phase de nucléation, suivie par une phase de décroissance dite phase
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d’élongation [40]. Durant la phase de nucléation, des monomeres d’a-syn vont s’associer par
les résidus hydrophobes de leur région centrale NAC pour former des intermédiaires,
notamment dimeres et triméres, qui eux-mémes peuvent s’associer entre eux pour former
des filaments solubles constitués d’oligomeéres d’a-syn. Ces différents intermédiaires
obtenus apres la phase de nucléation s’agregeront ensuite pour former des filaments
insolubles. Les filaments insolubles formeront des protofibrilles, puis des fibrilles et enfin des

agrégats insolubles [13]. Les agrégats insolubles sont la signature des synucléinopathies.

Phase de nucléation Phase d’élongation
A
‘
Monomere Monomere Q
5 Dimere o s
erroné Oligomére Fibrilles
insolubles

Protofibrilles

Figure 2 : Agrégation de I'a-syn [41].

Cependant, ces démonstrations ne sont qu’un schéma simplifié du phénomene
d’agrégation. De récentes études ont mis en évidence un polymorphisme d’agrégation de

I’a-syn. Ces différentes formes pourraient étre impliquées dans diverses pathologies [42].

1.1.3.3. Facteurs favorisant le passage de I’a-syn sous une
conformation pathologique
Les mutations génétiques de I'a-syn sont un facteur d’agrégation. Comme évoqué
précédemment, cing mutations du geéne SCNA ont été identifiées [20-22] et sont
caractéristiques des formes familiales de MP. Les a-syn mutées (A30P, A53T, E46K, G51D et

H50Q) ont la capacité de former des fibrilles insolubles plus rapidement que la protéine
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sauvage. L'a-syn A53T induit un stress au niveau du réticulum endoplasmique entrainant
une élévation de I'activité caspase. L'a-syn A30P ne subit pas de modifications de la liaison
aux vésicules lipidiques ni de changements de conformation des hélices a (contrairement a
I’A53T) mais voit sa liaison aux liposomes diminuer. L'a-syn E46K possede une immense
propension (supérieure a I'a-syn A53T et A30P) a former des agrégats et se lie fortement aux
liposomes chargés. Les protéines a-syn G51D et H50K présentent des formes oligomériques
présentant une toxicité plus importante [24, 43].

Les modifications post-traductionnelles jouent un role fondamental dans les
phénomeénes d’agrégation. Ces modifications peuvent affecter toutes les formes d’a-syn
(sauvage, mutée, isoforme). La plus importante d’entre elles est la phosphorylation [12]. La
sérine 129 est un site majeur de phosphorylation tout comme la sérine 87. Ces phénomeénes
de phosphorylation sont liés a I'action de protéines kinases C et A ainsi qu’aux caséines
kinases CK-1 et CK-2. D’autres protéines, comme la protéine G couplée au récepteur kinase,
interviennent dans ce phénomeéne. Dans 90 % des formes insolubles, I'a-syn est retrouvée
sous forme phosphorylée au niveau du cerveau de patients atteints de DCL. Seulement 4%
de la protéine est retrouvée sous forme phosphorylée chez des sujets sains ce qui suggere
que la phosphorylation de I'a-syn serait un phénomene pathologique [44]. D’autres
modifications post-traductionnelles comme la nitration, I'oxydation, l'ubiquitination, Ila
sumoylation et la glycosylation jouent un role pathologique dans I'agrégation de I'a-syn [12].
Une surexpression de I'a-syn provoquée par I'existence de plusieurs copies du gene SCNA
dans le génome entraine une augmentation de I'expression de la protéine. Cette
augmentation de concentration d’a-syn au niveau neuronal est responsable d’une

augmentation de I'agrégation de la protéine [19].
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L'a-syn peut étre qualifiée de « protéine caméléon » : sa conformation s’adapte a
I’environnement qui I'entoure [13]. Certaines conditions comme un pH acide, une
température élevée, une concentration élevée de la protéine, une concentration particuliere
en sels et anions, la présence de vésicules, la présence de composés exogenes comme les
solvants organiques, les pesticides et herbicides conduisent a une augmentation non
seulement des structures secondaires de l'a-syn avec la formation d’hélices a mais
également de feuillets B ainsi que des structures secondaires mal repliées. Ces structures
sont responsables par la suite de la formation d’agrégats insolubles.

1.1.2. Fonctions

Le role de l'a-syn n’est pas clairement élucidé et la frontiere entre fonction
physiologique et fonction pathologique est mince. De nombreux facteurs interviennent dans
le changement conformationnel de l'a-syn. Ces changements conformationnels sont a

I'origine de I'apparition de phénomeénes pathologiques complexes et en partie inexpliqués.

1.1.2.1. Fonctions physiologiques

Tout d’abord, I'a-syn intervient dans les fonctions de maintien synaptique. L’a-syn
possede une forte affinité pour les phospholipides vésiculaires et elle peut se lier a ces
derniers grace a sa partie N-terminale qui adopte une conformation en hélice a. Cette
association avec les structures vésiculaires permet a l'a-syn de réguler le turn-over
vésiculaire au niveau synaptique [45]. Une interaction entre le réticulum endoplasmique et
I'a-syn est responsable d’une régulation des fonctions de « trafficking » protéique [46].
Toujours dans ce role de maintien de la fonction synaptique, I'a-syn est promotrice de la

formation des complexes SNARE (Soluble NSF Attachement protein Receptor) qui sont des
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complexes protéiques qui catalysent la réaction de fusion des vésicules avec la membrane
cible permettant aux vésicules synaptiques de relarguer leur contenu [47].

L'a-syn posséde des propriétés de protéine chaperonne. En effet, la partie N-
terminale de la protéine possede 40% de similitude avec la séquence des protéines
chaperonnes 14-3-3 [48]. L'a-syn est donc capable d’interagir avec de nombreuses
protéines. De ce fait, elle coopére avec la cystéine-string-protéine a (CSP) qui possede une
fonction essentielle a la survie neuronale notamment dans la prévention des phénomeénes
neurodégénératifs [49].

Enfin, I'a-syn est impliquée dans la survie neuronale : elle joue un réle dans la
modulation de la structure des composés lipidiques des membranes et préserve leur
intégrité [50]. Elle préviendrait également |‘oxydation des lipides de la membrane
neuronale, phénoméne néfaste a la cellule [51]. Une fonction anti-apoptotique peut étre
prétée a I'a-syn via une régulation de I'expression du géne suppresseur de tumeur p53 [52].

1.1.2.2. Fonctions pathologiques

La phosphorylation de I'a-syn en quantité importante, la surexpression de la protéine et
les phénomenes d’agrégation sont responsables de I'apparition d’une neurotoxicité.

Sous sa forme phosphorylée, I'a-syn peut se lier a la phospholipase D2 (PLP2) grace a
ses propriétés de protéine chaperonne. La PLP2 est une enzyme impliquée dans les
phénomeénes d’apprentissage continu, de mémorisation et de vieillissement. La fixation de
I’a-syn sur cette enzyme inhibe les fonctions physiologiques de cette derniere [53].

L’a-syn possede également une importante affinité pour la tyrosine hydroxylase (TH),

enzyme limitante dans la synthése des catécholamines. Une surexpression de l'a-syn
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entraine une réduction considérable de l'activité TH, une phosphorylation de la TH et
conduit a une réduction de la synthese de dopamine (DA) [54].

Les oligomeres d’a-syn possedent une activité porine-like (comparable a certaines
toxines bactériennes) capable de modifier la perméabilité de la membrane neuronale et
d’altérer la cellule [55]. Sous sa forme agrégée, I'a-syn peut provoquer des modifications de
I’'homéostasie calcique et une perturbation des fonctions mitochondriales de la cellule
conduisant a un dysfonctionnement mitochondrial et a une toxicité. L'a-syn pathogéne est
également capable de perturber les fonctions lysosomales et notamment le phénomeéne
d’autophagie [56]. Les oligomeéres d’a-syn peuvent se lier a la sous unité 20S du protéasome
entrainant une inhibition de ce dernier. L'inhibition du protéasome a un impact sur les
neurones dopaminergiques qui deviendraient plus sensibles au stress provoqué par les
protéines dépliées [19]. De plus, en adoptant une conformation oligomérique, I'a-syn perd
ses propriétés initiales neuroprotectrices décrites précédemment.

L'a-syn agrégée pourrait également promouvoir sa propre agrégation. L’hypothese
de propagation « prion-like » repose sur les propriétés d’endo- et d’exo-cytose de la
protéine. Elle serait a méme de provoquer un changement de conformation des formes
physiologiques puis de se propager a lI'extérieur de la cellule pour aller « contaminer »

d’autres neurones [57-59].
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1.2. Les synucléinopathies

L'a-syn est présente sous forme d’inclusions pathologiques dans la MP, la DCL et 'AMS.

Ces trois pathologies sont communément appelées synucléinopathies.

1.2.1. Les pathologies a corps de Lewy

La MP et la DCL sont caractérisées par la présence de corps de Lewy et de neurites de
Lewy (Figure 3). Les corps de Lewy sont des inclusions intracytoplasmiques, éosinophiles et
le plus souvent sphériques. Leur coeur est cerné par un halo clair périphérique leur donnant
un aspect caractéristique « en cocarde ». lls sont constitués d’agrégats d’a-syn mis en
évidence par des techniques d’immuno-analyses (emploi d’anticorps anti a-syn et tests
ELISA, ). lls peuvent étre marqués par des anticorps dirigés contre |'ubiquitine. Les neurites
de Lewy sont des formations protéiques neuronales composées de filaments d’a-syn et de
matériel granulaire. Ces marqueurs de synucléinopathies sont présents au niveau du tronc
cérébral et du mésencéphale (substance noire, locus coeruleus, noyau moteur dorsal du nerf
vague et noyau basal de Meynert) pour les patients atteints de MP tandis que ces structures
sont prédominantes au niveau du cortex cingulaire, du gyrus para-hippocampique et de

I'amygdale pour les patients atteints de DCL [57, 60].

Figure 3 : lllustrations de corps de Lewy et de neurites de Lewy [61].

a. Deux cellules nerveuses pigmentées, contenant chacun un corps de Lewy (fléeches rouges) et neurites de Lewy (fleches
noires), échelle 20 um. b. Cellules nerveuses pigmentées avec deux corps de Lewy, échelle 8 um.
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1.2.1.1. La maladie de Parkinson (MP)

L’'HAS (Haute Autorité de Santé) définit la MP comme une maladie dégénérative de
cause inconnue, touchant a la fois I'’ensemble du systeme dopaminergique (atteinte de la
voie nigrostriée a 'origine des symptomes cardinaux répondant au traitement substitutif
dopaminergique) et des autres systemes : cholinergique, noradrénergique et
sérotoninergique (responsables des symptémes dopa-résistants et pouvant expliquer la
variabilité des symptomes d’une PcP (Personne cum Parkinson) a l'autre) [62]. Cette
dégénérescence a pour conséquence la mort neuronale par apoptose.

La MP est la cause la plus fréquente de syndrome parkinsonien, la seconde maladie
neurodégénérative, aprés la MA et la seconde cause de handicap moteur d’origine
neurologique chez le sujet agé (aprés les accidents vasculaires cérébraux).

Sa prévalence est de l'ordre de 150 000 en France et son incidence d'environ 15/100000
habitants par an. Elle atteint également les deux sexes. L'dge moyen de début de la maladie
se situe entre 44 ans et 66 ans. Le risque d'étre atteint augmente avec I'age mais 15% des
parkinsoniens débutent leur maladie avant I'dge de 40 ans (début précoce) voire avant 20
ans (juvénile).

Le diagnostic de certitude de la MP est histologique et ne peut se faire du vivant du patient.
Le diagnostic actuel repose sur des données purement cliniques, méme si différentes
techniques, en particulier d'imagerie médicale, commencent a améliorer sa fiabilité et sa
probabilité.

Sur le plan clinique, la MP est caractérisée par une triade de signes cardinaux a savoir
tremblements de repos, bradykinésie et rigidité. Ces symptomes sont accompagnés d’'une

asymétrie, de I'absence de signes atypiques et d’une réponse a la |évodopa (L-DOPA).
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D’autres signes comme une hypotension, des troubles urinaires, des troubles digestifs, des
troubles thymiques et cognitifs, des troubles du sommeil et des douleurs peuvent étre
présents [62].

Le diagnostic de la MP repose donc sur |'existence de signes cliniques. Des examens

complémentaires peuvent étre réalisés :

- soit pour éliminer d’autres étiologies : la réalisation d’un bilan urodynamique (BUD)
est une aide au diagnostic différentiel entre la MP et ’AMS (les patients atteints de
ces pathologies peuvent présenter des troubles urinaires mais les résultats du BUD
different). Des tests neuropsychologiques a la recherche d’anomalies fréquentes
permettent de mettre en évidence d’autres syndromes parkinsoniens

dégénératifs ;

- soit pour objectiver I'existence d’un syndrome démentiel lors de I'évolution de la
maladie.

Il n’existe pas actuellement de traitement curatif de la MP. En |'absence de
retentissement moteur, les traitements médicamenteux antiparkinsoniens ne sont pas
indispensables. D’autres traitements peuvent s’avérer nécessaires dés la phase initiale :
antalgiques, anxiolytiques, antidépresseurs, anti-hypotenseurs. Pour les patients nécessitant
un traitement symptomatique, I'dge de début et I'importance de la géne fonctionnelle sont
les deux facteurs qui guident les choix thérapeutiques. Le début du traitement par L-Dopa
sera retardé au maximum du fait de I'apparition secondaire de complications motrices liées
a ce traitement : fluctuations, dyskinésies. Le traitement médicamenteux des troubles

moteurs au début de la MP est décrit dans la Figure 4.
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Symptomes parkinsoniens sans géne fonctionnelle

Y

Pas de traitement, jusqu’a ce qu'une géne apparaisse

Y

Symptomes avec géne fonctionnelle

l l l ‘,

IMAO B Agonistes Levodopa Autres options
dopaminergiques
Sujet jeune avec Sujet jeune, en 'absence Sujet 4gé Amantadine
géne modérée de contre-indication Anticholinergiques
En cas d'efficacite
insuffisante, En cas d'intolérance, Niveau de preuve plus faiblg
fraitement par traitement par lévodopa
agoniste Forme a tremblement
dopaminergique prédominant

Figure 4 : Traitement médicamenteux des troubles moteurs au début de la MP [62].

Apres une période de stabilisation (phase d’état) par L-DOPA plus ou moins longue, la
situation clinique des patients s’aggrave du fait de la survenue de complications motrices
liées au traitement (fluctuations motrices, effets on/off, dyskinésies) et de I"apparition ou de
I’aggravation de signes propres a la MP non dopa-dépendants (liés au caractere diffus de la
maladie touchant d'autres systemes que le systeme dopaminergique). Le traitement des
complications motrices liées au traitement dopaminergique est un perpétuel ajustement des
doses et des horaires de prise en fonction de chaque cas et des variations de I'état moteur
du patient au fil des mois. Il faut également tenir compte, dans ces réajustements, des signes
non-moteurs de la maladie, notamment des fluctuations thymiques, des troubles du
comportement liés au traitement, de la fatigue, des troubles sensoriels et douloureux. Les

complications motrices pouvant survenir sont :
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- les fluctuations motrices : réapparition de la symptomatologie parkinsonienne au
cours du nycthémere. Elles sont annoncées par I'apparition d’'une akinésie du réveil et
d’une akinésie de fin de dose ; elles deviennent ensuite plus soudaines, plus intenses
et imprévisibles (phénomeénes on/off).

- les blocages moteurs, « freezing » de la marche.

- les dystonies : le plus souvent douloureuses, touchant de fagcon préférentielle les
membres inférieurs, se limitant le plus souvent aux orteils ou aux pieds, mais pouvant
aussi étre plus étendues.

La stratégie thérapeutique a ce stade de la maladie est décrite dans la Figure 5.
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h 4
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k4

Agonistes dopaminergiques parentéraux
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Y

Si échec, envisager des traitements invasifs

l

l

l

Apomorphine en perfusions
sous -cutanées continues
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entérale de lévodopa

Stimulation cérébrale
profonde

Figure 5: Traitement médicamenteux des troubles moteurs au stade avancé [62].
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1.2.1.2. La démence a corps de Lewy (DCL)

La DCL représente 3,6 a 6,6 % des démences chez les sujets de plus de 65 ans. Elle
représente la deuxiéme cause de démence apres la MA. Les symptomes de la DCL débutent
avec |'apparition de troubles cognitifs et psychiatriques. Les éléments caractéristiques de
cette pathologie sont une fluctuation cognitive (et plus spécialement des fonctions de
I’attention), des hallucinations visuelles et un syndrome parkinsonien [63]. Le diagnostic de
DCL repose sur les criteres de Mc Keith [64]. Il existe également des criteres suggestifs
comme des troubles du sommeil paradoxal, une hypersensibilité aux neuroleptiques qui,
associés a au moins des critéres principaux, peuvent permettre le diagnostic de DCL (Figure

6).

La démence a corps de Lewy: Critére du diagnostic clinique'

Caractéristiques principales

* La fonction cognitive progressive perd de I'importance pour ainsi intervenir
au niveau de la fonction professionnelle et sociale.

* Les troubles de la mémoire prononcés ou rémanents ne se manifestent pas
nécessairement dans les premiers stages, mais il est évident qu’ils
progressent dans la plupart des cas.

* A I'examen, on constate que les pertes d'attention, I"aptitude de portion
frontale et sous-corticale, et I'habileté visuelle spatiale sont trés prononcées.

Caractéristiques essentielles

* Fluctuations cognitives avec variations prononcées de |“attention et de la
vigilance

¢ Hallucinations visuelles récurrentes généralement bien formées et détaillées.

 Caractéristiques motrices spontanées du syndrome parkinsonien.

Caractéristiques de soutien

e Chutes fréquentes

* Syncope

* Fvanouissements transitoires

e Délires systématisés

« Hallucinations dans d’autres modalités

¢ Trouble du comportement en sommeil paradoxal (REM sleep)
* Dépression

Caractéristiques moins fréquentes

« Antécédents de crises

* Signes de maladie physique ou tout autre trouble cérébral pour intervenir au
niveau de la performance cognitive.

Figure 6 : Critéres de diagnostic cliniques de la DCL [64].
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La réalisation d’un diagnostic différentiel de DCL s’avére difficile car la classification
des démences est complexe et le recouvrement des pathologies est trés important. Un
dosage du peptide B-amyloide et de la protéine Tau dans le LCR permet d’éliminer une MA
[64]. La réalisation d’un électroencéphalogramme permet d’observer un rythme plus lent
initial chez les patients atteints de DCL a la différence des patients atteints de MA et de
démence parkinsonienne [28]. Le dosage de la protéine 14.3.3 dans le LCR est une aide au
diagnostic différentiel de la maladie de Creutzfeldt Jacob [65]. Actuellement, le diagnostic de
certitude repose sur la mise en évidence des corps de Lewy post-mortem au niveau cérébral.

L’arsenal thérapeutique dont disposent les cliniciens pour prendre en charge les
patients atteints de DCL est tres pauvre. Le traitement par agents cholinergiques serait
avantageux pour les patients qui présentent d’'importants déficits cholinergiques au niveau
du cortex, du tronc cérébral, des noyaux du cerveau antérieur basal ainsi que dans les
récepteurs post-synaptiques, corticaux et muscariniques. En effet, un essai sur les inhibiteurs
de cholinestérase (IchE) : le donépézil, la rivastigmine et la galantamine, a prouvé un bienfait
clinique dans les domaines cognitifs et du comportement [66-69]. Une autre étude clinique
sur la rivastigmine a montré que la molécule diminuait de facon significative les symptomes
psychiatriques essentiels de la DCL (I'apathie, I'anxiété, les délires et les hallucinations) [70].
De plus, la rivastigmine produit un effet bénéfique sur les fluctuations de I'attention. Aucune
aggravation des symptomes moteurs n’a été constatée et I'innocuité et la tolérance ont été
considérées comme favorables. Les IchE sont considérés comme le traitement de premiere
intention pour les symptomes cognitifs et psychiatriques de la DCL, en dépit des preuves
limitées. Concernant les symptomes moteurs, |'efficacité de la L-DOPA n’a pas été encore

déterminée. La L-DOPA peut aggraver les hallucinations. Le clonazépam et la mélatonine
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peuvent étre prescrits dans le traitement des troubles du comportement en sommeil

paradoxal [71].

La composante psychotique ne doit pas étre traitée par des neuroleptiques car ces
molécules sont mal tolérées. La clozapine peut cependant étre utilisée en cas de troubles

psychotiques majeurs [72].
1.2.2. ’atrophie multisystématisée (AMS)

L'atrophie multisystématisée est caractérisée par la présence d’inclusions
intracytoplasmiques oligodendrogliales (Figure 7) composées majoritairement de filaments
d’a-syn comparables a ceux présents dans les corps et neurites de Lewy [73]. Ces inclusions
possédent une forte propension a se lier a I'argent. Elles peuvent ainsi étre mis en évidence
grace a la méthode de Gallyas. Elles présentent un résultat positif aux tests
immunochimiques a l'ubiquitine et a la p62. Les inclusions sont présentes au niveau
pyramidal, extrapyramidal et au niveau du systeme autonome cortico-cérébelleux et pré-

ganglionnaire [74].
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Figure 7: Images microscopiques d’atrophie multisystématisée (échelle 20 um); D-E:
Inclusions oligodendrogliales positives a I’a-syn, F : Inclusions neuronales d’a-syn [74].

L’AMS est une pathologie débutant a I'dge adulte, caractérisée par un syndrome

parkinsonien (lenteur, rigidité, tremblement), une ataxie (déséquilibre, maladresse), des
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problémes de régulation de la pression artérielle (hypotension orthostatique) ou du systéme
urinaire et génital (troubles de I'érection). N'importe quelle combinaison de ces symptomes
est possible. La prévalence est estimée de 1/50 000 a 1/10 000 et s’accroit avec I'age. Ces
chiffres sont sous-estimés en raison de la difficulté a établir un diagnostic. Cette pathologie
atteint légerement plus d’hommes que de femmes, quelle que soit leur origine
géographique. Cette différence s’explique peut-étre par le fait que les hommes consultent
plus facilement en début de maladie, en raison des troubles de |"érection. La maladie
survient pour la majorité des cas entre 50 et 70 ans (mais peut apparaitre dés 30 ans et
jusqu’a 80 ans). Les symptdémes cliniques sont tres variables d’un patient a 'autre. Les
troubles urinaires, I'impuissance, et les problémes de pression artérielle (liés a I'atteinte du
systeme nerveux autonome) constituent fréquemment les premiers signes de la maladie et
peuvent étre tres invalidants. Par la suite, les signes évoquant une MP, tels que la rigidité, la
lenteur des mouvements, I'apparition d’un tremblement, sont généralement au premier
plan. Ils concernent 90 % des patients atteints. L'incoordination motrice, les troubles de
I’équilibre et de la marche (signes dits « cérébelleux »), sont quant a eux observés chez la
moitié des patients, mais sont moins fréquemment présents au début de la maladie. Lors de
I’évolution de la maladie, I'ensemble des symptoémes apparait de facon plus ou moins
marquée. Fatigue et faiblesse générale sont quasiment systématiques. Au cours de I’AMS,
certaines manifestations peuvent prédominer. On parle d’AMS de forme P (parkinsonienne),
appelée autrefois dégénérescence striatonigrique, quand les signes parkinsoniens initient et
dominent la maladie (80 % des cas), et d’AMS de forme C (cérébelleuse), anciennement
appelée atrophie olivopontocérébélleuse, quand les signes cérébelleux prédominent (20%
des cas). Enfin, quand ce sont les troubles urinaires ou de tension qui sont les plus

importants, c’est le terme de « syndrome de Shy-Drager » qui est parfois employé [75].
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Cette affection réduit I'espérance de vie : aprés le début de la maladie, la survie est
d’environ 10 ans. Les problemes de respiration (stridor, pneumonies liées a des fausses
routes) ou les arréts cardiaques (mort subite) sont les causes fréquentes de déces [76].

Le diagnostic de cette pathologie est clinique et il est I'objet de confusion avec la MP
[74]. La dysautonomie est plus marquée et plus précoce chez les patients atteints d’AMS.
L'imagerie cérébrale présente des signes inconstants et tardifs comme une atrophie
cérébelleuse et mésencéphalique ainsi que des anomalies putaminales (hypo-intensité en T1
avec une hyper-intensité en T2 a I'lIRM) qui ne sont pas retrouvés dans la MP [63]. Le
diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence post-mortem des inclusions
oligodendrogliales au niveau cérébral.

Comme pour toutes les synucléinopathies, il n’existe pas de traitement curatif. Certains
médicaments peuvent toutefois atténuer les symptdmes, et une prise en charge non
médicamenteuse doit étre mise en place. Un traitement peut notamment étre instauré pour
lutter contre les troubles moteurs et I'hypotension orthostatique, ainsi que contre
I'incontinence urinaire, la constipation et les troubles de I’érection. Les médicaments utilisés
dans la MP ont une efficacité (souvent partielle) chez environ un tiers des patients au début
de la maladie, mais de facon transitoire et a des doses plus élevées que dans la MP. Chez ces
patients, un tel traitement permet de diminuer un peu l'akinésie et la rigidité. Il est souvent
entrepris a titre d’essai et a forte dose. La fludrocortisone (Flucortac®) ou la midodrine
(Gutron®) peuvent étre utilisées pour corriger I’hypotension orthostatique. Ces traitements
sont parfois responsables d’une élévation excessive de la tension artérielle au coucher (et la
nuit), ce qui peut nécessiter la prise d’un traitement antihypertenseur nocturne. Par ailleurs,
ils doivent étre accompagnés de mesures non médicamenteuses (bas de contention,

élévation de la téte du lit, se lever lentement, éviter de rester allongé trop longtemps...). Les
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troubles urinaires peuvent étre traités par des anticholinergiques ou des alpha-bloquants. Ils
ne sont prescrits généralement qu’apres un BUD précis. Le but du traitement est d’éviter au
maximum la stagnation des urines dans la vessie et donc le risque d’infection. Parfois, un
sondage urinaire peut étre nécessaire de maniére intermittente ou permanente. L’'altération
de la fonction respiratoire doit étre prévenue par une bonne prise en charge des troubles de
la déglutition. En effet, les fausses routes a répétition peuvent entrainer des infections
respiratoires. Une gastrostomie peut parfois étre proposée au patient. Afin de réduire les
complications cardiovasculaires et pulmonaires dues a I’'apnée du sommeil et/ou du stridor,
I"utilisation d’appareils de ventilation peut étre recommandée durant la nuit. Dans certains

cas de géne respiratoire intense, une trachéotomie peut étre proposée.

En résumé, toutes les synucléinopathies sont des pathologies complexes. Les
symptomes cliniques se recouvrent, ce qui ajoute une difficulté supplémentaire a
I’établissement du diagnostic. L’arsenal thérapeutique pour traiter ces pathologies est
pauvre et il n'existe, a I'heure actuelle, aucun traitement curatif. La prise en charge non
médicamenteuse des patients atteints est indispensable. Il faut d'adapter I'environnement
et I'habitat du patient. Au cours de I'évolution de la pathologie, il faut insister sur
I'importance de la stimulation cognitive, de la kinésithérapie et des thérapies
comportementales. |l faut sans cesse s'assurer de I'absence d'iatrogénie médicamenteuse et
lutter contre tout facteur qui peut entrainer une confusion et perturber le comportement
(fécalome, rétention d'urine, infection...). L'information aux familles et aux proches est
essentielle pour que tous comprennent la pathologie et que I'accompagnement du patient

se déroule le plus sereinement possible.
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1.3. L'imagerie des synucléinopathies

Les deux principales modalités d’imagerie moléculaire et fonctionnelle sont la TEP
(Tomographie par Emission de Positons) et la TEMP (Tomographie par Emission Mono-
Photonique). Ces deux techniques sont basées sur [linjection de radiotraceurs
respectivement émetteurs B et y. Elles présentent des résolutions similaires (de I'ordre du
mm) mais la TEP présente une sensibilité supérieure. C'est une des raisons pour laquelle nos

travaux porteront sur la recherche d’un radiotraceur TEP.
1.3.1. Principe de la TEP

La TEP est une technique d’imagerie fonctionnelle et moléculaire permettant de
suivre les processus physiologiques et biochimiques in vivo a I'aide d’émetteurs de positons
a demi-vie courte. Les émetteurs de positons sont des éléments caractérisés par un exces de
charge positive dans leur noyau. lls se désintegrent vers un état stable par la transformation
d’un proton en un neutron qui conduit a I'’émission d’un positon et d’'un neutrino. Cette
désintégration radioactive correspond a I’émission d’un rayonnement B*.

A A 0 0
X > Y + BT+ gv

noyaupére —  nopaufils + peosiron + neufrine

Une fois émis, le positon parcourt quelques millimetres dans les tissus avant d’interagir avec
un électron du milieu. Le phénomene d’annihilation du B+ avec I’électron conduit a
I’émission simultanée de deux photons gamma (photons d’annihilation) de 511 KeV émis a
180° environ. Cette propriété est exploitée pour localiser la position d’émission des photons
d’annihilation. La caméra TEP équipée d’une couronne de détecteurs (cristaux scintillateurs)
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couplée a des photomultiplicateurs permet de récupérer et d’amplifier un signal électrique
(Figure 8). Un traitement du signal complexe permet par la suite de reconstruire des images

[77].

Coincidence
Processing Unit

Sinogram/
Listmode Data

Annihilation Image Reconstruction

Figure 8 : Principe d’une caméra TEP. Source : http://jens-maus.de/ftp/MScThesis.bib

Les principaux radioéléments émetteurs p+ utilisés en TEP sont le *'C, le BN, le 0 et
surtout le ®F. Le °F présente l'avantage par rapport aux autres d’avoir le plus faible
parcours de positon dans la matiére (0,6 mm). Sa période de 110 minutes (la plus longue des
quatre émetteurs PB’) est également trés intéressante. En clinique, le

[18F]Fluorodesoxyglucose ([18F]FDG), analogue du glucose, est le radiotraceur le plus utilisé.

Les caméras TEP peuvent étre couplées a des techniques d’imageries anatomiques
comme le scanner a rayons X (TEP scan ou PET/CT (Positon Emission Tomography/Computed
Tomography)) ou a I'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM) dans le but d’effectuer un

repérage anatomique des anomalies révélées par la TEP. Actuellement, les deux modalités
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d’imagerie par IRM et TEP sont réalisées séparément. La premiere IRM-TEP simultanée de
France, une Siemens Biograph® mMR, est actuellement en cours d’installation au CERMEP.
L’installation consiste en une plateforme d'imagerie innovante composée d'un systéme
hybride TEP-IRM pour I'exploration structurelle et fonctionnelle du vivant de maniere
simultanée. Il ouvrira ainsi des voies innovantes d’étude des fonctions cérébrales, de la
physiopathologie des cancers, des dysfonctionnements cardiovasculaires, et des désordres

nutritionnels et métaboliques.

1.3.2. Pourquoi développer un radiotraceur des synucléinopathies ?

Comme évoqué précédemment, le diagnostic in vivo des synucléinopathies repose
sur I"évaluation des critéres cliniques. Le diagnostic de certitude est établi post-mortem. |l
existe clairement un besoin urgent de développer un biomarqueur pour les
synucléinopathies qui permettrait un diagnostic précoce de la maladie et une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques. Ceci apporterait de nouvelles pistes
pour développer des traitements curatifs. De plus, ce diagnostic de certitude permettrait de

rétablir une classification exacte des patients dans les essais cliniques [7, 78].

1.3.2.1. 'imagerie actuelle des synucléinopathies

Actuellement, I'arsenal disponible en imagerie constitue uniquement une aide au
diagnostic des synucléinopathies. Les images obtenues peuvent permettre d’effectuer un
diagnostic différentiel mais en aucun cas de poser un diagnostic de certitude. Ces techniques
ont souvent été testées chez un petit nombre de patients et la classification entre les

groupes malades et les groupes controles est incertaine.
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NB : Les techniques d’imagerie comme I'IRM et I'échographie ne seront pas abordées dans

cet exposé.

1.3.2.1.1. Les traceurs TEMP

Le [**I]FP-CIT (DaTScan®) est un radiotraceur permettant de visualiser les
transporteurs de la DA et donc de mettre en évidence un déficit de la neurotransmission
dopaminergique au niveau du striatum. Cet examen scintigraphique est une aide pour
effectuer un diagnostic différentiel entre DCL et MA chez des patients déments. Chez les
patients atteints de DCL, on observe une séveére dégénérescence de la voie nigrostriée et
une diminution de la fixation synaptique du traceur contrairement aux patients atteints de
MA [79, 80]. Cet examen ne permet pas de distinguer une démence parkinsonienne d’une

DCL (Figure 9).
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Les différences de débit sanguin cérébral régional visualisées en scintigraphie au
[®™Tc]HMPAO (Ceretec®) ont été étudiées dans la MP, la DCL et la MA. La perte du signal du
[®™Tc]HMPAO est observée dans les régions frontales et pariéto-temporales chez les
patients atteints de MA. En revanche, dans la DCL, on observe une diminution bilatérale de
la fixation dans toutes les régions corticales sauf dans les régions postérieures frontales et
occipitales. On observe également une hypoperfusion dans toutes les régions frontales, dans
la région temporo-insulaire gauche, dans la région temporo-pariétale droite et dans les
régions pariétales. Ces anomalies sont absentes chez les patients atteints de MP [81].

Un dysfonctionnement autonome cardiovasculaire est particulierement fréquent
dans la DCL et peut également étre présent dans la MP pré-motrice. La scintigraphie

12)MIBG (analogue de la noradrénaline) est une technique d’imagerie

cardiaque au [
explorant la fonction adrénergique présynaptique. La réalisation de cet examen chez des
patients atteints de MP a montré une réduction de fixation cardiaque comparée a la fixation
médiastinale, phénomeéne non observé chez des patients atteints de MA et chez les sujets
sains (Figure 10). De plus, les résultats d’'une méta-analyse ont montré que la scintigraphie
au MIBG possede une sensibilité de 89% pour diagnostiquer une MP et une spécificité de
77% pour discriminer la MP et I’AMS. L’aire sous la courbe ROC (Receiver Operating
Characteristic) est estimée a 0,93 avec un IC a 95% de [0,90-0,95] [82]. Il faut cependant
nuancer ces résultats car I'interprétation de ces images n’est pas aisée et d’autres affections

non neurologiques, comme le diabéte ou l'infarctus du myocarde, peuvent modifier les

résultats.
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Figure 10 : Images scintigraphiques précoces réalisées au [~ I]MIBG chez un sujet sain (A) et

chez un sujet atteint de MP (B) [83].

Sur le plan expérimental, d’autres traceurs TEMP ont été développés. La DCL est
connue pour étre associée a un déficit cholinergique marqué avec une diminution du taux
d’acétylcholine transférase, enzyme responsable de la synthése d’acétylcholine. Lutilisation
de [**31]-51A-85380, radiotraceur se fixant aux récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine
a4B2, a montré une réduction de fixation bilatérale de ce composé au niveau du striatum,
dans la région temporale supérieure gauche, dans la région frontale inférieure droite et au
niveau du gyrus cingulaire chez des patients atteints de DCL versus contrdles [38]. L’injection

12 . s o . \ s .
*|]-QNB, se fixant sur les récepteurs muscariniques a I'acétylcholine,

d’un autre traceur, le [
montre une augmentation de ces récepteurs au niveau du gyrus occipital droit et au niveau

du gyrus lingual droit chez des patients atteints de DCL versus controles [39].
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1.3.2.1.2. Les traceurs TEP

En clinique, la [*®F] Fluoro-DOPA ([18F]F—DOPA) est un radiotraceur qui permet la mise
en évidence d’une neurodégénération de la voie nigrostriée. Cet examen permet d’effectuer
un diagnostic différentiel de la MP des autres pathologies avec une grande sensibilité et une
grande spécificité (supérieures a 90%) [7]. Une étude montre que la [*®F]F-DOPA peut étre
employée dans le suivi de la MP (Figure 11). En effet, les auteurs ont observé que la fixation
de la [*®F]F-DOPA diminuait sensiblement chez les patients parkinsoniens sur une période de

5 ans (versus population contréle) [84].

a Control b Patient

Figure 11: Images TEP obtenus apres injection de ['®F]F-DOPA chez un sujet sain (a) et chez

un patient atteint de MP (b) [85].

L’absorption du traceur est nettement réduite dans le putamen postérieur gauche (l'absorption dans la zone
indiquée par la fleche est de 70% inférieure a la normale) et, dans une moindre mesure, dans le putamen-
caudé antérieur et dans I'hémispheére gauche.

Afin de différencier la MA des autres démences, des traceurs TEP de la plaque
amyloide ont vu le jour. Le premier composé décrit dans la littérature est le [*'c]piB
(Pittsburgh Compound-B marqué au 10). La fixation globale corticale du [*'C]PIB est plus
faible chez les patients atteints de DCL que chez les patients atteints de MA mais néanmoins
plus élevée que chez des sujets sains [86]. Du fait de son radiomarquage au ¢ et donc de sa

période de 20 minutes, le composé PIB ne pourra jamais étre commercialisé. De nouveaux
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traceurs de plaques amyloides marqués au '®F ont vu le jour récemment. Il s’agit du
[18F]florbetapir (ou [18F]AV45), du [*®F]florbetaben (ou [18F]BAY94—9172) et du

[*®F]flutemetamol [5] (Figure 12).

Florbetaben Florbetapir Flutemetamol

Le [*®F]JAV45 a obtenu I'autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2012 et est
commercialisé sous le nom d’Amyvid®. Cependant, en 2013, I'HAS publie un rapport
évoquant une ASMR (Amélioration du Service Médical Rendu) insuffisante concernant

I"utilisation du produit.

D’autres radiotraceurs de la MA sont également en cours de développement. Leur

cible est la protéine Tau, présente en abondance dans les neurodégénerescences fibrillaires

47



sous sa forme phosphorylée [87]. Avec les dépots amyloides, ces neurodégénerescences

constituent la signature moléculaire de la MA.

1.3.2.2. ’alpha-synucléine, une cible pour un biomarqueur

Les agrégats insolubles d’a-syn sont la signature des synucléinopathies. Développer un
marqueur capable de mettre en évidence ces agrégats permettrait d’établir un diagnostic
direct et spécifique de ces pathologies ante-mortem et d’étudier leur évolution dans un but

de compréhension des mécanismes physiopathologiques et de développement de thérapies.

1.3.2.2.1. Les limites du dosage biologique de I'alpha-

synucléine

Le dosage de I'a-syn a été testé dans différents liquides biologiques. Tout d’abord,
des dosages plasmatiques ont été réalisés. Les biomarqueurs sériques ont I'avantage d’étre
peu colteux et faciles a utiliser. L'a-syn peut étre dosée dans le plasma grace a des anticorps
en employant des méthodes ELISA sandwich. Néanmoins, la protéine est présente a I'état
physiologique dans le sang car elle est sécrétée par les plaquettes et les érythrocytes. La
concentration sérique d’a-syn est donc le reflet du taux de production, de dégradation et
d’excrétion de la protéine dans I'organisme entier. Les niveaux plasmatiques d’a-syn des
patients atteints de synucléinopathies ne présentent pas de différence significative avec le
groupe controle [88]. D’autres études de détection d’a-syn dans le LCR ont été menées. La
recherche d’anticorps détectant les agrégats d’a-syn phosphorylée dans le LCR fait I'objet

d’études en cours [89, 90] afin de constituer une aide au diagnostic.
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1.3.2.2.2. Un radiotraceur des synucléinopathies

L'imagerie apparait désormais comme la meilleure technique pour diagnostiquer in
vivo les synucléinopathies. Le radiotraceur TEP idéal des synucléinopathies doit a la fois
répondre aux contraintes des traceurs employés en neuroimagerie et aux contraintes

propres a la pathologie (Tableau I) [7, 91].

Radiotraceur neuronal Radiotraceur des synucléinopathies

» administration par voie intraveineuse » fixation spécifique aux formes pathogénes

» fixation et adsorption rapides et intracellulaires de I'a-syn
spécifiques au niveau de la cible » absence de fixation aux autres protéines

» élimination rapide de la forme non liée possédant des structures en feuillets B

» franchissement de la barriére hémato- > réalisation d’un diagnostic formel de
méningée synucléinopathie

» connaissance du modele > réalisation d’un diagnostic différentiel entre
pharmacocinétique la MP, la DCL et I’AMS

» absence de toxicité
> radiomarquage possible au **F

Tableau | : Caractéristiques d’un radiotraceur des synucléinopathies idéal.

1.3.3. Les radiotraceurs potentiels de I’alpha-synucléine

Le développement de radiotraceurs TEP de I'a-syn présente donc un intérét de santé
publique majeur. Plusieurs équipes ont débuté des travaux de recherche sur le sujet.
Actuellement, trois molécules sont décrites comme présentant un affinité pour I'a-syn sous
sa forme pathologique : il s’agit du [**CIPIB, du [*®F]BF227 et du [**°1]SIL23 (Tableau II) [91].

Comme évoqué précédemment, le [*'C]PIB a été initialement développé pour cibler
les plagues amyloides dans la MA. Cette molécule étant dérivée de la thioflavine T, elle est

donc capable de se fixer aux protéines présentant une structure en feuillets B plissés [92]. Il
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est concevable que le PIB puisse également se lier a I'a-syn. Cependant, les données
précliniques sur l'intérét du PIB comme un traceur spécifique de synucléinopathie semblent
étre plutdt incompatibles [93]. Bien qu'il existe des preuves de la liaison du PIB a I'a-syn sous
sa forme agrégée in vitro et in vivo, son affinité beaucoup plus élevée pour les dépots
amyloides pose un probléme pour la détection sélective de I’ a-syn [94]. Néanmoins, il est
théoriquement possible que des composés de structure apparentée au PIB puissent
surmonter ces obstacles [91].

Une autre molécule candidate, le BF227 ou 2-[2-(2- dimethylaminothiazol-5-
yl)ethenyl]-6-[2-(fluoro)ethoxy]benzoxazole, présente des résultats plus intéressants que le
PIB. Le composé BF227 marqué au ¢ est tout d’abord décrit pour se fixer aux fibrilles AB 1-
42 et aux plaques B-amyloides [95]. Fodero-Tavoletti et al. réalisent en 2009 une étude de
binding in vitro du composé BF227. Le but de cette étude était de tester la capacité du
BF227, marqué cette fois au '®F, & reconnaitre et a se fixer aux fibrilles d’a-syn présentes
dans les corps de Lewy. Pour cela, les auteurs prélévent des tissus cérébraux apres autopsie.
Au total, les tissus sont prélevés chez trois patients atteints de MA, trois patients atteints de
DCL AB, un patient atteint de DCL pure, deux patients atteints de MP et trois témoins. En
paralléle, des fibrilles AB 1-42 et des oligoméres d’a-syn sont synthétisés pour étre incubés
directement avec le radiotraceur. Les résultats montrent, grace a une analyse de Scatchard,
une fixation du [18F]BF227 aux fibrilles d’a-syn avec une forte affinité (Kd = 9,63 nM). Un site
de liaison est mis en évidence. Le [*®F]BF227 présente également une affinité avec deux sites
de liaison pour les fibrilles AB 1-42 (haute et faible affinité; Kd = 1,31 nM et 80 nM
respectivement). Les études de fixation du [18F]BF227 aux tissus cérébraux révelent une
fixation du composé chez les patients atteints de MA et les patients atteints de DCL AP.

Aucune fixation du composé au niveau du tissu cérébral du patient atteint de DCL pure (ne
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comportant que des fibrilles d’a-syn) n’a pu étre mise en évidence. Ces résultats montrent
que la fixation du [*®F]BF227 & I'a-syn contenue dans les corps de Lewy ne permet pas
I’obtention d’un signal TEP exploitable. La présence concomitante de fibrilles AR 1-42 est
nécessaire a I’émission du signal [8].

En 2010, Kikuchi et al. réalisent une étude in vivo. Seize patients sont inclus : huit
patients avec un diagnostic probable d’AMS et huit sujets contréles. Ces sujets recoivent une
injection intra veineuse de 136,9 a 307,1 MBq de [*'C]BF227. Les auteurs réalisent
également des tests in vitro sur tissus provenant de neuf cerveaux autopsiés : trois sujets
atteints de MP, trois sujets atteints de DCL et trois sujets atteints d’AMS. Les résultats de
I’étude in vivo montrent une différence de clairance du [11C]BF227 entre les sujets atteints
d’AMS et les sujets contréles : le composé est éliminé plus rapidement chez les sujets
atteints d’AMS. Concernant les images obtenues a |'aide de caméra TEP, les auteurs
observent une forte fixation du [*!C]BF227 dans la partie sous corticale de la substance
blanche et du noyau lenticulaire pour les patients d’AMS. Le volume de distribution du
radiotraceur est significativement plus élevé chez les patients atteints d’AMS que dans la
population contréle. Les auteurs observent un volume de distribution élevé au niveau de la
matiere blanche sous-corticale, du cortex cingulaire postérieure, du putamen, du globus
pallidus, du cortex moteur primaire, du cortex cingulaire antérieur et la substance noire chez

les patients atteints d’AMS par rapport aux sujets témoins (Figure 13).
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Figure 13 : Distribution du [*'C]BF227 chez des patients atteints d’AMS versus des sujets
témoins [9].

Aucune différence de distribution n’a été observée entre les patients atteints d’AMS
avec un parkinsonisme prédominant et les patients atteints d’AMS avec une ataxie
cérébelleuse prédominante. La fixation du traceur ne semble pas étre corrélée avec les
symptomes de la maladie. Les tests réalisés sur les tissus cérébraux ont révélé une fixation
du [*'C]BF227 au niveau des corps de Lewy dans la substance noire. Une forte rétention du
radiotraceur est observée dans le noyau central. Pour les cerveaux atteints d’AMS, le
[*'C]BF227 se fixe au niveau des inclusions cytoplasmiques gliales de la base pontique. Des
tests immuno-histochimiques employant un anticorps dirigés contre I'a-syn phosphorylée au
niveau des mémes tissus cérébraux mettent en évidence des résultats similaires bien que
toutes les inclusions intracytoplasmiques détectées par les anticorps n’aient pas été mises
en évidence avec le [''C]BF227 [9].

Derniérement, une nouvelle molécule, le [125

1]SIL23, a montré des propriétés de liaison in
vitro aux fibrilles d’a-syn présentes dans le tissu cérébral de patients atteints de MP ainsi
gu’au niveau d’homogénats de cerveaux de souris transgéniques TgM83 surexprimant I'a-
syn [98]. Néanmoins, ce composé est également capable de se fixer a d’autres structures

présentant une conformation B plissée. Les affinités du composé pour les différentes cibles

testées a savoir a-syn, AB et Tau sont de 148, 635 et 230 nM respectivement. S’ajoute a
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cette fixation non spécifique, I'existence d’une autre liaison non spécifique dans la matiére

blanche (liée a des interactions lipophiles), limitant |'utilisation de cette molécule comme

radiotraceur des synucléinopathies [96].

Molécule Structure Affinité powr Affinité pour Affinité pour
Fo-syn in witro ap 1-a42 Fo-syn sur
(0] i witro homogénats de
[nia} COErVEaux
(nbd)
[**ClPIB ,G[H " Kd=4 Kd=4,7  DCL (avec
2 1-42
~ H b— L Ap1-42)
i Kd -_ 5;5
[**F]BF227 Kd =9.63 Kd;=1,31 Pasde

Kd, = 80 fixation sur

M
quﬁu‘)_‘tﬁ‘iwc“’ DCL pure
CH,

[*251]S1L23 Kd =148  Kd =635 MP

L kKd =119.1-

168.3
Tableau Il : Caractéristiques des potentiels radiotraceurs de I'a-syn [91].
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PARTIE 2
LA NEUROTRANSMISSION
SEROTONINERGIQUE DANS LES
SYNUCLEINOPATHIES
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1. La sérotonine

1.1. Généralités

La découverte de la sérotonine fut attribuée en 1946 a Vittorio Espamer qui décrivit
I’existence d’une substance possédant des propriétés vasoconstrictrices et agissant sur la
tonicité des vaisseaux [97]. Quelques années plus tard, certains auteurs constaterent
gue cette molécule correspondait chimiquement a un autre facteur découvert auparavant :
I'entéramine [98]. L'entéramine était décrite comme une substance agissant sur le
péristaltisme intestinal. Elle est sécrétée au niveau des cellules entérochromaffines de
I'intestin. En réalité, 'entéramine et la sérotonine sont une seule et méme molécule : la 5-

hydroxytryptamine ou 5HT (Figure 14 ).

HO

HN NH;

Figure 14 : Structure chimique de la sérotonine (5HT)

La 5HT est une amine biogéne présente chez un grand nombre d’organismes vivants. Elle est
retrouvée a la fois chez des espéces animales (des ascidies jusqu’aux mammiferes) mais

également chez des espéces appartenant au regne végétal [99] .
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1.2. Métabolisme de la sérotonine

1.2.1. Biosynthése

La sérotonine est synthétisée a partir du L-tryptophane (Figure 15). En effet, outre la
voie métabolique conduisant a la synthése sérotonine, le tryptophane est utilisé dans la
synthese des protéines et est converti sous l'action d’enzymes : la tryptophane pyrrolase
hépatique (ou également appelée tryptophane 2-3-dioxygénase) et l'indolaleamine-2,3-
dioxygénase en N-formylkynurénine puis en kynurénine, précurseur notamment de I'acide
xanthurénique et de l'acide nicotinique. L'activité de la tryptophane pyrrolase est
augmentée par le cortisol, la consommation d'éthanol et la prise de tryptophane. L'activité
de l'indoleamine-2,3-dioxygénase est augmentée en cas de stimulation du systeme
immunitaire. L'activation de ces 2 enzymes de la voie kynurénine pourrait réduire la quantité

de tryptophane disponible pour la biosynthése de sérotonine [100].

Tryptophane
Protéines l Kynurénine
S-hydroxtryptophans / \
Serotonine Acide Acide
i nicotinigue xanthurénigque
I &latoning

Figure 15 : Principales voies métaboliques du tryptophane [100]
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La transformation du tryptophane en sérotonine comporte deux étapes (Figure 16) :

1- hydroxylation en 5-hydroxytryptophane sous l'influence de la tryptophane
hydroxylase qui est |'étape limitante de la synthése. Le fonctionnement de I'enzyme
nécessite la présence de tétrahydrobioptérine, d'oxygene, du NADPH2 et d'un métal, fer ou
cuivre.

2- décarboxylation du 5-hydroxytryptophane en sérotonine sous l'influence de la
décarboxylase des acides aminés L-aromatiques, en présence de pyridoxal-phosphate.

Dans le cerveau, la synthése de sérotonine dépend de la quantité de tryptophane qui y
pénéetre a travers la BHE. Seul le tryptophane plasmatique libre, non lié a I'albumine, pénétre
dans le cerveau; la diminution du pourcentage de forme libre réduit donc sa pénétration. De
plus, d'autres acides aminés sont en compétition avec le tryptophane libre et limitent son
franchissement de la BHE. Le cortisol plasmatique, qui est augmenté chez les sujets
déprimés, diminue les concentrations de L-tryptophane et de L-tyrosine libres dans le plasm.
L'insuline a un effet inverse en abaissant la concentration des acides aminés autres que le

tryptophane [100].
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Figure 16 : Biosynthese de la sérotonine [100]

1.2.2. Distribution

La sérotonine est présente :

- au niveau du tube digestif qui en contient 95% du total de |'organisme, localisée dans les

cellules entérochromaffines,

- dans le systéme nerveux central de toutes les espéces : la teneur est plus élevée dans le
tronc cérébral que dans le cortex. La sérotonine, libérée par les neurones sérotoninergiques

au niveau des fentes synaptiques est, en grande partie, recaptée par ces derniers.
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- dans les plaquettes sanguines : pratiguement toute la sérotonine du sang (concentration
allant de 100 a 200 pg/L) est contenue dans les plaguettes qui ne la synthétisent pas, mais la
fixent a partir du plasma ou elle est libérée par les cellules entérochromaffines. La capture
de la sérotonine par les plaquettes est tres rapide. La demi-vie de la sérotonine dans les
plaguettes est du méme ordre que celle des plaquettes, c'est-a-dire environ 7 a 10 jours. La
sérotonine plaquettaire peut étre libérée dans le plasma et avoir un effet relativement
localisé au niveau des vaisseaux ou elle a été libérée, par exemple dans le cas de la migraine.
La demi-vie de la sérotonine est longue dans les plaquettes et |'intestin, et trés courte (de
I'ordre de quelques minutes) dans le cerveau. La concentration d'une substance dans un
organe, vue statique d'un phénomeéne dynamique, n'est pas nécessairement un reflet fidele

de I'activité métabolique [100].

1.2.3. Catabolisme

La sérotonine est transformée en molécules inactives par biotransformations (Figure
17):
- désamination oxydative de la chaine aminée latérale sous l'influence de la monoamine
oxydase, ce qui conduit au 5-hydroxy-indol-acétaldéhyde qui est ensuite oxydé en acide 5-
hydroxy-indol-acétique (5-HIAA) que l'on trouve dans les urines a des quantités
normalement inférieures a 10 mg/24 h.

- conjugaison du groupe -OH en position 5 par l'acide glucuronique ou le sulfate [100].
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Figure 17 : Catabolisme de la sérotonine [100]

1.3. La sérotonine dans le systéme nerveux central

1.3.1. Les corps cellulaires

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques (également appelés somas) ont
été décrits pour la premiere fois en 1964 par Dahlstrom et Fuxe [101]. Chez 'homme, ces
neurones représentent un ensemble d’environ 350 000 cellules. Les corps cellulaires des
neurones sérotoninergiques sont regroupés en neuf noyaux répertoriés de B1 a B9. Ills sont
majoritairement présents dans la partie médiane des noyaux du raphé allant de la medulla

oblongata a la partie médiane du mésencéphale et dans la formation réticulée (Figure 18).
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Figure 18 : Schéma d’une coupe sagittale de cerveau humain représentant la distribution du
systeme sérotoninergique [102].

Les noyaux du raphé (NDR) sont représentés en violet et les axones issus des somas sérotoninergiques sont
représentés en rouge. Seules les aires terminales principales sont représentées et la densité du réseau axonale
sérotoninergique, dans ces aires principales, sont indiquées dans la légende .

X, dorsal motor n of the vagus nerve; ACN, accumbens n; Amy, amygdala; cc, corpus callosum; Ce, cerebellum;
CPu, caudate ---putamen; Cx, cortex; DH, dorsal horn spinal cord; DRN, dorsal raphe n; Fcx, frontal cortex; Hip,
hippocampus; Hyp, hypothalamus; IPN, interpeduncular n; LC, locus coeruleus; LS, lateral septum; MRN,
median raphe n; n, noyaux; NTS, n of the solitary tract; OB, olfactory bulb; PAG, periaqueductal gray; RMg,
raphe magnus n; RO, raphe obscurus n; Rpa, raphe pallidus; RPo, raphe pontis n; SN, subtantia nigra; Tha,
thalamus; VH, ventral horn; VTA, ventral tegmental area.

Les groupes B1 a B5 sont présents au niveau caudal entre la partie rostrale du pons et la

medulla oblongata. Leur nombre de corps cellulaires est inférieur a celui des autres groupes.
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Les groupes B6 et B7, possédant un plus grand nombre de corps cellulaires, constituent le
noyau du raphé dorsal (NRD). Le groupe B8 représente le noyau du raphé médian (NRM) et
le groupe B9 forme son extension latérale mais n’est pas inclus dans le NRM. Le NRD
contient a lui seul 50 a 60 % des neurones sérotoninergiques [103] . Des études récentes ont
montré que les neurones sérotoninergiques du NRD ne constituaient pas une classe
cellulaire homogéne. Deux classes cellulaires peuvent étre identifiées. En effet, ces neurones
présentent des caractéristiques anatomiques et des propriétés électro-physiologiques
hétérogenes [104].

La figure 19 représente un neurone sérotoninergique.
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Figure 19 : Représentation d’un neurone sérotoninergique [105]
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1.3.2. Les projections

Les somas sérotoninergiques innervent I'ensemble du SNC par des projections

efférentes qui peuvent étre séparées en deux groupes :

1- Les projections ascendantes : elles innervent les structures cérébrales supérieures

(cortex, thalamus, hypothalamus, etc) ;

2- Les projections descendantes qui vont vers le tronc cérébral et la moelle épiniéere
(Figure X). Les corps cellulaires qui projettent les voies descendantes font partie des groupes
situés caudalement et représentent environ 15 % de Ila population neuronale

sérotoninergique.

Les voies ascendantes, issues des 85% de neurones sérotoninergiques qui constituent
les groupes situés au niveau rostral, vont innerver I'ensemble du SNC [106]. Les fibres
originaires du NRM innervent I'hippocampe, le septum, I'hypothalamus, I'amygdale, le
cortex cingulaire et le cortex occipital. Le NRD se projette sur le locus coeruleus, le locus
niger, le thalamus et I'hypothalamus, le striatum, I'amygdale, I'hippocampe, le cortex
entorhinal et le cortex frontal [107]. Enfin, il existe des projections sérotoninergiques au sein
des noyaux du raphé, le NRD projetant sur le NRM, la formation réticulée recevant des

axones sérotoninergiques sur les noyaux moteurs des nerfs craniens [108].

1.4. Role de la sérotonine

Au travers de ses récepteurs, la sérotonine est impliquée dans de nombreuses
fonctions physiologiques : la thermorégulation, la régulation des cycles veille-sommeil, la

régulation cardiovasculaire, le comportement sexuel, le comportement alimentaire, le
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contréle de la douleur, le contréle émotionnel, certains processus cognitifs comme la
mémoire et I'apprentissage et enfin la morphogénése cérébrale. Ainsi, les dysfonctions du
systeme  sérotoninergique sont impliquées dans de nombreux processus
physiopathologiques tels que le syndrome de mort subite du nourrisson, I'autisme, les
céphalées, certains troubles de I'humeur ou du comportement comme [‘anxiété et la
dépression, I'anorexie, la schizophrénie ou les maladies neurodégénératives comme la MP

ou encore la MA [102, 109].

Concernant les effets au niveau périphérique de la sérotonine, nous pouvons répertorier :
1. Les effets cardiovasculaires
Ces effets sont extrémement complexes. Ils sont variables selon la dose injectée, selon les
conditions expérimentales, selon les espéces et selon I'état vasculaire.

a. Action sur les vaisseaux :
La sérotonine provoque soit une vasoconstriction par effet 5-HT,, en particulier des
vaisseaux rénaux, soit une vasodilatation. La réponse dépendrait du tonus préalable des
vaisseaux et de leur état normal ou pathologique : ainsi I'administration de sérotonine par
voie intracoronaire provoque une vasodilatation lorsque les coronaires sont normales et une
vasoconstriction quand elles sont Iésées. La sérotonine contracte les veines et semble
favoriser les thromboses veineuses. On peut lui préter une action pro-agrégante
plaguettaire. Elle augmente également la perméabilité capillaire.

b. Action sur le cceur :
La sérotonine a une action chronotrope positive par effet 5-HT, et pourrait participer a la

genese de certains troubles du rythme cardiaque. Elle a également un effet inotrope positif.
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c. Action sur la tension artérielle :
Elle est extrémement complexe. Selon les conditions expérimentales, on observe soit une
hypotension, soit une faible hypertension, soit aucune modification.

d. Action sur les muscles lisses
La sérotonine entraine des contractions de l'intestin, de I'utérus, des bronches et des
uretéres. La sérotonine augmente la motilité intestinale, probablement par stimulation des
récepteurs 5-HT, et 5-HTs : chez I'homme, injectée par voie intraveineuse, elle augmente la
motilité du duodénum et de l'intestin gréle. Cette action explique la diarrhée observée dans
le syndrome carcinoidien. La sérotonine a également un effet émétisant par stimulation des
récepteurs 5-HTs. Ces récepteurs sont présents au niveau des terminaisons vagales du tube
digestif et au niveau de I'area postrema (chemoreceptor trigger zone), qui est accessible a la
sérotonine circulante périphérique. Leur stimulation déclenche des nausées et des
vomissements, et les antagonistes 5-HT; sont utilisés pour éviter les vomissements
provoqués par certains traitements antinéoplasiques. Elle a une action ulcérigéne, son
administration a I'animal a fortes doses entraine des ulcérations gastriques.

e. Action sur les bronches :
Elle a une action bronchoconstrictrice; un aérosol de sérotonine entraine une dyspnée.

f. Action sur ['utérus :
La sérotonine provoque des contractions de I'utérus.

g. Autres actions
La sérotonine intervient dans des manifestations allergiques et inflammatoires. Elle joue un

role important dans certaines maladies :
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Syndrome carcinoidien :
Les tumeurs des cellules entérochromaffines du tube digestif sont métastasiantes et
sécrétent diverses substances, notamment une grande quantité de sérotonine. Celle-ci
entraine une diarrhée, des flushs ou poussées de vasodilatation cutanée suivies d'une
vasoconstriction, une dyspnée asthmatiforme et parfois une atteinte des valvules
cardiaques. Le diagnostic biologique de ces tumeurs repose sur |'augmentation de la
concentration de sérotonine dans le sang et de l'excrétion de l'acide 5-hydroxy-
indolacétique ou 5-HIAA dans les urines.

Migraine :
La migraine est une maladie familiale caractérisée par des acces itératifs de céphalées ou les
phénomeénes vasomoteurs et la sérotonine jouent un réle déterminant. Dans la premiere
phase prodromique, il y a une vasoconstriction, et dans la deuxiéme phase douloureuse, une
vasodilatation. Cette vasodilatation est réduite par des médicaments vasoconstricteurs.

Ischémie myocardique :
La sérotonine libérée a partir des plaquettes semble aggraver l'ischémie myocardique par
vasoconstriction.

2. Effets centraux
Les effets de la sérotonine au niveau du systeme nerveux central sont nombreux et
complexes, encore mal connus mais d'une importance considérable sur le plan
pharmacologique car de nombreux médicaments agissent par son intermédiaire. La
sérotonine intervient dans la régulation du sommeil, de I'humeur (action antidépressive), de
la température, de I'appétit (effet anorexigene). Une hyperstimulation des récepteurs 5-HT,

pourrait favoriser I'apparition de certains symptomes de type productif et négatif des états
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psychotiques. Le LSD, lysergide ou diéthyl-lysergamide, est un hallucinogéne, agoniste des
récepteurs 5-HT, ainsi que des récepteurs dopaminergiques D1 et D2.

La sérotonine, grace a ses divers types de récepteurs présynaptiques et postsynaptiques,
module I'activité des autres médiateurs. Elle joue un rdle déterminant dans |'adaptation

[100].

1.5. Les récepteurs sérotoninergiques

1.5.1. Généralités

Un progrés majeur dans la compréhension du réle de la sérotonine fut I'identification
de ses différents récepteurs au cours des dix derniéres années. La classification des
récepteurs de la sérotonine fut initiée en 1957 par Gaddum et Picarelli distinguant des
récepteurs de type M (neurotropes) ou de type D (musculotropes) en raison de la réponse
contractile a la sérotonine sur I'intestin du cochon d’Inde qui pouvait étre bloquée pour une
partie par la morphine (M) et pour la réponse restante par la dibenzyline (D) [110]. Il faudra
attendre 1979, pour que Peroutka et Snyder démontrent I'existence de deux sites distincts
de fixation pour la sérotonine : 5-HT; et 5-HT>, ce dernier correspond pharmacologiquement
au récepteur D [111]. En 1986, Bradley et al. proposent une classification en trois groupes :
5-HTs-like, 5-HT, et 5—HT3, ce dernier correspondant aux récepteurs M précédemment
décrits [112] . Entre 1987 et 1992, la plupart des récepteurs de la sérotonine furent clonés,
dont au moins 14 types distincts chez les mammiferes [113, 114]. Les récepteurs
sérotoninergiques représentent l'une des plus complexes familles de récepteurs aux
neurotransmetteurs. lls sont classés en 7 classes (5-HT; a 5-HT;) selon leur homologie de

séquence et de structure, ainsi que selon leur mécanisme effecteur préférentiel (Tableau X).
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Quatre sous-types peuvent étre distingués :

1. les récepteurs 5-HT; couplés aux protéines Gi/o et inhibant I'adénylate-cyclase,

2. les récepteurs 5-HT, couplés aux protéines Gq et activant la phospholipase C,

3. les récepteurs 5- HT3; formant des canaux ioniques

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

Le couplage des récepteurs 5-HTs reste encore incertain. On ignore s’il est activateur ou
inhibiteur de I'adénylate cyclase [113, 114]. Donc a I'exception des récepteurs 5-HT3 qui sont
des récepteurs canaux, tous les récepteurs de la sérotonine appartiennent a la superfamille
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Néanmoins, ce couplage n’est pas exclusif
et d’autres types de protéines G et d’effecteurs intracellulaires peuvent intervenir pour une
méme classe de récepteur [115].

Pendant de nombreuses années, aucun nouveau récepteur n’a été identifié. Cependant, une
seconde (5-HT3p) voire une troisieme (5-HT3c) sous-unité du récepteur 5-HT; ont été décrites
ainsi que plusieurs variants d’épissage alternatif (5-HT4, 5-HT7) et des isoformes (5-HT,).
Enfin, certains de ces récepteurs ont la capacité de former des homo- ou des hétéro-dimeres
(5-HT1g/1p), comme cela a été montré pour d’autres RCPGs

La figure 20 représente les caractéristiques des récepteurs sérotoninergiques et le tableau Ill

leur distribution et leur fonction ainsi que leurs agonistes et antagonistes.
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Les récepteurs 5-HT

Récepteurs
1A somato-

dendritiques
Réceplews

pré-
l 1B/D synaptiques

S-HT
Neurones
cibles e

ewrs

1A, 1B/D 4 1C, 2 3 post-
‘ synaptiques

colutaires

Figure 20 : Localisation des différents types de récepteurs centraux de la 5-HT par rapport

aux neurones sérotoninergiques [116].
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Récepteur

5-HTia

5-HTp

Distribution

Vaisseaux sanguins

SNC

Vaisseaux sanguins

SNC

Fonction

Addiction

Agression

Anxiété

Appétit

Pression artérielle
Fonction cardiovasculaire
Vomissements
Fréquence cardiaque
Impulsivité

Mémoire

Humeur

Nausée

Nociception

Dilatation de la pupille
Respiration
Comportement sexuel
Sommeil

Sociabilité

Régulation thermique

Vasoconstriction

Addiction

Agression

Anxiété
Apprentissage
Locomotion

Mémoire

Humeur
Comportement sexuel

Vasoconstriction

Agonistes

5-CT
8-OH-DPAT
Aripiprazole
Buspirone
Clozapine
Dihydroergotamine
Eltoprazine
Ergotamine
Flesinoxan
Flibanserin
Gepirone
Haloperidol
Ipsapirone

Methysergide

Quetiapine (pas le XR)

RU 24969
Tandospirone
Urapidil
Xaliproden
Yohimbine

Ziprasidone

5-CT

CP-93,129
CP-94,253
Dihydroergotamine
Eletriptan
Eltoprazine
Ergotamine
Methysergide

RU 24969

Sumatriptan

Antagonistes

Alprenolol
Asenapine
BMY 7378
Cyanopindolol
lodocyanopindolol
Lecozotan
Methiothepin
NAN-190
Oxprenolol
Pindolol
Propranolol
Robalzotan
S15535
Spiperone
UH-301
WAY-100,135
WAY-100,635

Alprenolol
AR-A000002
Asenapine
Cyanopindolol

GR 127935
lodocyanopindolol
Isamoltane
Metergoline
Methiothepin

Oxprenolol
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5-HTp

5-HT

5-HTy;

5-HT;,

Vaisseaux sanguins

SNC

Vaisseaux sanguins

SNC

Vaisseaux sanguins

SNC

Vaisseaux sanguins
SNC

Digestion
Plaquettes

SNP

Muscles lisses

Anxiété
Locomotion

Vasoconstriction

Vasoconstriction

Addiction
Anxiété
Appétit
Cognition
Imagination
Apprentissage
Mémoire
Humeur
Perception
Comportement sexuel
Sommeil

Régulation thermique

TFMPP

Zolmitriptan

5-CT

Almotriptan

Dihydroergotamine

Eletriptan
Ergotamine
Frovatriptan
Methysergide
Naratriptan
Rizatriptan
Sumatriptan
Yohimbine

Zolmitriptan

Eletriptan
Methysergide

Tryptamine

Eletriptan
Naratriptan

Sumatriptan

2C-B
5-MeO-DMT
BZP
Bufotenin
DMT

DOM
Ergonovine
Lisuride
LSD
Mescaline
Myristicine

Psilocin

Pindolol
Propanolol
SB-216,641

Yohimbine

BRL-15572
GR 127935
Ketanserin
Metergoline
Methiothepin
Rauwolscine

Ritanserin

Methiothepin

Methiothepin

Aripiprazole
Asenapine
Clozapine
Cyproheptadine
Eplivanserin
Etoperidone
Haloperidol
lloperidone
Ketanserin
Methysergide
Miansérine

Mirtazapine
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5-HT,

5-HT,c

Vaisseaux sanguins
SNC

Digestion
Plaquettes

SNP

Muscles lisses

Vaisseaux sanguins
SNC

Digestion
Plaquettes

SNP

Muscles lisses

Vasoconstriction

Anxiété

Fonction cardiovasculaire
Motilité gastro-intestinale
Sommeil

Vasoconstriction

Addiction

Anxiété

Appétit

Motilité gastro-intestinale
Locomotion

Humeur

Comportement sexuel
Sommeil

Régulation thermique

Vasoconstriction

Psilocybin
TFMPP

Yohimbine

BW-723C86
MDMA
Norfenfluramine

Ro60-0175

A-372,159
AL-38022A
Aripiprazole
Ergonovine
Fenfluramine
Lorcasérine
Ro60-0175
TFMPP

YM-348

Nefazodone
Olanzapine
Pimavansérine
Pizotifen
Quetiapine
Risperidone
Ritanserin
Trazodone

Ziprasidone

Agomélatine
Asenapine
BZP
Ketanserin
Methysergide
Ritanserin
Tegaserod

Yohimbine

Agomélatine
Asenapine
Clozapine
Cyproheptadine
Dimebolin
Duloxétine
Eltoprazine
Etoperidone
Fluoxetine
Haloperidol
lloperidone
Ketanserin
Lisuride
Methysergide
Mianserin
Mirtazapine

Nefazodone
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5-HT;

5-HT,

5-HTs,

SNC
Digestion

SNP

SNC
Digestion

SNP

SNC

Addiction
Anxiété

Vomissements

Motilité gastro-intestinale

Apprentissage
Mémoire

Nausée

Anxiété

Appétit

Motilité gastro-intestinale

Apprentissage
Mémoire
Humeur

Respiration

Locomotion

Sommeil

2-Methyl-5-HT
BZP
Quipazine

RS-56812

5-MT
BIMU-8
Cisapride

Cinitapride

Metoclopramide

Mosapride
Prucalopride
RS-67333
Renzapride
Tegaserod

Zacopride

5-CT
Ergotamine

Valerenic Acid

Olanzapine
Paroxétine
Quetiapine
Risperidone
Ritanserin
Trazodone
Venlafaxine

Ziprasidone

Alosetron
Clozapine
Dolasétron
Granisetron

Memantine

Metoclopramide

Mianserin
Mirtazapine
Olanzapine
Ondansetron
Quetiapine

Tropisetron

L-Lysine

Piboserod

Asenapine
Dimebolin

Methiothepin
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5-HT,

5-HT,

SNC

Vaisseaux sanguins
SNC

Digestion

Anxiété
Cognition
Apprentissage
Mémoire

Humeur

Anxiété
Mémoire
Humeur
Respiration

Sommeil

Régulation thermique

Vasoconstriction

Tableau Ill : Récepteurs sérotoninergiques (d’apres [114])

EMD-386,088

EMDT

5-CT
8-OH-DPAT

AS-19

Ritanserin
SB-699,551
SB-699,551-A

Aripiprazole
Asenapine
Clozapine
Dimebolin
EGIS-12233
Haloperidol
lloperidone
MS-245
Olanzapine
Ro04-6790
SB-258,585
SB-271,046
SB-357,134

SB-399,885

Aripiprazole
Asenapine
Clozapine
EGIS-12233
Haloperidol
lloperidone
Ketanserin
Olanzapine
Ritanserin

SB-269,970
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1.5.2. Le récepteur 5HT1A

1.5.2.1. Généralités

De tous les récepteurs a la sérotonine, le récepteur 5HT, est le plus étudié depuis les
premiéres recherches qui datent des années 80. En effet, grace a I'utilisation la sérotonine
tritiée, les scientifiques mettent en évidence les sites de fixation du récepteur 5HT5 [117].
Puis, la synthese d’un agoniste spécifique des récepteurs 5HTi,, le 8-OH-DPAT [118], et son
radiomarquage au tritium ont permis les premieres études de distribution de ce récepteur
par autoradiographie [119, 120]. Par la suite, El Mestikawy réussit la production d’anticorps
anti 5-HT;4 qui constitue un outil supplémentaire pour I'étude de ce récepteur [121, 122].

Le récepteur 5HT;5 a été le premier des récepteurs sérotoninergiques a étre entierement
cloné et séquencé [123, 124]. Il posséde 50 % d’homologie de séquence avec le récepteur
béta 2-adrénergique dans sa partie transmembranaire [125]. Ce récepteur appartient a la
super famille des RCPGs, il s’agit donc d’un récepteur a sept domaines transmembranaires
[113] qui possede des sites de phosphorylation pour la protéine kinase C (PKC) sur les

deuxiéme et troisieme boucles intracellulaires (Figure 21).
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NH2

Extracellulaire

COOH

Figure 21 : Structure moléculaire du récepteur 5-HT; [126]

1.5.2.2. Distribution

Concernant la distribution régionale et cellulaire des récepteurs 5-HTya, son analyse
fut dépendante des méthodes neuroanatomiques disponibles. On peut citer le [ 3H]8-OH-
DPAT [127-129], la [*H]5-HT le [*Hlipsapirone, le ['**I]p-MPPI et le [PH]WAY100635 [127-
129-[130]-[131]-[132, 133]. Ces études ont toutes été effectuées chez le rat. Elles ont
montré que les sites de fixation des récepteurs 5-HT4 sont particulierement abondants dans
le gyrus denté et la couche CA1 de la corne d’Ammon de I'hippocampe, le septum latéral, le

cortex entorhinal et le cortex frontal. Une expression significative, mais de moindre
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importance, a également été rapportée dans certains noyaux thalamiques et
hypothalamiques. Par contre, les récepteurs 5-HT;4 ont rarement été détectés dans le
striatum, la substance noire, et le cervelet [134]. Ces recherches ont été complétées par
immunohistochimie utilisant un anticorps spécifique anti 5-HT14 obtenu par immunisation
chez le lapin [121]. La distribution autoradiographique des récepteurs 5-HTi;p a été
confirmée par cette derniére technique, qui met en évidence un marquage intense dans les
mémes zones [85, 134]. L’analyse de la distribution du récepteur 5-HT;5 a été complétée par
des études d’hybridation in situ avec différentes sondes marquées au phosphore 32 et
spécifiques de la séquence d’ARNm codant la troisieme boucle intracellulaire [135]. Cette
étude met en évidence que ’ARNm du récepteur 5-HT;, est localisé dans les mémes régions
que celles qui portent son expression protéique. Ainsi les récepteurs ne sont pas transportés
loin de leur site de production et sont adressés au compartiment somatodendritique du
neurone [134]. La distribution subcellulaire des récepteurs 5-HT.4 a été déterminée par
double marquage immunohistochimique avec I'anticorps anti 5-HT;x et un autre anticorps
anti-sérotonine. Au sein du NRD et du NRM, toutes les cellules marquées par |'anticorps
font également I'objet d’'un marquage par I'anticorps anti-5HT [136]. Ainsi, au niveau du
NRD et du NRM, les récepteurs 5-HT; sont localisés sur des neurones sérotoninergiques, on
parle donc d’autorécepteurs.

D’autre part, certains auteurs ont montré que la réalisation d’une lésion sérotoninergique,
par injection d’une neurotoxine spécifique comme la 5,7 dihydroxytriptamine ou DHT,
provoque une disparition du marquage autoradiographique du [*H]8-OH-DPAT dans le NRD
mais aucune variation dans les aires de projections [129]. Ce résultat montre que les
récepteurs 5-HT4 situés dans les aires de projections sérotoninergiques sont exprimés par

des neurones non sérotoninergiques, il s’agit donc d’hétéro-récepteurs.
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Enfin, des études mélant les techniques d’immunohistochimie et de microscopie
électronique montrent que I'immunoréactivité des récepteurs 5-HT;4 au niveau du NRD est
observée uniqguement au niveau somatodendritique. Dans I'hippocampe, ce sont les somas
et les dendrites des cellules pyramidales de I'aire CA1 ainsi que les cellules granuleuses qui

présentent une immunoréactivité aux récepteurs 5-HT15 [137, 138].

1.5.2.3. Rdle

Les récepteurs 5HT;5 sont impliqués dans la physiopathologie et la thérapie des
troubles de I'anxiété et la dépression. Concernant la dépression, de nombreuses données
confirment l'implication majeure des récepteurs 5-HT;x présynaptiques et des études plus
récentes confirment leur importance dans la réponse aux traitements antidépresseurs [139-
141]. Récemment, plusieurs études révelent que les récepteurs 5-HT;5 sont des cibles
prometteuses pour le traitement des effets secondaires extrapyramidaux des médicaments

antipsychotiques ou de la MP [142].

1.5.2.4. Imagerie TEP des récepteurs 5-HT1A

Le développement de molécules synthétiques agonistes et antagonistes des
récepteurs 5-HT;o a alimenté le développement de l'imagerie PET ayant pour objectif la
visualisation et I'étude de ces récepteurs in vivo [143-145]. La plupart des traceurs 5-HT;a
appartiennent aux familles structurelles développées a partir du WAY100635 ou du 8-OH-

DPAT [146].
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A I'heure actuelle, on ne dispose d'aucun radiotraceur agoniste des récepteurs 5-HTa
utilisable chez I'humain in vivo. Plusieurs essais ont été réalisés mais sans résultats in vivo
[146]. Le S14506, un agoniste hautement sélectif des 5-HT;4 , a été radiomarqué au carbone
11 et au fluor 18 mais les évaluations in vivo n‘ont pas révélés de résultats satisfaisants
[147]. Une série de molécules avec une structure proche de celle du S14506 a été évaluée.
Le [0-méthyl-'C]2-{4-[4-7-méthoxynaphthalen-1yl)-pipérazin-1-yl]-butyl-4-méthyl-2H-
[1,2,4]triazine-3,5-dione ([11C]MPT) a montré des propriétés intéressantes comme traceur
agoniste des récepteurs 5-HTi4 [148]. Bien qu'il ait montré une liaison spécifique aux
régions riches en 5-HT;5 , une élimination lente de ce traceur chez le babouin a rendu
difficile sa quantification et la caractérisation de ses propriétés de liaison (notamment la
fraction libre dans le sang). Son analogue 2-méthoxyphényl (I**CIMMP ou [*C]CUMI-101) a
révélé de meilleures caractéristiques de liaison [149, 150]. En effet, son pourcentage de
fraction libre dans le sang (chez le primate) a été évalué a 59 £ 6 %. Ses métabolites
radioactifs sont polaires et ne peuvent franchir la BHE. Des études in vitro réalisées chez
I'hnomme en post mortem par technique d’autoradiographie ont été publiées en 2013 [151].
Elles révélent que le [*H]CUMI-101 possede les propriétés pour étre un bon radioligand
agoniste. Mais finalement, les dernieres études réalisées in vivo chez I’homme révélent que
le [11C]CUMI—101 est en réalité un antagoniste des récepteurs 5-HT;a [152]. Actuellement,
les traceurs 5-HT;, utilisés avec succés en imagerie TEP sont tous des antagonistes (Figure

22)
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Figure 22 : Radiotraceurs des récepteurs 5-HT1a

Le [O—méthyl—”C]WAY100635 a initialement été identifié comme traceur in vivo des
5-HT1a chez le rongeur et le primate, puis chez I'humain [153]. Cependant, la présence de

11
|-

métabolites du [0O-méthyl--"C]WAY100635 traversant la BHE a été mise en évidence,

perturbant l'interprétation du signal TEP (fixation spécifique et fixation non-spécifique). Le

site du radiomarquage a été modifié en [carbonyl-'

CJWAY100635, pour générer un traceur
se dégradant en métabolites radioactifs polaires ne traversant pas la BHE [153]. Ce traceur a
largement été utilisé dans des études physiopathologiques humaines, pour caractériser les
modifications de densité de récepteurs dans différentes pathologies et conditions

pharmacologiques. Il a confirmé la localisation des récepteurs 5-HT;, principalement dans le

systéme limbique (Figure 23).
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Serotonin-1A Receptor Binding Potential

Figure 23 : Distribution des récepteurs 5HT1A dans le cerveau humain [154]

Ces images ont été obtenues par étude de la distribution du [MC]WAY100635 par étude TEP basée sur
I’observation de 36 sujets sains. Les plus fortes densités peuvent étre observées dans les aires corticales
frontales et temporales, en particulier au niveau du cortex cingulaire et du cortex enthorinal ainsi que dans
I’"hippocampe et la région du raphé région. De plus faibles densités sont detectées au niveau du cortex
occipital.

Néanmoins, la haute affinité du [**C]WAY100635 pour les récepteurs 5-HT4 , @ mis
fin aux études de compétition entre traceur et ligand endogéne [155]. C'est pourquoi
I'intérét des radiochimistes s'est porté sur de nouveaux dérivés présentant une bonne
sélectivité mais une affinité moyenne pour les récepteurs 5-HT;a. Par exemple, la phényl-
pipérazine iodée p-MPPI, a montré une affinité in vitro évaluée avec un Ki de 3,3 + 0,8 nM

chez le rat [156]. Le p-MPPF s'est avéré étre un ligand trés sélectif des récepteurs 5-HTqp pré
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et post-synaptiques [157]. Son analogue tritié (le [PHIMPPF) a été évalué in vivo et a révélé
une affinité importante et sélective vis a vis des récepteurs 5-HT;5 (constante de dissociation
Kd = 3,4 £ 0,12 nM et Bmax = 145 fmol.mg™ de protéines sur homogénats membranaires
d'hippocampe de rat) [158]. Ces résultats ont encouragé le marquage du MPPF par un
isotope émetteur de positons, le fluor 18 [159]. La procédure de radiomarquage, basée sur
une substitution aromatique nucléophile du précurseur nitro, a été optimisée par Le Bars et
al. [160]. Une premiere caractérisation par autoradiographie ex vivo sur cerveau de rat a
montré une pénétration rapide du [**FJMPPF dans toutes les structures cérébrales, suivie
d'une décroissance rapide de la radioactivité. Les cinétiques de décroissance ont été
variables selon les structures, avec des vitesses plus élevées au niveau du striatum, du
cervelet et dans les régions corticales et plus lentes dans les régions reconnues riches en
récepteur 5-HTy,, telles que I'hippocampe [161]. La portion de [ FIMPPF distribuée dans le
cerveau représentait environ 0,05 % de la dose injectée. Les premieres études en
autoradiographie au [°H]MPPF avaient révélé un marquage du cortex entorhinal, du septum
latéral et du NRD. Cette distribution a été confirmée par I'étude de Plénevaux et al. et
coincidait avec les études immunocytochimiques réalisées auparavant [122, 161]. Ces
premiéres études ont donc confirmé la sélectivité du [**F]MPPF pour les récepteurs 5-HTx .
Chez I'animal anesthésié (rat et primate non humain), les études microTEP au [18F]MPPF ont
confirmé le marquage sélectif de I'hippocampe et du raphé dorsal [162]. Par la suite, les
études précliniques de validation ont été menées chez le chat et comparées avec les
données d'autoradiographie in vitro au [3H]MPPF, [3H]8—OH—DPAT et [3H]paroxetine [160,
163, 164]. Elles ont confirmé la distribution spécifique du [18F]MPPF dans les structures
riches en 5-HT4 (hippocampe, gyrus parahippocampique, septum latéral, cortex cingulaire

et noyau du raphé). L'affinité du [** FIMPPF pour les récepteurs 5-HTa (Kd = 3,4 + 0,12 nM)
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proche de celle de la sérotonine (Ki = 4,17 nM), a permis d'effectuer une série d'études
démontrant que la fixation du [*® FIMPPF était sensible aux variations de la sérotonine
endogene. Notre équipe a également testé les effets pharmacologiques d'antidépresseurs
[163]. Une étude visant a évaluer le potentiel de liaison du [*®F]MPPF dans un modéle de
dépression chez le primate a montré une réduction du BP dans I'amygdale, I'hippocampe, le
cortex cingulaire et le noyau du raphé [165]. Aux doses d'injection administrées en TEP, les
études de toxicologie chez le rat ont permis d'éliminer le risque d'effets secondaires chez
I'nomme. Les premiéres études de biodistribution du [**F]MPPF ont donc pu étre menées
[144, 166]. Les résultats ont montré une distribution du traceur conforme a la distribution
connue des 5-HT;a cérébraux chez I'homme mesurée par autoradiographie [127]. De plus,
les cinétiques régionales ont démontré une entrée et une sortie rapide du traceur dans le
cervelet et le pons. En revanche, dans les régions limbiques cibles (hippocampe, cortex
cingulaire et cortex entorhinal), I’élimination du traceur s'est révélée étre retardée,

atteignant un pseudo-équilibre une vingtaine de minutes apreés l'injection du traceur [167].

1.6. Le transporteur SERT

1.6.1. Généralités

Le transporteur humain de la sérotonine est une protéine transmembranaire
constituée de 630 acides aminés dont le réle est de transporter la 5-HT a travers les
membranes cellulaires [168-170]. En raison de son implication comme cible pour le
traitement des troubles majeurs de dépression et d'anxiété, le transporteur SERT a fait
I'objet de recherches approfondies au cours des deux dernieres décennies [171]. Le

transporteur SERT est situé au niveau présynaptique au niveau des neurones
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sérotoninergiques et recapte la sérotonine présente dans la fente synaptique et au niveau
des autres espaces extracellulaires. Le transporteur SERT est présent a des niveaux élevés
dans les noyaux du raphé, du thalamus, de I'hypothalamus et du striatum. Des niveaux
modérés ont été trouvés dans |'hippocampe et au niveau du cortex cingulaire. Le SERT est
présent en faible quantité dans les autres aires corticales et son niveau est a peine
détectable au niveau du cervelet. En raison de son role central dans la neurotransmission
sérotoninergique, le SERT a été associé a de nombreuses fonctions différentes tant chez le
sujet sain que chez les patients atteints de troubles cliniques. SERT a été lié a des différences
de traits de personnalité, se traduisant par associations négatives entre les niveaux
d’expression du transporteur dans différentes régions du cerveau et la présence de troubles
de la personnalité [172, 173] . L'expression de SERT au niveau de I'hypothalamus a été
négativement corrélée au seuil de douleur [174]. Au niveau du cortex préfrontal (CPF) droit,
du noyau caudé et du CPF ventro-gauche, le niveau de SERT est corrélé positivement a la
fonction cognitive de I'individu [175]. Une autre association négative entre le taux de SERT
présent dans le thalamus et le niveau de stress et d’anxiété a également été décrite. [176,
177]. Des études réalisés chez des sujets atteints de troubles de I’humeur montré que le
SERT jouait un réle majeur dans la dépression ou encore les troubles bipolaires [178-180].
D'autres études ont suggéré que le transporteur SERT était impliqué dans les troubles
obsessionnels compulsifs (TOC) et dans la toxicomanie, spécialement celle liée a la
consommation de substances agissant sur les récepteurs NMDA [181-185]. Le SERT joue
également un role dans I'obésité [186]. Bien que I'efficacité du traitement de la dépression
majeure par les ISRS est démontrée depuis longtemps, le mécanisme d’action exact est pas

encore pleinement élucidé [187, 188].
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1.6.2. Imagerie du transporteur SERT

Un certain nombre de ligands PET du SERT ont ainsi été développés. Parmi eux, il faut
citer la famille des diarylsulfides qui inclue le radiotraceur le plus utilisé pour étudier le

SERT : le [*'C]DASB (Figure 24).

H,N ’CH,
CH,

N

Figure 24 : Structure chimique du [*'C]DASB

Le [*'C]DASB est, a I'heure actuelle, employé dans de nombreux protocoles cliniques
mais son utilisation en routine pour la clinique est impossible en raison de son marquage au
carbone 11 et donc de sa demi-vie insuffisante. La figure25 représente la distribution du

SERT chez I’'Homme.
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Serotonin Transporter Binding Potential

Figure 25 : Distribution du transporteur de la sérotonine SERT dans le cerveau humain [154]

Ces images ont été obtenues par étude de la distribution du [MC]DASB par étude TEP basée sur |'observation
de 16 sujets sains. Les plus fortes densités peuvent étre observées dans les noyaux du raphé , le thalamus,
I’'hypothalamus et dans le striatum. Les concentrations dans I'hippocampe et dans le cortex cingulaire sont

relativement faibles. Des niveaux trés faibles sont détectés dans les aires corticales.

D’autres radiotraceurs comme le [*'C]DAPP ou le [*'CIMADAM ont été développés et
ont progressivement remplacé le tout premier traceur du SERT, le [11C]McN5652.
Deux nouvelles molécules prometteuses marquées au fluor 18, le [*®F]FPBM et le [*®F]ADAM
ont été récemment développées. Le [**FJFPBM a été évalué chez le rat et chez le singe [189,

190]. Le [®FJADAM a déja I'objet d’études chez 'lhomme [191, 192].
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2. Sérotonine et synucléinopathies

2.1. Sérotonine et maladie de Parkinson

Pour rappel, la MP est caractérisée cliniquement par des troubles moteurs a titre de
tremblements, de bradykinésie et de rigidité. Les symptdmes non moteurs incluent des
troubles cognitifs et des désordres neuropsychiatriques et se manifestent assez
communément dissipant les croyances antérieures que la MP est uniquement caractérisée
par des troubles du mouvement [193, 194]. La principale caractéristique de la MP est la
perte progressive des neurones dopaminergiques situés dans la substance noire [195-197].
Mais le processus physiopathologique ne se limite pas a une altération du systeme
dopaminergique, il s’agit d’'une pathologie beaucoup plus diffuse impliquant d’autres
systemes de neurotransmission non-dopaminergiques tels que la neurotransmission

sérotoninergique [198-200].

La MP affecte le systeme sérotoninergique. Plusieurs études ont démontré
I'existence d’une perte neuronale [201, 202]. La présence de corps de Lewy dans les
neurones sérotoninergiques du raphé de patients atteints de MP a également été décrite
[203-205].

La classification de Braak démontre que la MP commence par affecter les NDR au
stade Il et le complexe du raphé est entierement touché au stade Il alors que le
mésencéphale et la substance noire commencent a étre affectés au stade Il uniquement
[206, 207]. Ainsi, la perte neuronale sérotoninergique précede la perte dopaminergique et
peut expliquer la présence d’une dépression avant 'apparition des troubles moteurs la
dépression chez les sujets atteints de MP. Notons tout de méme que la dépression chez les

Parkinsoniens dépend également des autres systémes de neurotransmissions comme le
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systéme dopaminergique et noradrénergique dans les structures limbiques. L’altération de
ces structures est connu pour étre corrélé avec la sévérité de la dépression dans la MP
[208].

Des études ont essayé d'établir des corrélations entre les pertes neuronales et le
phénotype clinique présenté par les patients parkinsoniens. Ces études sont peu
nombreuses et le nombre de patients était relativement faible. D'autres études explorant
les liens entre les manifestations cliniques et la perte des cellules neuronales dans le raphé
seraient nécessaires. La perte neuronale dans le NRD dorsal semble plus grave chez les sujets
déprimés que chez les non-déprimés parkinsoniens mais aucune différence n'a été constatée
entre patients parkinsoniens déments et non déments, psychotiques et non-psychotiques ou
akinéto-rigides et patients tremblants [202, 209].

En corrélation avec la dégénérescence observée au niveau des neurones du raphé,
les niveaux de sérotonine sont réduits (parfois avec un taux supérieur a 85%) dans le
striatum, le globus pallidus (GP) et la substance noire (SN) [210-214]. Le noyau caudé semble
étre plus dénervé que le putamen en contraste avec la perte dopaminergique striatale alors
que le putamen semble étre plus séverement affecté [210, 213, 214]. Les niveaux de 5-HT
striatale ne sont pas corrélés avec I'existence de dyskinésie [214]. On constate également
une réduction de la concentration en 5-HT d’envions 40 a 60 % au niveau du cortex

cingulaire, du cortex entorhinal et du cortex frontal ainsi que dans I'hippocampe [211, 215].
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2.1.1. SERT et MP

La dégénérescence du systeme sérotoninergique dans la MP entraine des
modifications du niveau d’expression de SERT; principalement une réduction. Une étude
SPECT a conduit a I'observation d’une diminution du niveau de SERT au niveau du thalamus
chez des patients atteints de MP a un stade précoce non-traités par rapport a des sujets
contréles. Des taux thalamiques de SERT inférieurs ont été observés chez des patients
atteints de MP et présentant des tremblements en comparaison a des patients non atteints
par les tremblements [216]. Deux études SPECT ont examiné les niveaux de SERT chez des
patients MP traités par L-DOPA. La premiére montre une diminution des niveaux de SERT
dans le mésencéphale de patients MP par rapport au groupe témoin [217]. La seconde
révele une corrélation entre la diminution du niveau de SERT dans la partie dorsale du
mésencéphale et le score UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale) dont les criteres
de classification reposent sur I'activité mentale, le comportement et I’humeur [218, 219].
Contrairement a la premiere étude SPECT réalisée, une étude TEP réalisée chez des patients
parkinsoniens au stade précoce début n'a pas révélé de différence significative du niveau de
SERT entre les patients MP et les sujets contrbles [220]. Cette observation contradictoire
pourrait s’expliquer par le fait que les patients étaient naifs de toute thérapie dans I'étude
TEP. D’autres études TEP ont montré une diminution des niveaux de SERT dans |I'amygdale,
le cortex cingulaire, le gyrus, I'hippocampe, I'hypothalamus, le mésencéphale, le cortex
orbito-frontal, le striatum et le thalamus de patients MP comparée a des sujets témoins
[221-224]. La baisse des niveaux d'SERT dans le striatum de patients MP précede la baisse
des niveaux de SERT dans le mésencéphale [225]. Le niveau de SERT dans |'aire médio-
frontale est corrélée négativement avec le score UPDRS part | [226]. Les niveaux de SERT

sont augmentés dans le cortex préfrontal, I'amygdale, le NDR caudal, I'hypothalamus et le
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cortex cingulaire des patients MP atteints de dépression [227, 228]. De faibles niveaux
d’expression dans I'amygdale, le gyrus cingulaire, le striatum et le thalamus sont
négativement corrélés avec la fatigue dans la MP. Les résultats des études post-mortem sont
généralement en accord les résultats obtenus par études SPECT et TEP citées précédemment
mais on note |'existence de quelques divergences. Ces résultats contradictoires pourraient
étre dus a l'inclusion de patients avec ou sans traitement des complications de la MP
conduisant a |‘obtention de population de sujets non-homogene. Ainsi, une étude
autoradiographique a démontré une diminution des niveaux SERT dans le cortex frontal et le
cortex temporal de patients parkinsoniens [215]. En revanche, une autre étude de liaison ne
détaillant pas le tableau clinique des patients MP inclus, n'a pas montré de modifications des
niveaux de SERT au sein du cortex orbito-frontal et infero-temporal des patients MP [229].
D’autres études autoradiographiques révelent des niveaux de SERT inférieurs rencontrées
dans le claustrum, le GP externe, la SN réticulée, le striatum, ainsi qu’au niveau des cortex
frontaux, insulaires et visuels des patients MP [212, 230]. Une étude mesurant les niveaux
de SERT striataux par technique HPLC révéele une réduction significative de ce dernier dans le
noyau caudé de patients atteints de MP [214]. Enfin, une étude autoradiographique sur des
sujets atteints de dyskinésie non traités par L-DOPA révéle des niveaux de SERT plus élevés
dans le putamen (par rapport aux sujets traités) suggérant un nouveau role important du
transporteur et des terminaisons sérotoninergiques dans la physiopathologie des dyskinésies

tardives induites par le traitement a L-DOPA [231].
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2.1.2. La modulation du transporteur SERT dans la MP

Les ISRS sont largement prescrit comme anti-dépresseurs dans la MP [232, 233].
Malgré leur utilisation généralisée chez les patients MP, il existe des données contradictoires
guant a leur efficacité contre I'anxiété et la dépression et les inquiétudes persistent a propos
de leur tolérance. La majorité des études réalisées avec les ISRS ont suggéré un effet
bénéfique sur la dépression et I'anxiété: c’est le cas pour le citalopram [234-236], la
fluoxétine [237], la fluvoxamine[238] , la paroxétine [239, 240] et la sertraline [241, 242]. En
revanche, d'autres études ont suggéré un manque de |'efficacité des ISRS sur la dépression
et I'anxiété [243]. Cependant, il est important de noter que la majorité de ces études n’ont
été pas randomisées, ni réalisées en double aveugle, ni comparées a un placebo et elles ont
été menées chez un petit nombre de patients. En conséquence, en 2011, une revue de la
littérature publiée par le MDS (Movement Disorders Society) a conclu que le niveau de
preuve était insuffisant pour conclure a I'efficacité de cette classe médicamenteuse pour le
traitement de la dépression dans la MP [244]. Depuis la publication de cet avis, une étude de
phase Il a démontré que la paroxétine était efficace pour le traitement de la dépression

chez les sujets atteints de MP [245].

Quelques études ont suggéré que les ISRS pourraient s’avérer efficaces dans la
réduction de la dyskinésie. Ainsi, sur un modeéle parkinsonien de rat, traité par citalopram
d’'une part en aigu et d’autre part en chronique, une réduction significative des
mouvements anormaux involontaires (MAI) induits par L-DOPA sans que l'efficacité du
traitement par cette derniére ne soit remise en cause [246, 247]. Des traitements aigus par
paroxetine et fluoxétine ont également réduit les MAI induits par L-DOPA (bien que les

doses élevées de fluoxétine aient limité I'action de la L-DOPA) [246]. Des résultats similaires
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ont été obtenus avec la fluoxétine mettant en évidence une réduction des dyskinésies
tardives induites par le traitement par apomorphine (sans réduction de I'effet clinique de
I'apomorphine) [248]. L'effet des ISRS sur le syndrome parkinsonien reste un sujet
controversé. Ainsi, le citalopram a été décrit a la fois comme aggravant et améliorant les
troubles parkinsoniens. De méme, la fluoxétine a aggravé certains symptomes de la MP mais
n’a eu aucun effet sur d’autres [249-252]. Ce phénomene a été également constaté avec la
fluvoxamine et la paroxétine alors qu'aucun effet sur I'invalidité parkinsonienne a été noté
avec la sertraline [241, 242]. L'impact réel des ISRS sur la gravité des symptdomes
parkinsoniens reste incertain et la plupart des études citées précédemment suggérent que
les ISRS pourraient aggraver le tableau clinique de facon anecdotique. En conséquence, une
métanalyse incluant 2064 sujets MP a démontré que les anti-dépresseurs n’avaient pas
d’effet sur le score UPDRS part Il [253]. Des études précliniques, réalisées au cours de ces
derniéres années, ont évoqué la possibilité que les ISRS pourraient exercer un effet
neuroprotecteur. Ainsi, I'administration de fluoxétine a un modele de rat MP 6-OHDA
pendant 14 jours a inversé le phénomene de réduction de la prolifération cellulaire dans la
zone sous-granulaire que I'on rencontre chez les rongeurs MP [254, 255]. La fluoxétine a
également pallié a la réduction de la neurogenese hippocampique chez un modeéle de souris
surexprimant l'a-syn A53T [256]. L'administration de fluoxétine pourrait jouer un role
protecteur chez la souris contre la toxicité induite par le 1-méthyl-4- phényl-1, 2, 3, 6-

tétrahydropyridine (MPTP) [257].
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2.1.3. Récepteurs 5-HT15 et MP

La dégénérescence du systéme sérotoninergique chez les patients MP entraine une
modification du niveau d’expression des récepteurs de 5-HT;a. Des études réalisées in vivo
en TEP et post-mortem ont suggéré que les récepteurs 5-HT4 étaient impliqués a la fois dans
les troubles moteurs et les troubles non moteurs de la MP. Ainsi, une étude TEP a révélé une
diminution du niveau d’expression des récepteurs 5-HT15 dans le cortex cingulaire antérieur,
I'insula et le noyau caudé chez des patients parkinsoniens en comparaison a des individus
controles. [258]. La méme étude révele également une diminution du niveau d’expression
du récepteur 5-HT;x dans I'amygdale, le cortex orbito-frontal et le cortex temporal chez les
patients MP déprimés par rapport aux patients non-déprimés [258]. Une autre étude TEP
met en évidence une réduction du niveau d’expression du récepteur 5-HTio dans le
mésencéphale et I'existence d’une corrélation entre la gravité des tremblements et la
réduction du niveau d’expression de ces récepteurs [259]. Inversement, une étude
autoradiographique (dont le tableau clinique des patients n’est pas détaillé) met en évidence
une augmentation du niveau d’expression des récepteur de 5-HT;4 dans le cortex temporal
inférieur et le cortex orbito-frontal de patients parkinsoniens [229]. Des résultats similaires
ont été retrouvés dans une autre étude autographique réalisées sur sujets MP traités par L-
DOA [260]. Une autre étude post-mortem a révélé une sur-expression des récepteurs 5-HT1p
dans le cortex temporal de patients MP déprimés atteints de démence par rapport a des
sujets témoins [261]. Aucune étude sur |'expression du récepteur récepteurs 5-HT;a chez les
sujets atteints de dyskinésies n’a été réalisée. Huot et al. ont publié en 2006 une étude
portant sur un modéle de macaque MPTP qui a révélé une augmentation des 5-HT;, dans
les couches moyennes du cortex moteur et pré-moteur et une diminution de leur expression

au niveau des couches externes malgré la prescription ou non d’un traitement par L-DOPA
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[262]. A ce stade, il est important de souligner que I'étude des phénomenes de régulation
des récepteurs 5-HT1A est plus complexe que |'évaluation du nombre absolu de ces
récepteurs. En effet, les récepteurs 5-HT;n dont doués d’une capacité de désensibilisation.
Ce phénomene intervient lors de |'administration aigué et chronique d’anti-dépresseurs et
se produit par l'intermédiaire de l'internalisation du récepteur ou d’un phénomeéne de
découplage de la protéine G [263].Ce phénomene de désensibilisation semble affecter
uniguement les autorécepteurs (les hétéro-récepteurs semblent ne pas se désensibiliser). La

relation entre la MP et la désensibilisation des récepteurs 5-HT4 reste a étudier.

2.1.4. La modulation du récepteur 5-HT1A dans la MP

2 1.4.1. Etudes pré-cliniques

Les agonistes 5-HT;, ont été largement étudiés pour leur efficacité sur la dyskinésie.
Sur le modele de rat MP 6-OHDA, I'administration systémique de I'agoniste de 8-OH-DPAT,
de méme que l'injection intra-cérébrale, réduit les MAI post-induits par L-DOPA [264]. De
méme, cette méme administration (locale ou systémique) de 8-OH-DPAT réduit ces troubles
post-induits par I'agoniste D; SKF-81297 et par I'agoniste D, la quinpirole [265, 266]. La
buspirone (agoniste partiel des récepteurs 5-HT1,) produit les mémes effets chez la souris et
le rat [267, 268]. Les agonistes 5-HT;4 pourraient également réduire le processus primaire
conduisant au développement de la dyskinésie. Ainsi, une administration de novo de 8-OH-
DPAT ou de buspirone, en association avec le CP-94253, un agoniste sérotoninergique des
récepteurs 5-HT;g au modele de rat MP 6-OHDA ont augmenté le délai d’apparition des MAI
[268]. Cependant, la buspirone, administrée a haute dose, modifie les résultats du test

comportemental de la tige tournante (Rotarod test) traduisant un effet délétere sur I'action
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anti-parkinsonienne de la L-DOPA [269]. Le flésinoxan (agoniste 5-HT1s) et le piclozotan
(agoniste partiel) ont été décrits comme présentant un effet positif sur la réduction des MAI
induit par L-DOPA sur le modéle de rongeur 6-OHDA [270]. L'administration par voie
systémique ou l'injection locale du sarizotan (agoniste non sélectif des récepteurs 5HT1a)
présente lui aussi les mémes effets bénéfiques [271]. Sur un modele de ouistiti MPTP, le 8-
OH-DPAT a réduit la dyskinésie induite par L-DOPA mais réduit le bénéfice du traitement par
cette derniere [272]. Sur un modeéle de macaque, le 8-OH-DPAT a réduit la dyskinésie induite
par le traitement par pramipexole (agoniste dopaminergique) [272]. Toujours chez le
macaque (modele MPTP), de faibles doses de sarizotan ont réduit de fagon significative la
dyskinésie tardive induite par L-DOPA. [273]. A doses plus élevées, le bénéfice de la DOPA
thérapie n’est pas conservé.

2.1.4.2. Etudes cliniques

Cing essais cliniques évaluant I'efficacité de la buspirone chez des sujets MP ont été
publiés mais un seul d'entre eux était une étude randomisée, avec double insu et controlée
par placebo [274]. Selon Hammerstad et al., la buspirone n'a pas réduit la gravité de la
dyskinésie alors que d’autres études ont montré le contraire [275, 276]. La buspirone
présente des propriétés anxiolytiques chez les patients MP [275-277]. La mirtazapine
(agoniste non sélectif des récepteurs 5HT;4) a réduit la dyskinésie chez des patients MP et a
contribué a la réduction des tremblements [278, 279]. Des études de phase Il évaluant
I'efficacité du sarizotan sur la réduction de la dyskinésie induite par L-DOPA a montré des
effets bénéfiques de cette molécule [280]. Cependant, cette efficacité anti-dyskinétique de
n’a pas pu étre reproduite dans une autre étude de phase Il et des doses plus élevées ont

entrainé une altération de I'efficacité de la L-DOPA [281]. Dans deux études de phase lll, le
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sarizotan a significativement réduit la dyskinésie des patients MP par rapport a I'état basal et
on peut noter I'absence d’une efficacité supérieure au placebo. L'efficacité anti-dyskinétique
de I'agoniste sélectif 5-HT1,, la tandospirone, a été évaluée chez 10 sujets MP dyskinétiques.
Une réduction de la dyskinésie a été observée chez la moitié des patients mais I'efficacité de

la L-DOPA a été réduite chez 4 d’entre eux.

En conclusion, toutes ces études révelent I'implication des récepteurs 5-HT14 sur la
dépression, les tremblements et la dyskinésie des patients atteints de MP. Les agonistes de
ces récepteurs semblent avoir un effet positif sur la réduction de l'anxiété et des
tremblements. Le bénéfice de leur action combinée avec la L-DOPA et les agonistes

dopaminergiques est plus controversée.

2.2. Sérotonine et autres synucléinopathies

Apres avoir décrit les liens existants entre sérotonine et MP, une étude de la
littérature nous améne a constater que les études s’intéressant a l'implication de la

sérotonine dans les autres synucléinopathies telles de que la DCL et ’AMS sont rares.

Dans la DCL, les corps de Lewy sont présents dans le noyau du raphé dorsal et une
réduction marquée de la sécrétion de sérotonine a été rapportée dans le striatum, le cortex
frontal et le néocortex [282]. Une élévation de la valeur du Bmax pour le récepteur 5-HT1A
dans le cortex frontal chez des patients DCL a été mise en évidence en comparaison avec des
sujets témoins [283]. Sharp et al. ont également démontré, dans une étude comparant dix
sujets atteints de DCL a 17 patients atteints de MP a composante dépressive, une
augmentation de 60 % de I'expression du récepteur 5-HT1A dans le cortex temporal (zone

BA6) chez ces patients présentant des signes cliniques de dépression en comparaison a ceux
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qui ne présentaient pas de troubles de I'humeur [261]. Une étude de distribution du
[11C]DASB chez des patients DCL souffrant de dépression majeure avait révélé une fixation
du traceur relativement plus élevé au niveau cortex pariétal en comparaison a des patients

DLB sans troubles dépressifs [284].

Les études concernant l'implication du systeme sérotoninergique dans I’AMS sont
guasi-inexistantes. Nous pouvons tout de méme citer I'étude de Suwijin et al. qui compare le
niveau d’expression de SERT chez des sujets MP a un stade précoce a des patients atteints

d’AMS. |l s’agit d’une étude d’imagerie SPECT employant le ['#

[1BCIT qui présente en plus de
son affinité pour le DAT (transporteur de la dopamine), une trés forte affinité pour le SERT.

Cette étude ne met en évidence aucune différence significative entre les niveaux

d’expression de SERT au niveau du mésencéphale entre ces deux populations [285].
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PARTIE 3
METABOLISME GLUCIDIQUE ET
SYNUCLEINOPATHIES
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1. Le [*®F]flurodesoxyglucose

Le FDG, 2-[18F]fluoro-2-désoxy-D-glucose, est le radiopharmaceutique le plus
employé en imagerie TEP. Ce radiotraceur, dont la radiosynthése est présentée sur la figure
26, est un analogue du glucose qui s'accumule dans les cellules qui utilisent le glucose
comme source d'énergie principale. Une concentration élevée en [*®F]FDG s'observe dans les
tumeurs dont la consommation en glucose est élevée. Chez les sujets sains, le FDG se
distribue partout dans le corps et se concentre plus particulierement dans le cerveau, le
myocarde, et dans une moindre mesure au niveau des poumons et du foie. L'accumulation
cellulaire de FDG se fait par des mécanismes de transport actifs qui sont en partie
dépendants de l'insuline et qui, par conséquent, peuvent étre influencés par I'alimentation,
les conditions nutritionnelles et I'existence d'un diabéte sucré. Chez les diabétiques,
I'accumulation du traceur dans les cellules est plus faible a cause d'une modification de la
distribution tissulaire et du métabolisme du glucose. Le FDG est transporté au travers de la
membrane cellulaire de la méme fagon que le glucose, mais ne subit que la premiére étape
de la glycolyse pour donner du fludésoxyglucose-(18F)-6-phosphate qui reste piégé a
I'intérieur de la cellule tumorale et n'est pas métabolisé davantage. Comme Ia
déphosphorylation par les phosphatases intracellulaires est un mécanisme lent, le FDG est
retenu dans le tissu pendant quelques heures (mécanisme de piégeage). Le
fludésoxyglucose-(18F) franchit la barriere hématoencéphalique. Approximativement 7 % de
la dose injectée s'accumulent dans le cerveau au cours des 80 a 100 minutes apres injection.
Environ 3 % de I'activité injectée chez I’'homme est captée par le myocarde en 40 minutes. La
distribution du FDG dans le coeur normal est sensiblement homogéne, cependant, des

différences régionales pouvant atteindre 15 % sont observées au niveau du septum
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interventriculaire. En cas d'ischémie myocardique réversible, une accumulation accrue de
glucose a lieu dans les cellules du myocarde. Une fraction de l'activité injectée de
respectivement 0,3 % et entre 0,9 et 2,4 % s'accumule au niveau du pancréas et des
poumons. Le FDG se fixe également, plus faiblement, au niveau des muscles oculaires, du
pharynx et de l'intestin. Une fixation musculaire peut étre notée en cas d'effort récent ou en

cas de tension musculaire au cours de I'examen .
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Figure 26 : Radiosynthése du [ F]FDG

En clinique, le FDG est indiqué en oncologie, en cardiologie, dans les maladies
infectieuses ou inflammatoires. Il possede également 'AMM dans le domaine de la
neurologie ou La cible diagnostique est I'hypométabolisme du glucose en phase interictale et
la localisation des foyers épileptogenes. Dans le domaine de la recherche, le FDG est utilisé
pour explorer les pathologies neurodégénérative. Parmi elles, nous pouvons citer la maladie
d’Alzheimer, la démence fronto-lombo temporale, la démence vasculaire, la DCL, la MP, la
maladie de Huntington, la sclérose amyotrophique latérale et la maladie de Creutzfeldt-

Jakob. [287]
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2. Exploration du métabolisme du glucose et synucléinopathies

Des études s’intéressant au métabolisme du glucose dans les synucléinopathies se
retrouvent dans la littérature. Un hypermétabolisme au niveau du pallidum et du putamen
est observé dans la MP [288]. D’autres anomalies métaboliques sont observées dans la MP
comprenant un hypermétabolisme thalamique et une diminution du métabolisme au niveau
du cortex prémoteur, du cortex préfrontal, temporo-pariétal et pariéto-occipital ([289]
[290]. La présence de déficience cognitive et de dépression chez les patients atteints de MP
sont associés a des réductions du métabolisme des zones temporo-pariétales et frontales
[291, 292]. le traitement avec des médicaments dopaminergiques peut normaliser les profils
de consommation du glucose au niveau cérébral [293]. Une étude datant de 2014 a exploré
le métabolisme du FDG chez des sujets atteints de synucléinopathies (7 patients MP, 7
patients AMS, 1 patient DCL et 6 autres patients atteints d’autres pathologies
neurodégénératives). Un hypométabolisme cortical asymétrique a été observé chez la
plupart des patients dans les régions frontales et pariétaux-temporales [294]. Une étude
s'intéressant a des patients atteints de DCL révele un hypométabolisme du FDG
principalement dans la région occipitale et un hypométabolisme moins marqué dans le
cortex cingulaire postérieur et temporo-pariétal [295]. L’hypométabolisme glucidique
associé a la DCL n’est pas corrélé a la distribution des protéines pathologiques agrégées.
Selon une étude publiée en 2014, I'hyperfixation du ['C]PIB observée en TEP est présente

dans des régions différentes qui hypofixent le [*®F]FDG comme le cortex occipital [296].
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ETUDE EXPERIMENTALE



PARTIE 1
INTERETS ET LIMITES
PRE-CLINIQUES DU [*°F]BF227
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1. Objectif

Cette étude a pour objectif d’évaluer le radiotraceurBF227 radiomarqué au [*°F] sur

un modele murin original de synucléinopathie.

2. Matériels et méthodes
2.1. Radiosynthése du [‘®F]BF227

Le radioisotope fluor 18 ou [*8F] est produit grace au cyclotron par la réaction (p,n)

sur une cible enrichie en oxygene 18 :

i | 1 1 1
20+1p— SF+.n
Le [*®F] obtenu est sous forme de fluorure *F. Il est ensuite concentré sur une
cartouche d’extraction en phase solide ce qui permet de recycler I'eau enrichie en oxygéne
ayant été utilisée pour la production. Le fluorure est rendu anhydre par séchage avant le
radiomarquage. Le précurseur (BOTs227) est synthétisé en trois étapes a partir du 2-methyl-
1,3-benzoxazol-6-ol avec un rendement de 46 %. La substitution nucléophile fluor/tosylate
est réalisée sur un automate de fluoration (Neptis®, ORA™). Le fluorure et le précurseur sont

introduits dans l'automate et le mélange réactionnel est chauffé a 150°C pendant 10

minutes dans du DMSO (Figure 27).
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Figure 27 : Schéma de la radiosynthése du ['°F]BF227.

Apres dilution avec 15 mL d'eau, le mélange réactionnel est passé a travers une
cartouche C18 pour la pré-purification et le produit brut est élué de la cartouche avec 1,5 mL
de méthanol. Le [18F]BF227 pur est obtenu aprés séparation par technique HPLC
(Chromatographie Liquide Haute Performance) avec une colonne C18 (Symmetry Prep
Waters 7 um 7,8 x 300 mm , Waters) élué avec un mélange H3PO4 20mM/THF/TFA
80/20/0,1% avec un débit de 3 mL.min-1 ( A = 254 nm ). Le temps de rétention du composé
est de 43 minutes. Pour une utilisation biologique, le produit a été formulé par des
techniques d’extraction en phase solide [297]. La dilution du produit a été effectuée avec 20
mL d'eau stérile, chargée sur une cartouche C18 (Sep-Pak lumiére, Waters). La cartouche
chargée est ensuite rincée avec de I'eau puis éluée avec 1 mL d'éthanol. Une dilution est
effectuée avec une solution saline isotonique a une concentration d'éthanol de 5 %. Le
contréle qualité consiste a déterminer la pureté radiochimique et I'activité spécifique grace a
une technique d’HPLC analytique (MachereyeNagel CE 250/4.6 Nucleodur 100-5 - Cl18ec
colonne C18 ; élution avec H3PO, 20 mM/THF 65/35 a un débit de 0,9 mL.min-). L'identité

du [*®F]BF227 est confirmée par co-injection avec un échantillon non radioactif de BF227.

2.2. Modéles animaux de synucléinopathies

Afin d’étudier Iaffinité du [®F]BF227 pour les agrégats d’a-syn, nous avons

développé un partenariat avec I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I'alimentation, de
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I’environnement et du travail (ANSES). L’équipe de T. Baron et al. a développé des modeéles
murins de synucléinopathies. Pour cela, ils ont utilisé une souche de souris transgénique
TgM83 possédant le géne codant pour I'a-syn humaine mutée : I'a-syn A53T [298]. Cette
mutation est présente dans les formes familiales de la MP et la protéine A53T posséde la
propriété de former des agrégats plus rapidement que la protéine sauvage [20]. Ces souris
développent aprés I'dge de 8 mois un tableau clinique de déficit moteur. L'analyse par
Western Blot des cerveaux de ces souris confirme la présence d’agrégats d’a-syn au niveau
cérébral (en comparaison avec des souris témoins KO en a-syn). A partir de ce modéle, une
version « accélérée » a été développée : en inoculant 20 puL d’homogénat de cerveau de
souris TgM83 symptomatique agée de 12 a 18 mois a 1 % (poids/volume dans du glucose
5%) dans le cerveau d’une souris de méme souche agée de 7 a 9 semaines, on observe
I’apparition de synucléinopathies a un stade beaucoup plus précoce que chez les souris
TgM83 non inoculées [299, 300] . L'a-syn phosphorylée en serine 129 est détectable au bout
de 100 jours. La distribution au niveau cérébral des agrégats d’a-syn est représentée sur la

Figure 28.
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Figure 28 : Schéma de la distribution de I'a-syn-pathologique chez des souris TgM83 [298].

Des souris présentant une délétion du gene codant pour I'a-syn murine (souche
C57BL/6J0OlaHsd, HARLAN ®) ont été utilisées comme groupe témoin dans cette étude.

Les souris ont été hébergées dans des conditions standardisées de température
(22°C) et d’humidité (50 %). Le cycle jour/nuit a été maintenu a 12h/12h (lumiére artificielle

de 7h a 19h), I'eau et la nourriture ont été fournies ad libitum.

2.3. Etudes in vitro

2.3.1. Autoradiographie

Les souris ont été sacrifiées par décapitation apres anesthésie a l'isoflurane. Leur
cerveau a ensuite été délicatement prélevé puis congelé dans une solution d’isopentane
refroidie a -29°C avec de la carboglace. Les cerveaux ainsi prélevés ont été conservés a -80°C

en attente de leur cryosection. Des coupes sagittales de 30 um d’épaisseur ont été réalisées
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sur les cerveaux congelés maintenus a -20°C, grace a un cryostat (Leica CM1850). Les régions
d’intéréts, a savoir tronc cérébral, cervelet, thalamus et hippocampe, ont été identifiées a
I'aide de I'atlas stéréotaxique de souris [301]. Les coupes ont été disposées sur des lames
SuperFrost® et stockées a -80°C jusqu’au jour de I'autoradiographie. Les lames sur lesquelles
reposent les prélevements cérébraux ont été remises a température ambiante 30 minutes
avant le début de I'expérience. Ces lames ont ensuite été incubées pendant 30 minutes a
température ambiante dans un tampon PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH=7,5) contenant
37,08 kBg/mL de [*®F]BF227. La fixation non spécifique du traceur est évaluée par ajout de
BF227 en exces a une concentration de 10 uM. Apres incubation, les lames ont été lavées
deux fois dans un mélange tampon PBS/éthanol (1/1) pendant 1 minute puis deux fois dans
de I'eau pour préparations injectables (PPI) a 4°C. Les lames ont été délicatement séchées
par un léger flux d’air ambiant puis disposées dans une cassette. Un écran a été ensuite
apposé contre ces lames durant 30 minutes. La distribution de la radioactivité a été
visualisée grace a la révélation de I'écran par un phospho-imager (BAS 5000, Raytest,
Germany). Les images sont révélées en quelques minutes par le logiciel « Image Reader »
puis les contours des régions d’intéréts sont tracées manuellement grace au logiciel
d’analyse « Multigauge » (Fujifilm, Raytest, Germany). Les densités optiques obtenues sont
exprimées en psI/mm2 (phospho stimulated luminescence). Les résultats sont ensuite

exprimés sous la forme d’un ratio [région d’intérét/région de référence].

2.3.2. Coloration a la thioflavine S

Apreés les expériences d’autoradiographie, les lames sont post-fixées a I'aide de PFA
(paraformaldéhyde) a 4 %. Les coupes sont ensuite incubées dans une solution de

thioflavine S a 0,05 %. Un lavage a I'éthanol puis a I'eau est réalisé. Les lames ainsi colorées
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sont observées sous un microscope a fluorescence (Axioplan 2, Zeiss, Oberkochen,
Germany) équipé d’un filtre FITC (fluorescein isothiocyanate) avec une longueur d’onde
d’excitation de 470 + 20 nm et une longueur d’onde d’émission supérieure a 515 nm. Les
images sont capturées grace a l'utilisation d’un appareil photo Axiocam interfacé au logiciel

Axiovison 3.0 software” (Zeiss).

2.3.3. Immuno-analyses

Ces analyses ont été réalisées par I’ANSES. L’a-syn a été extraite du cerveau a partir
du cerveau de souris (n = 1 souris TgM83 ; n = 1 souris KO a-syn) comme décrit
précédemment [299, 300]. La présence d’ a-syn a été mise en évidence a l'aide d'un test
ELISA sandwich en plaques (MaxiSorp TM, Thermo Scientific Nunc) a I'aide d'anticorps
dirigés contre I'a-syn phosphorylée au niveau du codon 129 (Millipore) et contre I’ a-syn
humaine (BD Biosciences). Des analyses en Western Blot sur les mémes homogénats de

cerveau ont également été réalisées.

2.4, Etudes in vivo

2.4.1. Imagerie microlRM

L’anesthésie a été réalisée avec un systéeme approuvé (TEM Sega, Lormont, France).
Les souris ont été placées dans une boite d’induction hermétique avec insufflation d’un
mélange de gaz isoflurane 4 % et d’air contenant 30 % d’oxygene administré a un débit d’'1
L/min. Les animaux ont ensuite été placés en décubitus ventral dans un lit en plastique
(Bruker Biospec Animal Handling Systems) adapté avec un systeme de fixation stéréotaxique

permettant I'immobilisation de la téte. L'anesthésie a été délivrée via un masque adapté et
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maintenue a 2 % d’isoflurane pendant toute la durée de I'examen IRM. Ce type d’anesthésie
provoquant une hypothermie, la température du corps a été maintenue a 37,0 + 0,2°C par
I'intermédiaire d’un circuit d’eau thermo-régulée intégré dans le lit. Le protocole
d’acquisition IRM a été réalisé in vivo sur un systéme Bruker Biospec 7 Tesla (Bruker Biospin
GbmH, Allemagne) équipé d’un set de gradients de 400 mT/m d’amplitude et coordonné via
une console Bruker. L'interface a été commandée par le logiciel d’acquisition et
post-traitement ParaVision 5.1. Pour I'émission du signal, une antenne volumique Bruker de
type cage d’oiseau (diametre externe 112 mm, diameétre interne 72 mm) a été utilisée. La
réception du signal a été réalisée grace a une antenne de surface Bruker de type boucle (15
mm de diamétre) qui a été soigneusement centrée sur la téte de I'animal afin de cibler le
cerveau. Apres un repérage rapide de la zone d’intérét, une image anatomique T2 RARE
(Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) a été obtenue avec les parametres
suivants : temps d’écho (TE) : 60,28 ms ; temps de répétition (TR) : 7500 ms ; facteur RARE =
8, temps d’acquisition : 24 minutes. Quarante-sept coupes jointives de 330 um d’épaisseur

ont été réalisées pour obtenir une image compléte du cerveau.

Sur les images IRM, dix régions d’intéréts (ROI) a savoir tronc cérébral, cervelet
gauche, cervelet droit, matiére blanche cervelet, thalamus gauche, thalamus droit,
hippocampe gauche, hippocampe droit et cerveau entier ont été dessinées manuellement a

I'aide de I’atlas stéréotaxique de souris [301].



2.4.2. Imagerie microPET

La caméra microTEP présente au CERMEP est entierement dédiée a I'imagerie du
petit animal. Il s’agit d’'une machine préclinique PET/CT Inveon (Siemens, Germany), dont le

systeme d’acquisition fonctionne en trois dimensions (Figure 29).
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Figure 29 : Principe d’une caméra TEP dédiée a I'animal ou microTEP [302].

La souris est anesthésiée de la méme fagon que pour I'acquisition IRM. Un cathéter
est placé dans la veine caudale de I'animal. La souris est ensuite placée en décubitus ventral
sur un lit adapté (Bruker Animal Handling Systems®). L'anesthésie gazeuse est maintenue
pendant toute la durée de I'examen a un taux de 2 % d’isoflurane. La fréquence respiratoire
est surveillée grace a un capteur de pression connecté a un ordinateur (Biovet, USA).
L’acquisition démarre aprés un scanner de transmission de 10 minutes. Le [®F]BF227 est
injecté en bolus IV a une dose de 6,47 + 2,7 MBqg (min : 3,2 MBg — max : 12,02 MBq) via le
cathéter. La quantité de radioactivité est mesurée sur une série de 24 « frames » de durée
croissante de 20 secondes a 5 minutes, la durée totale d’acquisition est de 60 minutes.
Lorsque l'acquisition est terminée, les images sont reconstruites sur un plan frontal. Les

valeurs de radioactivité obtenues sont exprimées en Bg/mL pour chaque ROI dessinée.



2.4.3. Analyse des résultats

Pour l'analyse des images obtenues en microTEP, les valeurs d'absorption de
radioactivité pour chaque ROI ont été exprimées en SUV (Standard Uptake Value) grace a la

formule suivante :

Radioactivité mesurée dans la région d’intérét (Bg/mL
SUV - g (Bg/mL)

Activité injectée (Bq) / Poids (g)

L’hippocampe a ensuite été défini comme région de référence car cette région est décrite
comme étant dépourvue d’agrégats d’a-syn [298]. Les valeurs d’absorption ont été
exprimées en SUVR (Standard Uptake Value Ratio) avec "hippocampe comme région de

référence :

SUV de la région d’intérét
SUVR = 2

SUV de la région de référence

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du programme GraphPad
Prism (version 5.04, GraphPad Software). Les différences entre les groupes de souris
transgéniques et des souris KO a-syn ont été analysées en utilisant des tests de Mann et
Whitney. Les différences ont été considérées comme statistiguement significatives si la

valeur de p était inférieure a 0,05.



3. Résultats

3.1. Radiosynthése du [18F]BF227

Apres collecte, le [*®F]BF227 est conditionné et contrdlé pharmaceutiquement (Figure
30). La présence des deux pics sur le chromatogramme s’explique par le fait que le BF227 et
son précurseur s’isomérisent en solution. Le radiotraceur est obtenu avec une pureté
radiochimique supérieure a 95% et une activité spécifigue comprise entre 40,7 et 107,3

GBg/umol corrigée a I’heure de la fin de synthése.
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Figure 30 : Chromatogramme du contrdle qualité du [*®F]BF227



3.2. Etudes in vitro

3.2.1. Autoradiographie

La distribution du [*®F]BF227 a été évaluée par autoradiographie semi-quantitative
sur des coupes de cerveau. Les autoradiogrammes n’ont pas révélé de différence de

distribution entre le groupe de souris transgéniques et le groupe contréle (Figure 31).

Souris TgM 83 Souris KO a-syn

A’ B’

N

Figure 31 : Autoradiogrammes in vitro de coupes de cerveau de souris TgM83 (A et A') et de

souris KO en a-syn (B et B') incubées avec [‘®F]BF227.

Pour toutes les régions testées (tronc cérébral, cervelet et thalamus), aucune
différence significative de distribution du traceur n'a été observée (p = 0,89, p=0,2etp =
0,34 respectivement). L'étude de compétition réalisée en incubant de la méme facon les
coupes de cerveau de souris (transgéniques et groupe contréle) avec le radiotraceur mais
également avec du BF227 non marqué a la concentration de 10 uM n’ont pas révélé de

fixation spécifique du [*®F]BF227 (données non présentées).



3.2.2. Coloration a la thioflavine S

La coloration a la thioflavine effectuée sur des coupes de cerveau de souris a permis
de mettre en évidence la présence de structures en feuillets B plissés au niveau du tronc
cérébral (+++) et du thalamus (+) des cerveaux des souris TgM83. Aucun signal de
fluorescence n'a été observé au niveau du cervelet et de I'hippocampe (Figure 32).
Concernant les coupes de cerveau de souris du groupe controle, aucun signal de

fluorescence n’a été détecté quelle que soit la région cérébrale étudiée.

Thalamus Tronc cérébral



3.2.3. Immuno-analyses

Les analyses réalisées par technique ELISA sur homogénats de cerveaux distinguent

clairement les souris TgM83 des souris KO en a-syn. Les valeurs des densités optiques

observées étaient de 0,174 et 0,218 (avec les anticorps LB509 et PS129 respectivement)

pour les souris TgM83 contre 0,006 et 0,014 chez les souris KO en a-syn.

Les analyses en Western Blot confirment ces résultats en mettant en évidence la

protéine pathologique uniquement dans I’homogénat de cerveau de la souris TgM83

analysée (Figure 33).
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3.3. Etudes in vivo

L'analyse des images obtenues en microlRM réalisée sur une souris TgM83 a permis

de dessiner les dix régions d’intéréts (ROI) : le tronc cérébral, le cervelet gauche, le cervelet

droit, la matiere blanche du cervelet, le thalamus gauche, le thalamus droit, I'hippocampe

gauche, I'hippocampe droit et le cerveau entier a 'aide d’un atlas stéréotaxique de souris

[301] (Figure 34).

Figure 34 : Images microlRM d’une souris TgM83. Les ROI représentées sont le tronc cérébral
(en rouge) et le cervelet gauche et droite (en vert et bleu) sur I'image de gauche ainsi que le

thalamus (en jaune) et I’hippocampe (en vert) sur I'image de droite.

Les régions d’intéréts ainsi dessinées ont permis |'exploitation des résultats obtenus
en imagerie microTEP. Au total, 9 souris TgM83 et 7 souris KO alpha-syn ont pu étre
scannées. L'analyse des acquisitions TEP obtenues aprés injection de [*®F]BF227 ne montrent
pas de différence de fixation du traceur entre les souris TgM83 et les souris KO en a-syn

(Figure 35).



Figure 35 : Images microTEP d’une souris TgM83 (A) et d’une souris KO a-syn (B).

Chez les deux groupes d’animaux, on observe une pénétration et une clairance rapide
du traceur au niveau cérébral (Figure 23). Un maximum d’absorption est observé 1,83
minutes apreés I'injection du [*®F]BF227. Les valeurs respectives sont de 7,57 + 2,01 % de la
dose injectée par gramme de souris pour les souris transgéniques et de 6,81 + 3,19 % de la
dose injectée par gramme de souris pour les souris KO en a-syn. Les ratios de fixation par
région d’intérét (exprimés en SUVR) ont été obtenus en sommant les images obtenues entre

40 et 60 minutes apres l'injection du traceur.
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Figure 36 : Cinétique du [*®F]BF227 au niveau du cerveau de souris TgM83 (ronds noirs, n =
9) et de souris KO en a-syn (ronds blancs, n = 7)

Les ratios de fixation du traceur [tronc cérébral/hippocampe], [cervelet/hippocampe]
et [thalamus/hippocampe] étaient de 1,176, 0,970 et 1,127 respectivement chez les souris
TgM83 versus 1,190, 1,020 et 1,127 chez les souris KO a-syn (Figure 36). Aucune différence
significative de fixation du traceur n’a été observée entre les deux groupes de souris quelle
gue soit la région étudiée : tronc cérébral, cervelet et thalamus (p = 0,84 ; p = 0,07 and p =
0,41 respectivement).
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Figure 37: SUVR pour le [18F]BF227 chez les souris TgM83 (ronds noirs, n = 9) et les souris KO
en a-syn (ronds blancs, n = 7).



4. Discussion et perspectives

Plusieurs modeles de souris transgéniques exprimant I'a-syn sous sa forme sauvage
(WT) ou sous sa forme mutée (A53T ou A30P) ont été développés. Parmi ceux-ci, des
modeles vivants sont disponibles pour I'évaluation préclinique des agents d'imagerie de 'a-
syn [10]. En partenariat avec ’ANSES, un modele murin accéléré de synucléinopathie de type
prion-like a été développé [299, 300]. Ce modele a été congu sur la base des souris
transgéniques de souche TgM83 surexprimant I'a-syn humaine mutée A53T présente dans
certaines formes familiales de MP. Ces souris ont été inoculées au niveau intra-cérébral avec
des homogénats de cerveau de souris TgM83 agées présentant des signes cliniques moteurs
de synucléinopathies. Cette intervention a déclenché une apparition précoce des signes

cliniques caractéristiques par rapport aux souris non inoculées TgM83.

Dans la premiere partie de cette étude, nous avons confirmé la validité du modele
accéléré de synucléinopathie en montrant la présence d'agrégats d’a-syn caractéristiques. Le
test de coloration a la thioflavine S et les analyses par technique Western Blot et ELISA ont
démontré la présence d’a-syn avec une conformation en feuillets B plissés, en accord avec
les données de la littérature [299, 300]. Les Iésions pathologiques étaient abondantes dans
le tronc cérébral et plus mineures dans le thalamus, ressemblant étroitement aux inclusions
pathologiques humaines présentes chez les patients atteints de synucléinopathies. Les souris
C57BL/6S ayant subi une délétion du gene codant pour I'a-syn ont été choisies comme
témoins a la place des souris de phénotype sauvage (WT) exprimant I'a-syn murine. Ce choix
a été réalisé dans le but d'obtenir les meilleures conditions de comparaison et de supprimer

le biais lié a la présence de I'a-syn murine. Les résultats obtenus in vitro ont renforcé le choix
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de I'hippocampe comme région de référence pour l'analyse des images. En effet, la
coloration a la thioflavine S a montré I'absence de protéines en structure B plissée dans

I’"hippocampe des souris transgéniques.

A notre connaissance, cette étude est la premiére & décrire des résultats d’imagerie
TEP in vitro et in vivo sur un modele de souris de synucléinopathie. Les données obtenues
par imagerie microTEP ont révélé une excellente absorption du [*®F]BF227 au niveau du
cerveau. Ces résultats sont en parfaite adéquation avec ceux d’une précédente étude

réalisée chez des souris WT [95].

Les résultats ont montré que le modele animal présentait des éléments
caractéristiques de synucléinopathies a savoir la présence d’agrégats d’a-syn en structure
plissés. Le [*|F]BF227 a montré qu’il présentait des propriétés pharmacocinétiques
satisfaisantes comme radiotraceur neuronal. Cependant, malgré ces conditions favorables,
I’'absence de différence significative de fixation du [*®F]BF227 au niveau du cerveau de souris
TgM83 par rapport a la souris KO en a-syn souris était inattendue. Plusieurs raisons peuvent

8tre évoquées pour le manque de fixation spécifique du [**F]BF227.

Premiérement, la structure de I'a-syn pourrait influencer les résultats obtenus. Il a
été décrit récemment que I'a-syn pouvait étre exprimée sous différents polymorphismes
conduisant a une signature moléculaire différente des troubles neurodégénératifs [42]. Bien
gue les inclusions d’a-syn présentes chez les souris TgM83 répondent a plusieurs aspects
caractéristiques des inclusions de I'homme [298], il ne peut étre exclu que le [*®F1BF227

présente des affinités différentes en fonction de la structure de I'a-syn exprimée.
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La deuxiéme raison pourrait étre la localisation cellulaire des agrégats d’a-syn. Dans
le cas des patients atteints d’AMS, les inclusions cytoplasmiques d’a-syn se localisent
principalement dans les cellules oligodendrogliales [303, 304]. Le fait qu'une liaison du
['®F]BF227 ait été observée in vivo chez des patients atteints d’AMS pourrait étre en faveur
d'une liaison spécifique du traceur aux inclusions d’a-syn oligodendrogliales [9]. Dans les
autres synucléinopathies comme la MP et la DCL, les inclusions d’a-syn sont présentes sous
la forme de corps de Lewy et de neurites de Lewy. Elles sont principalement situées dans les
neurones [305]. Une étude in vitro a montré que le ['®F]BF227 ne pouvait pas se lier a des
prélevements de patients présentant une DCL pure [8]. Ceci laisse supposer que le
[18

FIBF227 pourrait avoir une affinité plus faible envers les inclusions d’a-syn qui sont situées

dans les neurones.

La troisiéme raison pourrait &tre liée a |'affinité du [*®F]BF227 pour les agrégats d’a-
syn. L'obtention d’'une image TEP exploitable, et donc de bonne qualité, est fonction de la
liaison de la molécule radioactive a sa cible. Cette derniére dépend du rapport de son affinité
(Kd) sur la densité (Bmax) du site de liaison. Par conséquent, la plupart des agents d'imagerie
du SNC utilisés comme traceurs ont un rapport Bmax / Kd supérieur a dix [4]. Selon cette
régle et par le fait que le [*®F]BF227 se lie aux fibrilles d’a-syn avec une bonne affinité (Kd =
9,63 nM) [8], la densité des inclusions d’a-syn pour obtenir une image satisfaisante devait
étre localement supérieure a 100 nM (Bmax exprimé en unités molaires), en particulier au
niveau des corps de Lewy ou au niveau des sites de concentration. L'affinité relativement
modeste du [*®F]BF227 pour les fibrilles d’a-syn offre un ratio Bmax/Kd trop faible pour
obtenir un signal en imagerie TEP satisfaisant. Si la mesure de fluorescence du BF227 au

niveau de coupes de cerveaux de patients atteints de MP, de DCL et d’AMS a révélé une
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liaison spécifique de la molécule, avec une co-localisation en immunohistochimie a I'aide
d’anticorps dirigés contre I'a-syn sous sa forme phosphorylée [9], cette étude a été réalisée
en utilisant des concentrations de BF227 supérieures a 100 nM. Ces fortes concentrations
sont incompatibles avec une dose traceuse de [*®F]BF227 nécessaire dans les études de TEP.
En d'autres termes, la quantité de [*®F]BF227 injectée est inférieure a la quantité requise

pour obtenir une fixation optimale et détectable du traceur.

Le ['®F]BF227 a été proposé ici comme un radiotraceur TEP potentiel des
synucléinopathies en I'absence actuelle d'autres traceurs spécifiques. Nous avons évalué
pour la premiére fois cette molécule chez un modéle murin accéléré de synucléinopathie.
Les études réalisées in vivo et in vitro ont montré que le [*®F]BF227 ne se lie pas aux agrégats
d’a-syn, mettant en évidence que le [*®*F]BF227 ne présente pas les propriétés requises pour
le suivi de synucléinopathies en imagerie TEP et justifie le besoin de développer de nouveaux

radiotraceurs candidats.

Dans cette optique, les futures molécules devront présenter une affinité supérieure
au BF227 pour les agrégats d’a-syn. Ces molécules devront étre capables de se fixer de fagon
spécifique aux fibrilles d’a-syn. Le BF227 n’est pas un traceur spécifique : il se lie également
aux agrégats B amyloides présents dans la MA avec un Kd de I'ordre de 1 nM. Des traceurs
candidats ont été développés en collaboration avec I'ICBMS (I'Institut de Chimie et de
Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires). Leur évaluation sera détaillée dans la partie 2.
Le but de ces évaluations est de développer le premier radiotraceur TEP des
synucléinopathies qui pourra étre utilisé en diagnostic clinique. Ainsi, suite aux études

menées chez I'animal, les molécules pourront étre évaluées chez 'homme. Les premiers
123



tests seront réalisés in vitro par technique d’autoradiographie grace a des prélevements
post-mortem de patients atteints de synucléinopathies. A terme, un essai clinique en

imagerie TEP pourra étre mis en place.

PARTIE 2
EVALUATION DE NOUVELLES
MOLECULES CANDIDATES COMME
RADIOTRACEUR DE L'A-SYN
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1. Objectif

Cette étude a pour objectif premier de mettre au point la technique de binding in
vitro pour évaluer I'affinité de molécules candidates pour des cibles d’intéréts. Une fois cette
mise au point réalisée, l'affinité de douze molécules candidates comme radiotraceur
potentiel de I'a-syn sera évaluée. Il est également nécessaire d’évaluer I'affinité de ces
molécules pour les fibrilles AB 1-42 en raison de leur structure trés proche de I'a-syn. Le but
de cette étude est de mettre en évidence une molécule possédant une fixation spécifique

pour I'a-syn pathologique.

2. Matériels et méthodes

2.1. Mise au point de la technique de binding in vitro

2.1.1. Principe

Afin de déterminer l'affinité d’'une molécule pour sa cible, nous avons décidé
d’employer la technique de binding sur filtres. Cette technique consiste a incuber un
radiotraceur a des concentrations croissantes maitrisées avec sa cible potentielle. Les deux
composés sont mis a incuber puis le mélange réactionnel est filtré pour éliminer le
radiotraceur qui est resté sous sa forme libre (non lié a la cible). La radioactivité du mélange
filtré est ensuite mesurée nous pouvons déterminer quelle fraction de radiotraceur s’est

fixée a la cible (Figure 38)
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Figure 38 : Principe de I'étude de binding sur filtres

En parallele, un mélange contentant le radiotraceur, sa cible et également le
radiotraceur froid ou une autre molécule présentant une forte affinité pour la cible avec une
concentration en exces est également mis a incuber. Ce mélange sera filtré grace a un
dispositif de filtration sous vide et la radioactivité comptée permettra de déterminer la

liaison spécifique du traceur a sa cible (Figure 39)

126



Figure 39 : Dispositif de filtration sous vide pour la réalisation de I’étude de binding sur filtres

Grace a toutes informations (fixation totale et fixation spécifique du traceur), il est
possible de calculer la constante d’affinité Kd de la molécule pour sa cible ainsi que le Bmax
qui représente le nombre de sites de liaison présents au niveau de la cible.

Pour mettre au point cette technique, nous avons choisi d’utiliser un radiotraceur dont
I’affinité pour sa cible est parfaitement décrite dans la littérature. Nous avons réalisé nos
expériences 3 I'aide du MPPF marqué au ['®F]. Cette molécule est un antagoniste des
récepteurs 5-HT, et présente un Kd de 3,4 + 0,12 nM et un Bmax de 135,2 + 4,54 fmol/mg
de protéines [306]. Concernant la cible, nous avons utilisé un homogénat d’hippocampe de

rat car sa densité en récepteurs 5-HT;4 est tres importante.

2.1.2. Préparation des homogénats d’hippocampe

Des rats males adultes de souche Sprague Dawley (Charles River, France) ont été

utilisés dans cette expérience. lls sont hébergés dans des conditions standardisées de
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température (22°C), d’humidité (50%) et de luminosité (lumiére artificielle alternant des
cycles jour/nuit artificiels de 12 heures) avec de la nourriture et de I'eau ad libitum. Les
animaux ont été euthanasiés par décapitation aprés anesthésie a I'isoflurane. Le cerveau a
été prélevé délicatement, rincé dans du sérum physiologique. L’hippocampe a ensuite été
soigneusement disséqué et préparés aussitot. Les homogénats ont été obtenus par broyage
des hippocampes décongelés dans du tampon TBS [X10] pH=7,4 dilué au 1/5%™. Les
homogénats sont préparés a la concentration de 20 %. Le broyage s’effectue grace a un
riboliseur programmé avec un cycle d’'une minute. Le mélange est ensuite centrifugé
pendant une minute. Le surnageant est récupéré et les protéines totales sont dosées dans

un automate employant la technique du Biuret. Les homogénats sont ensuite conservés a -

80°C dans I'attente de leur emploi.

2.1.3. Radiosynthése du [*®F]MPPF

Le radioisotope fluor 18 ou [*®F] est produit grace au cyclotron par la réaction (p,n)
sur une cible enrichie en oxygene 18 décrite dans le chapitre précédent (Etude
expérimentale, partie 1, chap 2.1.).

Le ®F est rendu anhydre par séchage avant le radiomarquage. Une réaction de
substitution nucléophile aromatique st réalisée en présence d’un catalyseur le Kryptofix
2.2.2,a170°C dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pendant 10 minutes [160] (Figure 40). Une
pré-purification de ce produit est réalisée afin d’éliminer les matiéres hydrophiles, puis une
chromatographie liquide haute pression (HPLC) est effectuée pour purifier le
radiopharmaceutique. Le [ F]MPPF est ensuite collecté, conditionné et soumis & un contrdle
qualité pharmaceutique (Figure 41), qui comprend une HPLC avec détection UV et de

radioactivité. Le radiotraceur [*F]MPPF est radiosynthétisé avec une bonne activité
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spécifique comprise entre 37 et 111 GBg/ umol et sa pureté radiochimique est de I'ordre de

99 %.
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Figure 40 : Schéma de la réaction de radiosynthése du [**F]MPPF
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Figure 41 : Radiochromatogramme du contréle qualité du [*®F]MPPF
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2.1.4. Binding sur filtres

La mise au point de la technique s’est basée sur les travaux réalisés par I’équipe de
Tours [307, 308]. L'expérience est réalisée sur des plagques contenant 96 micropuits
équipées d’un filtre de verre de type GF/B (plaques Multiscreen HTS, ref MSFBN6B10, Merck
Millipore). Ces plaques sont prétraitées a I|'aide d'une solution de PEl 0,1 %
(PolyEthylénimine) deux heures avant I'incubation. La PEl est ensuite éliminée par filtration
et les puits sont rincés trois fois avec 200 pL du tampon réactionnel (tampon PBS pH=7,4
contenant 0,1% de BSA). Ensuite les puits sont remplis soit avec 50 uL de tampon réactionnel
soit 50 pL de sérotonine a la concentration nécessaire pour obtenir une concentration finale
dans le puits de 10 uM (figure). On ajoute ensuite 50 pL d’une solution de [*®FIMPPF avec
des concentrations croissantes allant de 0,1 a 200 nM et enfin 100 pL de la solution
d’homogénats d’hippocampe représentant une quantité totale de protéines de 30 ug par
puits est ajoutée. Chaque puits est réalisé en triplicata. Ce mélange est incubé a température
ambiante durant une heure. Le mélange est ensuite filtré et les puits sont rincés trois fois par
200 puL de tampon PBS pH=7,4 (Figure 42). Les filtres de la microplague sont ensuite
découpés grace au systeme d’emporte-piece et leur radioactivité est mesurée a I'aide d’un
compteur de radioactivité gamma (tube compteur a scintillation Auto-Gamma Packard
BioScience Cobra Il). Les résultats sont obtenus en coups par minute (cpm) et sont analysés

par le logiciel GraphPad Prism (version 5.04, GraphPad Software).

130
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Figure 42 : Etude de la lianos non spécifique du [*®F]MPPF

2.1.5. Transposition de la technique aux fibrilles a-syn et AB 1-42

Une fois notre méthode validée avec le [**FJMPPF, nous avons transposé cette

technique pour I'étude de I'affinité de molécules sur fibrilles a-syn et AR 1-42.

2.1.5.1. Préparation des fibrilles

Les fibrilles d’a-syn et d’AB 1-42 (protéines recombinantes humaines commerciales,
rPeptide) sont pré-agrégées in vitro a température de 37°C et sous agitation constante via
thermomixeur. L’agrégation initiale de I'a-syn s’obtient par acidification et augmentation de
la salinité du milieu contenant les monomeres de protéines recombinantes humaines. De
plus, une concentration de 200 uM de monomeres et une forte agitation pendant plusieurs
semaines sont nécessaires a I'obtention de ces fibrilles. L’agrégation des fibrilles d’Ap 1-42
s’obtient dans des conditions moins contraignantes, a 37°C, 250 rpm (rotations par minute)

et au bout de seulement quelques jours.
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2.1.5.2. Caractérisation des fibrilles

2.1.5.2.1. Coloration a la Thioflavine S

Afin de s’assurer de I'agrégation des fibrilles, une caractérisation par Thioflavine S
(molécule présentant une fixation spécifique aux protéines présentant des structures en
feuillets B) est réalisée. Les fibrilles a tester (a-syn et AB) sont injectées a des rats témoins
(Sprague-Dawley) a raison de 2,5 uL de fibrilles a-syn a 200 uM (0,5 nmol) au niveau du
striatum droit et de 5 uL de fibrilles AB (1 nmol) au niveau du striatum gauche. L’injection se
fait par pousse seringue a un débit constant et contrélé de 1 pL/min et les coordonnées
stéréotaxiques ont été déterminées a I'aide de I'atlas stéréotaxique de rat [309]. Suite aux
injections stéréotaxiques, les rats sont euthanasiés par décapitation apres anesthésie a
I'isoflurane. Leur cerveau est ensuite délicatement prélevé puis congelé et conservé a -80°C.
La cryosection permet ensuite d’obtenir des coupes sagittales de 20 um d’épaisseur que I'on
dispose sur des lames SuperFrost® spécialement traitées pour des coupes de tissus congelés.
La coloration a la thioflavine S se fait sur ces lames post-fixées au formaldéhyde 4 %. Les
lames sont incubées dans une solution de thioflavine S a 0,0025% et apres lavage dans un
tampon PBS (Phosphate Buffer Saline), elles sont observées en microscopie a fluorescence.
Les zones contenant des fibrilles disposées en feuillets B seront marquées par la thioflavine S

et prendront une couleur verte sous le microscope a fluorescence.

L'intensité fluorescente et I'étendue des zones colorées par la thioflavine S permet une
évaluation de la quantité de cible disponible sur les coupes de cerveau et permet de

confirmer la conformation en feuillets B des fibrilles d’a-syn et d’AB.
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2.1.5.2.2. Caractérisation par microscopie électronique a

transmission (MET)

La MET est employée pour détecter la présence de fibrilles. Trois pL de la solution de
de fibrilles d’a-syn et d’AB (C=200 nM) ont été absorbés sur des grilles de nickel de 200 mesh
revétues de Formvar-C pendant 2 minutes a la température ambiante. Un papier filtre a été
ensuite appliqué sur le bord de la grille pour absorber le liquide restant. Ensuite, 3 uL
d'acétate d'uranyle dilué a 3% dans de I'eau déminéralisée et distillée ont été déposé sur la
grille pendant 1 min, I'exces est évacué et la grille seche a I'air avant I'examen a l'aide d'un
microscope électronique a transmission (Jeol JEM 1400, Tokyo, Japon ) fonctionnant a 80 kV
équipé d'une caméra numérique (GATAN Orius 600, Evry, France). Les images ont été

traitées par Digital Micrograph.

2.1.5.3. Binding sur filtres

De la méme fagcon que décrit précédemment (chapitre 2.1.4), une solution de
concentrations croissantes de [®F]BF227 (gamme comprise en 0,1 et 200 nM) est incubée
avec des fibrilles d’a-syn ou d’AB 1-42 a la concentration de 200 nM sur les plaques de 96

puits (Figure 43).
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Figure 43 : Détermination de la fixation totale du [*®F]BF227 aux fibrilles d’a-syn ou d’AB 1-

42

La radiosynthése du [18F]BF227 a été décrite précédemment (Etude expérimentale,

partie 1, chap 2.1.). Pour déterminer, la fixation non spécifique du traceur, ce méme schéma

d’incubation a été reproduit en ajutant une solution de BF227 froid a la concentration de 50

UM dans chaque puits (Figure 44).
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Figure 44 : Détermination de la fixation spécifique du [*®F]BF227 aux fibrilles d’a-syn ou d’AB
1-42
L'expérience est également menée en triplicata et les conditions de réalisation de

I’exprérience sont identiques a celles décrites prédement (chapitre 2.1.4. Binding sur filtres)

2.2. Evaluation de I’affinité de molécules candidates

Douze molécules originales ont été synthétisées par I'équipe de I'lCBMS (Figure 45 ).
Ces molécules ont été inspirées des données de la littérature. Elles peuvent étre regroupées
en trois familles chimiques. La premiére est inspirée de la structure chimique
d’antidépresseurs tricycliques, mentionnés dans un brevet [310]. Cinq composés fluorés ont
été synthétisés sur la base de ce brevet. La seconde famille se compose de molécules
dérivées de la structure des benzoxazoles. Cette derniere s’inspire de la structure de la
thioflavine qui présente une affinité pour I'a-syn. Pour rappel, le BF227 est également un
dérivé de benzoxazoles. Enfin la troisieme famille est composée de ligands dérivés de
benzimidazoles présentant toujours une structure plane poly-conjuguée, ou la double liaison

centrale a été remplacée par une triple liaison, structurellement beaucoup plus stable [311].
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Ainsi, 4 premiers représentants de cette nouvelle série ont pu étre obtenus. Afin de
permettre un éventuel radiomarquage, toutes les molécules candidates synthétisées
présentent un atome de fluor susceptible d’étre remplacé par son isotope radioactif, le fluor

18, en cas d’intérét de la molécule.
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Figure 45: Molécules candidates comme radiotraceur de I'a-syn

L'affinité des molécules candidates pour les fibrilles a-syn et AR 1-42 sera évaluée de

maniere indirecte par la détermination de la constante d’inhibition Ki. Cette constante se
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définit par la concentration de ligand nécessaire pour déplacer 50 % d’une molécule de sa
liaison a la cible. Le radiomarquage des molécules au fluor 18 n’étant pas réalisable a
I’heure actuelle, le Ki sera déterminé par étude de déplacement de la fixation du [*®F]BF227
aux protéines agrégées. Pour rappel, le BF227 présente un Kd de 9,63 nM pour les fibrilles
d’alpha-syn et I'affinité pour le peptide amyloide est représentée par Kd; = 1,31 nM et Kd, =
80 nM).

La détermination des constantes d’inhibition Ki sera réalisée sur les plagues de 96
puits comme décrit précédemment. Chaque puits sera incubé avec 100 pL d’une solution
fibrillaire d’ a-syn ou d’AB 1-42 de concentration de 200 nM, 50 pL de solution de [*®F]BF227
a concentration fixe proche du Kd et 50 uL de solution de ligand froid a concentrations
croissantes (Figure 46). La gamme des concentrations comprend 12 points des
concentrations comprises entre 0,1 et 50 000 nM. Le mélange est incubé durant une heure a

température ambiante. L'expérience est réalisée en triplicata.

® & Incubation des fibrilles avec le Filtration sous vide pour Mesure de la radioactivité du
[*8F]BF227 et le ligand froid & éliminer le [*8F]BF227 et le mélange réactionnel pour
o0 évaluer ligand froid sous forme libre évaluer la fraction liée

0

@ Ligand 3 évaluer
@ [fBF227

m Fibrilles d"a-syn ou d’AB 1-42

Figure 46: Principe de la technique de binding sur filtres par méthode de compétition
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3. Résultats

3.1. Mise au point de la technique de binding in vitro

Les études de binding in vitro évaluant I'affinité du [**F]JMPPF pour les homogénats
d’hippocampe ont révélé une constante d’affinité Kd = 1,53 nM avec un intervalle de
confiance a 95% compris entre 0,3596 to 2,702 nM. Le Bmax a été estimé a 31,39 fmol/mg
de protéines cérébrales totales avec un intervalle de confiance a 95% incluant des valeurs
comprise entre 24,31 to 38,47 fmol/mg. La figure 47 représente les courbes de saturation de

fixation totale et non spécifique et de fixation spécifique.

Fixation totale et non spécifique Fixation spécifique
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Figure 47 : Affinité du [*®FJMPPF pour les homogénats d’hippocampe de rat

Ces résultats sont en accord avec ceux décrits dans la littérature. Notre méthode est donc
validée et nous pouvons la transposer a I'étude de I'affinité du [**F]BF227 aux fibrilles d’a-

syn et d’AB 1-42.
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3.2. Transposition de la technique aux fibrilles a-syn et Ap 1-42

3.2.1. Caractérisation des fibrilles

3.2.1.1. Coloration a la thioflavine S

L’observation des lames présentant les coupes de cerveaux de rats injectés par les
fibrilles a-syn et AB 1-42 a l'aide du microscope a fluorescence a permis de mettre en
évidence la présence de protéines avec une structure en feuillets B au niveau des sites
d’injection. Ces observations confirment la présence de la forme agrégée des peptides et

donc I'agrégation des protéines recombinantes (Figure 48).

3.2.1.2. Caractérisation par microscopie électronique a transmission

(MET)

Les observations réalisées en MET ont permis de mettre en évidence la présence des

protéines a-syn et AR 1-42 sous leur forme agrégée (Figure 49)
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Figure 49 : Fibrilles d’AB 1-42 et d’ a-syn observées en MET

La caractérisation des fibrilles est satisfaisante. Les protéines a-syn et AR 1-42 sont
repliées en feuillets B plissés. Elles peuvent donc étre employées pour réaliser les études de

binding sur filtres.

3.2.2. Evaluation de I’affinité du [*F]BF227 pour les fibrilles d’ a-syn et d’AB

1-42

Les études de binding in vitro évaluant Iaffinité du [®F]BF227 pour les fibrilles d’ a-
syn et AB 1-42 ont révélé une constante d’affinité pour Kd = 14,03 nM pour I’ a-syn avec un
intervalle de confiance a 95% compris entre -29,49 to 57,55 nM. Le Bmax a été estimé a
11,98 pmol/nmol d’a-syn avec un intervalle de confiance a 95% incluant des valeurs
comprise entre 2,490 to 21,47pmol/nmol d’a-syn. Concernant I'affinité du [*®F]BF227 pour
les fibrilles AB 1-42, I'analyse réalisée par régression non linéaire montre la présence de
deux sites de fixation avec un Kd=4,268 nM dont l'intervalle de confiance a 95% est défini

par les valeurs [0,0 to 844,0] et un Bmax1 = 0,05341 pmol/nmol d’ AB 1-42 avec un IC 95%
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compris entre -8,757 et 8,864 pmol/nmol d’ AB 1-42. Le site de liaison de basse affinité du
BF227 est représenté par un Kd, = 50,41 nM avec IC 95% = [-282,0 ; 382,8] et un Bmax,=
3,488 pmol/nmol d’ AB 1-42 avec IC 95% = [-2,361 ; 9,338].

La figure 50 représente les courbes de saturation de fixation spécifique du radiotraceur pour

les deux protéines étudiées.

Fixation spécifique

Fixation spécifique

o T T T T 1 T T 1
0 20 40 60 80 100 0 100 200 300

nM 18F-BF227 nM 18F-BF227

pmol 18F-BF227/nmol d'AB 1-42
pmol 18F-BF227/nmol d'alpha-syn

Figure 50 : Etude de binding du [*®F]BF227 sur fibrilles d’a-syn et d’AB 1-42

Les valeurs obtenues sont concordantes avec les données de la littérature [8]. Le
BF227 peut donc étre employé comme radiotraceur pour déterminer les valeurs des Ki de

nos douze molécules candidates.

3.4. Evaluation de I’affinité des molécules

L'affinité des douze molécules candidates pour I'a-syn et pour I'AB 1-42 ont été
évaluées. L’affinité du PIB et de la thioflavine ont également été testée. Le PIB a été employé
comme témoin positif car il présente une bonne affinité pour les fibrilles AR 1-42 (Kd = 4nM)
et pour I'a-syn (Kd = 4,16 nM) [312, 313]. La thioflavine T a été employée comme témoin

négatif car elle présente une faible affinité pour les fibrilles d’a-syn et d’Ap 1-42 avec des
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constantes d’affinité de I'ordre du micromolaire mais. Le tableau IV résume les valeurs de Ki

obtenues pour les douze molécules évaluées, le PIB et la thioflavine. La figure 51 présente

quelques exemples de courbes de compétition obtenues par déplacement du [*®F]BF227 par

les molécules a évaluer.

Ki a-syn (nM) | Ki high et low AB 1-42 (nM)
~0,0003899
ZW1 276,9
151,3
ZW?2 1972 Interruped
~ 0,04401
ZW3 0,0251
~ 0,002960
~718,6
ZW4 44,97
~ 40,25
W27 224 Interruped
135,9
ZW31 109,6
0,004068
~ 2.967
GG16 488.4
~ 58.71
NR
GG22 5951
97,38 to 2511
GG41 91,8 4089
1227
~ 1678
F2CBiYB 132
~ 63,82
~3,007e+023
F2CN 2554
4945
409,9
FASBiYB 263,8
PIB 2,182
NR
ThT 9920 -
31845

Tableau IV : Résultats de I’évaluation de I'affinité des molécules candidates comme traceur

de I'a-syn
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Figure 51 : Représentation des courbes de déplacement de la liaison du [**F]BF227 aux

fibrilles d’ a-syn et d’ AR 1-42 par le ZW31 et le F4SBiYB

Les premiers résultats montrent des molécules intéressantes comme le ZW3 qui
semble présenter une forte affinité pour I’ a-syn avec un Ki = 0,0251 nM mais
malheureusement [’affinité pour les fibrilles d’AB 1-42 est également importante (Ki; ~
0,04401 nM et Ki, ~ 0,002960 nM). ZW4 et GG41 présentent ensuite les valeurs de Ki les plus

faibles mais bien supérieures a 10 nM ce qui ne semble pas satisfaisant.
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4. Discussion et perspectives

Tout d’abord, cette étude a permis de mettre au point un outil nouveau dans notre
laboratoire pour évaluer I'affinité de molécules candidates comme radiotraceurs a
différentes cibles. Les résultats obtenus avec le [*®FJMPPF sont trés satisfaisants et
parfaitement reproductibles. Cette technique pourra désormais étre appliquée a d’autres
études.

Les premiers résultats de cette étude de déplacement pour évaluer I'affinité de ces
douze molécules ne semblent pas mettre en évidence de composé dont I'affinité pour les
fibrilles d’a-syn soit satisfaisante (Ki de I'ordre du nanomolaire) et ne présentant pas
d’affinité (ou alors faible) pour les fibrilles AR 1-42. Les résultats obtenus avec le PIB et la
thioflavine comme témoins positif et négatif sont satisfaisants car le Ki du PIB est trés porche
de la valeur décrite dans la littérature [312] et I'affinité de I'affinité de la thioflavine T pour
les deux protéines cibles est faible.

En reproduisant nos expériences, nous avons constaté que nous obtenions des
résultats tres disparates. Par exemple I'étude de déplacement réalisée 4 fois avec le ZW31 a
révélé 4 résultats tres différents pour les Ki avec les fibrilles d’a-syn (Ki=0,997; 109,6 ; 227,1
et 560,4 respectivement). Ce constat est le méme pour les fibrilles AR 1-42. De méme, si I'on
s'intéresse plus particulierement aux résultats obtenus dans I'étude de la liaison du
[*8F]BF227 aux fibrilles d’a-syn par compétition, on constate que les bornes de I'lC 95% des
Kd sont tres étendues. Ceci nous amene a une réflexion sur la validité de notre méthode
pour évaluer I'affinité de molécules pour les protéines présentant des structures en feuillets

B plissées.
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Nous savons qu’il existe un polymorphisme structurale d’agréation bien décrit dans la
littérature tout d’abord concernant les fibrilles AR 1-42 [314]. Ce phénoméne a ensuite été
décrit pour les fibrilles a-syn [42]. Ce phénomene conduit a la formation de plusieurs types
de fibrilles qui se distinguent en présentant des structures tridimensionnelles variables
(différences de repliements lors de la formation des feuillets B plissés) ainsi que des
structures quaternaires variables (lorsque les fibrilles s’imbriquent les unes aux autres). Ces
modifications de conformations pourraient donc entrainer I'existence de différents sites de
liaisons au niveau de ces fibrilles pour nos radiotraceurs. Nous avons pu constater par nous-
méme ce polymorphisme d’agrégation en observant des images MET tres différentes en
fonction du protocole d’agrégation de la protéine monomérique employé. Une modification
du pH, une modification du temps d’agrégation a conduit a la formation de fibrilles avec des
structures différentes. A I'avenir, nous aimerions explorer ce polymorphisme d’agrégation
afin d’obtenir des fibrilles dont la structure se rapprocherait le plus possible de celles
retrouvées chez les patients atteints de synucléinopathies. Chaque structure en feuillets 8
plissés possede des propriétés d’auto-réplication (a la maniere des différentes « souches »
de protéines prions. Récemment, une équipe a ainsi amplifié des fibrilles a partir d’'une
petite quantité de tissu de patients Alzheimer (agissant comme un germe) incubé avec une
large quantité de peptide amyloide recombinant non structuré [315]. Si le polymorphisme
des fibrilles est trés étudié d’'un point de vue structural, son influence sur la liaison des
radiotraceurs reste totalement inexplorée. Le fait de ne pas contréler ce polymorphisme au
cours de la formation de fibrilles rend ainsi le criblage « classique » peu prédictif de la liaison
in vivo. Nous proposons donc de développer une méthode de production d’agrégats au

polymorphisme contrdlé a partir de tissus humains.
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Ce phénoméne n’est pas observé lors de I'étude pharmacologique de liaison d’'un
radiotraceur a son récepteur. Reprenons le cas du [**FIMMPF qui nous a permis de valider
notre méthode. Le récepteur 5-HT;5 présente une structure constante avec une séquence en
acides aminés bien définie (figure ). Ainsi le nombre de sites ainsi que la conformation du
site de liaison de la molécule reste invariable si I'on utilise toujours le méme homogénat
cellulaire. Ceci pourrait expliquer que nos résultats étaient beaucoup satisfaisants dans nos

études de réceptologie contrairement aux études de binding sur filtres sur fibrilles.

Nous savons également que le [*®F]BF227 n’est pas le radiotraceur idéal de I'a-syn.
Comme discuté dans la partie précédente, le Kd de ce dernier est de 9,63 nM pour les
fibrilles et son affinité est discutable [316]. Le fait de ne pas disposer d’un radiotraceur
présentant une affinité satisfaisante pour les fibrilles ne permet pas d’évaluer de fagon

pertinente I'affinité des molécules candidates.

Le probléme du radiomarquage de ces douze molécules doit également étre évoqué.
En effet, des études préliminaires visant a étudier la séparabilité en HPLC de la molécule
fluorée de son précurseur en vue de son radiomarquage au “°F nous ont mis en difficulté.
Cependant, trés récemment, la molécule ZW27 a pu étre séparée de son précurseur avec
des temps de rétention satisfaisants. Ainsi, le radiomarquage de cette molécule a pu étre
réalisé et nous avons pu effectuer une étude de binding in vitro par saturation. Les résultats
n‘ont pas révélé d’affinité satisfaisante pour les fibrilles d’a-syn mais il semblerait que la
molécule présente une affinité pour les fibrilles AB 1-42 (Kd = 45,83 nM et Bmax = 10,57

pmol/nmol de fibrilles). Actuellement, des études supplémentaires sur le composé ZW31
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sont en cours et nous pourrions accéder assez rapidement a la molécule radiomarquée pour

évaluer son affinité.

Comme évoqué dans la partie précédente, la liaison du [®F]BF227 peut étre variable
en fonction du modele de I'étude : in vivo et in vitro mais également en fonctionnement de
la localisation des agrégats [8, 9, 316]. Il nous apparait alors urgent de mettre au point notre
technique d’évaluation de I'affinité des molécules in vitro sur des prélévements de cerveaux
de patients atteints de synucléinopathies afin d’estimer au mieux la capacité de liaison des

traceurs a leur cible telle qu’elle est présente en clinque.

En conclusion, cette étude nous a permis de mettre au point une nouvelle technique
dans notre laboratoire qui pourra étre utilisé dans la recherche et le développement de
radiotraceurs avec des cibles différentes de I’a-synucléine. A I’heure actuelle, aucune des
molécules candidates ne semble présenter une forte affinité pour les fibrilles d’a-syn mais
nous savons que notre méthode n’est pas assez robuste pour pouvoir définitivement exclure
ces traceurs. La prochaine e étape est d’évaluer ces molécules grace a des études post-

mortem chez des sujets atteints de synucléinopathies.
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PARTIE 3
ETUDE D'IMAGERIE FONCTIONNELLE
SUR MODELE ACCELERE DE
SYNUCLEINOPATHIES
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1. Objectifs

L’absence de radiotraceur des agrégats d’a-syn nous ont conduit a explorer le
systéme sérotoninergique ainsi que le métabolisme glucidique sur notre modéle animale
accéléré et donc a un stage précoce afin de mieux appréhender les mécanismes

physiopathologiques impliqués.
2. Matériels et méthodes
2.1. Etude d’imagerie fonctionnelle
2.1.1. Radiotraceurs
2.1.1.1. [*®F]FDG

Le FDG est obtenu par les laboratoires Avanced Accelerator Applications pour le

Gluscan®(Saint Genis Pouilly, France) et Cyclopharma pour le Glucotep® (Janneyrias, France).
2.1.1.2. [**F]MPPF

La radiosynthése du [*®FJMPPF a été décrite précédemment dans la partie
expérimentale, partie 2, chap 2.1.3. La pureté chimique et radiochimique ont été
déterminées par HPLC. Les valeurs étaient supérieures a 98%. L'activité spécifique du traceur
radioactif injecté était comprise entre 85.10° MBg/umole et 326.10° MBg/umol (soit 2,3 a

8,8 Ci/umol).
2.1.1.3. [*'c]DASB
Le [*'C]CO2 (dioxyde de carbone 11) gazeux, précurseur primaire produit par réaction

nucléaire 14 N (p,a) *'C a I'aide du cyclotron, est piégé sur tamis moléculaire a température
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ambiante, permettant une purification du flux entrant. Le ['C]CO2 est ensuite transféré de
la cible a 'automate de synthése Scansys® ou il est piégé et réduit en [*'Clméthane. L’iodure
de [*'C]méthyle est ensuite synthétisé a partir du [*'C]méthane. Un piégeage dans un milieu
contenant de I'azote liquide et de I’hélium est ensuite réalisé. Le mélange est ensuite distillé.
Une réaction de N-méthylation sur le précurseur MASB a I'aide de I'iodure de [*!C]méthyle
est réalisée a 100°C pendant 4 minutes (Figure 52). Une dilution automatique du milieu
réactionnel avec 2,5 mL de solvant HPLC est réalisé puis le mélange est transféré dans la
boucle d’injection pour étre injecté. Une étape de purification sur colonne HPLC Sunfire C18v
semi-préparative. La phase mobile est constituée d’'un mélange acétonitrile/tampon acétate
pH 5,2 et le débit est fixé a 4 mL/min. La détection du composé a lieu a 254 nm. Le [*'C]DASB
est ensuite collecté et purifié (le temps de rétention du composé est compris entre 8 et 12
minutes). Une dilution et une rétention est effectuée sur cartouche SepPak C18. Les solvants
HPLC sont éliminés grace a un ringcage avec de I'eau. Le radiotraceur est élué avec 1 mL
d’éthanol puis la cartouche est rincée avec 2 mL d’eau. Le produit est ensuite formulé dans
une solution aqueuse d’éthanol a 33% (3 mL). La solution est ensuite diluée avec du NaCl 0,9

% et filtrée sur filtre Millex MP 0,22 um.

NH, NH,
S 11GH,l, DMF S
=
CN 4 min., 100°C CN
_N.
T HsC™ 11CH,
MASB ["'C]DASB

Figure 52 : Schéma de la radiosynthese du [*'C]DASB
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La pureté chimique et radiochimique ont été déterminées par HPLC (Figure 53). Les
valeurs étaient supérieures a 95%. L'activité spécifique du traceur radioactif injecté était

comprise entre 23.10° MBg/umole et 122.10° MBg/pumol (soit 0,7 a 3,3 Ci/umol).
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Figure 53 : Contrdle qualité du [*'C]DASB

2.1.2. Animaux
L’étude d’imagerie a été réalisée sur le modele accéléré de synucléinopathies décrit
dans I'étude expérimentale, partie 1, chap 2.2. Ces souris étaient agées d’environ 5 mois.
Pour comparer notre modele animal, nous avons testé de souris de phénotype sauvage
C56BI/6J (WT) Charles River, L'Arbresle, France) et des souris C57BL/6S qui présentent une

délétion du locus a-syn (KO a-syn, Harlan, Gannat, France). Tous les animaux utilisés dans
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I’expérience ont été appariés pour I'age. Les conditions d’hébergement des animaux ont été

décrites précédemment (I'étude expérimentale, partie 1, chap 2.2)
Une analyse de détection de [I'a-synucléine a été réalisée par
d’'immunohistochimie en Western Blot.

Les caractéristiques des animaux étudiés sont résumées dans la figure 54.

Caractéristiques des souris [[*F]FDG)

TgMa3 Wild-type KO alpha-syn
MNo. 7 7 10
Age (mois) S5,00+0,00 525+049 4801042
Poids (g} 23,57 £1,31 23,16 £3,11 22,62 £1,56
Activité injectée (MBq) 7,09+231 687+150 7,57 +257

Caractéristiques des souris [[**F]MPPF)

TeMa3 Wild-type KO alpha-syn
Mo. 9 8 6
Age (mois) 5,44 £0,53 5,00 £1,07 5,00 £0,00
Poids (g 2287 274 23,00 £3,11 2363 £640
Activité injectée (MBqg) 749 +1,23 6,62+288 B16 £4,00

Caractéristiques des souris ([**C]DASBE)

TgMB3 Wild-type KO alpha-syn
Mo, 8 & ri
Age (mois) 563+0,52 517+0,98 5,14 +0,38
Poids (g) 24,16 £1,61 22,38 £2,37 2393 £2. 28
Activité injectée (MBqg) 8,62+1,70 9,52+3,13 38,83+3,08

Figure 54 : Caractéristiques des souris étudiées en imagerie fonctionnelle

technique
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2.1.3. Etude d’imagerie microTEP

Les images TEP ont été acquises en mode liste, en utilisant un scanner Siemens
INVEON PET/CT, avec une résolution nominale dans le plan de ~ 1,4 mm pleine largeur-a-mi-
hauteur dans le centre de la FOV. Les images ont été reconstruites avec I'atténuation et de
correction de dispersion par un algorithme de rétro-projection 3D-filtré (Hamming filtre; la
fréquence de coupure était de 0,5 cycles / pixel) et un zoom de 2. Cela a conduit a un volume
reconstitué de 159 tranches de 128 x 128 voxels, dans un cadre de délimitation de 49,7 x
49,7 x 126 mm, avec une taille de voxel 0,388 x 0,388 x 0,796 mm. Les images dynamiques
obtenues ont été analysés a |'aide du logiciel INVEON (IRW, Siemens). Les animaux ont été
anesthésiés en utilisant de l'isoflurane (4% 2% induction et la maintenance). La fréquence

respiratoire a été monitorée pendant toute |'expérience.

Pour 'analyse avec le [*®F]FDG, les souris ont été placées a jeun 12 heures avant le
début de I'examen. Une injection intra-péritonéale de 7,2 £ 2,2 MBq; min 3,5 - max 12,9
MBq est réalisée sur souris vigile et I'acquisition TEP débute une heure apres cette injection.
La durée de I'examen est de 20 minutes. La téte de souris a été placée dans le champ de
vision (FOV) de la caméra. Pour I'analyse avec les deux autres radiotraceurs, une veine
caudale a été cathétérisée au préalable et la souris a ensuite été installée sous la caméra
microTEP. Une injection directe de [18F]MPPF et de [*'C] DASB (7,9 + 2,9 MBg; min 3,6 - max
15,3 MBq et 9,0 £+ 2,5 MBq; min 3,9 - max 13,2 MBq respectivement) est réalisée. Une

acquisition en mode liste de 60 minutes est lancée immédiatement.

153



2.1.4. Etude d’imagerie microlRM

Le protocole décrit dans le chapitre Partie 2, 2.4.1. Imagerie microlRM est reproduit
a l'identique. Aucune différence anatomique n’est mise en évidence entre les trois groupes

de souris.

2.1.5. Analyse des résultats

Pour I'analyse des images obtenues avec le [*®F]FDG, les valeurs d'absorption de
radioactivité pour chaque ROl ont été exprimées en SUV.Le cortex temporal a été défini
comme région de référence car il s’agissait de la région hypofixante pour les trois groupes de
souris et les résultats ont ensuite exprimés en SUVR.

Pour le [*®F]MPPF et le |11C]DASB, les résultats ont été exprimés en BP (binding
potential). Le BP se détermine par la formule suivante décrite la méthode de Logan et al.
[317]:

BP = k3/k4 = f2konBmax/koff = f2 (Bmax/Kd)

Le cervelet comme a été défini comme région de référence.

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.0
Software. Les données sont présentées comme la moyenne  écart type de la moyenne
(SEM). L'analyse de variance (ANOVA), avec le test de Bonferroni pour les analyses
intermédiaires, a été réalisée. Les valeurs ont été considérées comme étant
significativement différentes pour les valeurs de p inférieures a 0,05 (* = p <0,05; ** =p

<0,01; *** = p <0,0001)
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2.2. Extraction et dosage de la sérotonine (5HT) et de I'acide 5-hydroxyindoleacetic
(HIAA) au niveau cérébral

Afin de mesurer les taux de sérotonine cérébrale ainsi que ceux de son métabolite le
HIAA, les souris ont été sacrifiées apres les études TEP et les cerveaux ont été traités comme
décrit précédemment. Des échantillons de tissus de cerveau (n = 5 pour chacun des trois
groupes) ont été pesés et homogénéisés par sonication dans de la glace (2 x 5 sec) dans un
tampon de lyse composé de Tris-HCI 50 mM, d'EDTA 1 mM et de Triton x 100%.
L'homogénat a été centrifugé a 14 500 rpm pendant 5 min a 4 ° C. Le surnageant, contenant
les protéines, est récupéré et recentrifugé a 13000 g pendant 10 minutes. Le jour de
I’analyse, une gamme étalon est réalisée a I'aide d’une solution de concentration connue de
sérotonine et de son métabolite le S5HIAA. Les dialysats ont été injectées dans un systéme
HPLC. Le systeme de chromatographie liquide pour détection électrochimique « ALEXYS 100
micro » est utilisé pour réaliser des analyses « 2d » en paralléle. L'injection simultanée,
réalisée sur 2 systémes, est effectuée par I'intermédiaire d’une vanne 10 voies. Le détecteur,
DECADE I, équipé de 2 cellules de détection, détecte les 2 signaux. Le systeme ANTEC
ALEXYS 100 est utilisé. La température du four est fixée a 35°C pour la détection et la
séparation. 10 pL de chaque échantillon est injecté dans le systeme. L'Intégration des aires
sous pics dans les chromatogrammes est effectuée par le logiciel ALEXYS. Pour le dosage de
la sérotonine, une cellule de détection VT-03 GC est employée (sensibilité 20 Pa/V) avec une
colonne ANTEC de 5 cm de long. La phase mobile se compose d’acide phosphorique 50 mM,
de KCI 8 M, de méthanol 10%, d’anhydride octenylsuccinique 500 mg/mL et d’EDTA 0,1
mM. Le pH de ce mélange est fixé a 6. Le débit est de 50 pL/min. Pour le dosage du

métabolite de la 5-HT, le 5HIAA, une cellule de détection VT-03 GC est employée (sensibilité
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200 Pa/V) avec une colonne ANTEC de 15 cm de long. La phase mobile se compose d’acide
phosphorique 50 mM, d’acide citrique 50 nM, de KCI 8 mM, de méthanol 10%, d’anhydride
octenylsuccinique 500 mg/mL et d’EDTA 0,1 mM. Le pH de ce mélange est fixé a 3,25. Le

débit est de 50 puL/min.

3. Résultats

3.1. Analyse immunohistochimique de I’a-synucléine

Les résultats des analyses en WB sur homogénats de cerveau révelent la présence
d’a-syn polymérique chez le modéle accéléré de souris TgM83 contrairement aux souris du

groupe WT et KO a-syn (Figure 55)
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Figure 55: Détection immunohistochimique de I'a-syn sous sa forme pathologique
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3.2. Etude d’imagerie microTEP

Les résultats obtenus en imagerie microTEP sont résumés dans les figures 56 a 58. On
observe un hypométabolisme du FDG dans I'hippocampe, le cortex frontal et le cortex
cingulaire de notre modeéle accéléré de synucléinopathies. Ces différences sont significatives
si I'on compare le modeéle et les souris KO ainsi que le modéle au phénotype sauvage. On
observe visuellement une réduction du métabolisme du FDG des souris WT en comparaison

avec les qouris KO mais ceci n’est pas significatif.

Ces mémes régions sont le siege d’'une hyper-expression des récepteurs 5-HT;4. Nous
observons des différences significatives en comparant souris TgM83 versus souris Ko et
TGMS83 versus souris WT. De la méme facon qu’avec le FDG, le niveau d’expression du
récepteur 5-HT1A du groupe WT semble intermédiaire entre le modeéle transgénique et les
souris KO mais cette différence n’est pas significative. Aucun différence d’expression du SERT

n’a été mise en évidence entre les trois groupes de souris.
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TgM83 (n=7) WT (n=7) KO a-syn (n=10)

Hippocampe 1,26 £ 0,09 1:35-FE 0 115 550] 30 ) ()1
Cortex cingulaire [ G )RR IS G ) S | S5 S EEN ) T
Cortex frontal 1,23 + 0,13 1,33 +0,14* 1,33 £ 0,10

* p<0,05
** n<0,01
*%% b < 0,0001

= EERGEE) WT (n=8) KO a-syn (n=6)

Hippocampe 0.96 +0.20 @54 +0.11%* 049 *0.11*
Cortex cingulaire 075 = 0.25 0.45 £0.13** 0.39 £ 0.14*
Cortex frontal 0.95 £ 0.29 0.65 £0.17 * 0.73 £0.19*

—
v'f:

* p<0,01 n,\\?
{

** 1 < 0,0001
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TgM83 (n=8) AN E)) KO a-syn (n=7)

Hippocampe 0,64 +0,20 0,47 £0,50 0,56 % 0,26
Cortex cingulaire 052 =0, 17 0,36 £0,52 0,44 £0,21
Cortex frontal 055 F 0), 157 0,31 £ 0,54 0,40 +£0,20

3.3. Dosage de la 5-HT et du 5HIAA cérébraux

Une augmentation de la concentration de sérotonines cérébrale est retrouvée dans
notre modele animal en comparaison aux souris WT et KO a-syn. Les valeurs respectives
étaient de 36,1 + 13,03 nM.L-1 versus 13,62 *+ 5,64 nM.L-1 chez des souris alpha-syn KO (* p
<0,05,) et de 15,7 + 6,5 nM.L-1 chez les souris WT. Aucune différence n’est observée en
comparant les souris KO a-syn et WT. Les concentrations cérébrales de HIAA mesurées
présentaient des valeurs de 358,5 + 55,5 nM.L-1 pour les souris transgéniques; 330,9 + 50,2
nM.L-1 pour les souris WT et 336,0 £+ 52,6 nM.L-1 pour les souris KO a-syn. Aucune
différence significative n'a été observée entre les trois groupes.

Une tendance a la diminution du ratio HIAA / 5HT a été observée chez les souris
TgM83 en comparaison aux deux autres groupes (a-syn et souris WT avec des valeurs
respectives de 11,2 £ 2,3 contre 34,4 + 19,9 et 42,4 £ 25,2. Ces données sont résumées sur la

figure 59.
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Figure 59 : Dosage de la 5HT cérébrale et de son métabolite HIAA
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4. Discussion et perspectives

N

A notre connaissance, cette étude constitue la premiére exploration de Ia
neurotransmission sérotoninergique et du métabolisme du glucose d'un modéle animal de
synucléinopathie. Rappelons que la TEP est une technique d’intérét majeur permettant
d’évaluer in vivo des processus physiologiques, biochimiques et d’explorer les systemes de
neurotransmission. L'un des principaux bénéfices de la microTEP est qu'il permet les mémes
expériences sur des rongeurs, des primates non humains, et les humains, permettant des
études longitudinales et en facilitant les traductions entre la recherche fondamentale et
clinique. Par exemple, la consommation cérébrale de glucose, mesurée par imagerie TEP au
[*|F]FDG, est actuellement utilisée pour |'évaluation de patients souffrant de maladies
neurodégénératives comme évoqué précédemment dans I'étude bibliographique, partie 3,
chap 1.1. D'une maniére translationnelle, I'application de cette technologie a un modele de
souris transgénique Alzheimer a révélé un hypométabolisme similaire a celui mis en

évidence chez 'Homme ce qui contribue a une meilleure compréhension des processus

neurodégénératifs [318, 319].

Dans notre étude, les données microTEP obtenues avec le [*®F]FDG ont révélé un
hypométabolisme précoce dans de nombreuses régions du cerveau comme I'hippocampe, le
cortex cingulaire, le cortex frontal et le cortex occipital du modéle animal de
synucléinopathies. Cette réduction du métabolisme du glucose pourrait expliquer une
déficience du comportement mais ce traceur métabolique ne permet pas l'identification des
événements moléculaires. Pour cette raison, nous avons choisi d'explorer Ia
neurotransmission sérotoninergique afin de mettre en évidence une relation plus étroite

avec l'expression prodromique de la neurodégénérescence comme par exemple, 'anxiété et
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les perturbations cognitives qui sont décrites sur le modele non accéléré [320]. L'étude des
récepteurs 5-HT;n est particulierement intéressante pour I'exploration des mécanismes
physiopathologiques des maladies neurodégénératives car ils sont fortement exprimés dans
les régions cérébrales connues pour jouer un réle dans la régulation des processus cognitifs
[134]. Plusieurs études de TEP ont décrit une réduction de I'expression des récepteurs 5-
HT1a dans le mésencéphale chez les patients parkinsoniens [258, 259]. Une autre étude a
révélé une densité des récepteurs 5-HT14 plus élevée dans le cortex temporal de patients
atteints de DCL et de MP présentant un comportement dépressif [261]. Dans notre modele
animal, nous avons observé une forte augmentation de la densité des récepteurs 5-HTa.
L'augmentation de la densité de ces récepteurs a déja été rapportée dans des études TEP
précliniques et cliniques antérieures explorant les processus neurodégénératifs a un stade
précoce. Par exemple, une surexpression des récepteurs 5-HT; évaluée avec le [*®*F]MPPF a
été décrite dans notre laboratoire sur un modele de rat injecté avec des peptides béta-
amyloides [321]. De la méme fagon, une augmentation de la densité de ces récepteurs est
observée dans la phase prodromique de patients atteints de MA avec le méme produit
radiopharmaceutique [322]. L'augmentation de la densité des récepteurs 5-HT;x peut étre
interprétée comme un éventuel mécanisme compensatoire survenant des les premiers
stades de la neurotoxicité provoquée par la surexpression des protéines agrégées
notamment ['a-syn. Cette surexpression de 5-HT;, doit étre mise en regard avec
I'augmentation significative de la 5-HT mesurée dans l'ensemble du cerveau de souris
TgM83. Une étude récente a montré une réduction des niveaux de sérotonine dans le tronc
cérébral de souris TgM83 non inoculées agées de 12 mois. La densité des fibres
sérotoninergiques dans le gyrus denté dorsal était significativement moins importante chez

les souris transgéniques en comparaison au groupe témoin [323]. Ces résultats sont
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contradictoires avec ceux de notre étude. Néanmoins, il est important de souligner que ces
observations ont été faites sur un modele de synucléinopathies a un stade avancé de la
maladie, contrairement a notre modele animal observé au stade précoce. Par conséquent,
nous pouvons proposer un mécanisme distinct impliqguant différemment Ia
neurotransmission de la sérotonine en fonction du stade de la maladie. Au début de la
maladie, au stade ol se développe la surexpression de I'a-syn, il existe une hypersécrétion
de la sérotonine qui précede un processus neurodégénératif avec une diminution secondaire

de la concentration de 5-HT et une possible diminution de la densité des récepteurs 5-HTa.

La mesure de la densité du transporteur SERT est en accord avec cette hypotheése.
Nous n’avons observé aucune différence de fixation du [*'C]DASB dans notre modéle
accéléré de synucléinopathie en comparaison aux groupes WT et KO a-syn. La densité de
SERT peut étre considérée comme un marqueur de la distribution de la sérotonine
neuronale [ref], nous pouvons donc supposer qu’a ce stage précoce de synucléinopathie, il
n’existe pas de véritable phénomene de neurodégénérescence. Ce phénomene débute avec
la destruction des neurones du systéme sérotoninergique. Les résultats in vitro publiés par
d’autres équipes étaient similaires : deux études rapportent une densité inchangée du SERT
chez les souris A53T [323, 324]

L’exploration de la neurogenése dans notre modele accéléré de synucléinopathie
serait trés intéressante. La neurogenese a été évaluée chez des souris TgM83 non inoculées
agées de 4-5 mois (age correspondant a un stade précoce de la maladie). Une réduction de
neurogenese a été observée principalement dans I'hippocampe [325]. De fagon intéressante,
il a été montré qu’un traitement par fluoxétine avait rétabli le déficit prolifératif des cellules

de I'hippocampe [256], mettant en évidence le lien entre la neurotransmission de la
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sérotonine surexprimée et la neurogenése durant les premiers stades du processus
neurodégénératif. La figure évoque les hypothéses d’explication des désordres du

métabolisme sérotoninergique et du métabolisme glucidique dans les synucléinopathies.

"\ Métabolisme du FDG PATHOLOGIE NEURODEGENERATIVE

* Récepteur 5-HT,,
__ MECANISME COMPENSATOIRE ?
/" [5HT] cérébrale

— SERT TROUBLE FONCTIONNEL ?

Fibrilles

Figure 60 : Hypotheses de projection

En conclusion, cette étude fournit des preuves de I'implication de systeme
sérotoninergique dans la physiopathologie de synucléinopathies, en particulier au cours de
ses premiers stades avant l'expression clinique de la maladie. La réactivité du systeme
sérotoninergique pourrait étre proposée comme une fenétre thérapeutique pour le
traitement spécifique des troubles cliniques précoces. De fagon complémentaire, nos
résultats soulignent l'intérét de la TEP dans la neuro-imagerie in vivo pour l'exploration des

systémes de neurotransmission.
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Cette étude ouvre également de nouvelles pistes de recherche comme I'exploration
de la neurotransmission dopaminergique a un stage précoce de la pathologie. En effet, nous
savons que le systéme dopaminergique est profondément altéré chez les sujets atteints de
synucléinopathies. L’exploration des phénomeénes de neurogenése a un stade précoce
constitue également une piste d’exploration intéressante. Il ne faut cependant pas oublier
gue ces études réalisées chez I'animal devront étre mise en regard des données observées
en clinique car aucun modeéle animal n’est capable a I'heure actuelle de reproduire tous les

phénomeénes physiopathologiques présents chez 'Homme.
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CONCLUSION GENERALE

Les maladies neurodégénératives sont de nos jours un sujet de santé publique
majeur ayant un impact économique et humain destiné a croitre avec le vieillissement de Ia
population. La maladie de Parkinson, la démence a corps de Lewy et l'atrophie
multisystématisée font partie d'une famille de maladies neurodégénératives liées a
I'accumulation pathologique d’une protéine : I'a-synucléine (a-syn), appelées les
synucléinopathies. Actuellement, il n'existe aucune méthode de diagnostic formel du vivant
du patient. A ce jour, le diagnostic de certitude n'est établi que sur des études post-mortem
histopathologiques. Le chevauchement clinique considérable des synucléinopathies
nécessite de développer des biomarqueurs qui permettraient de réaliser un diagnostic
précoce des patients afin de comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués
dans les synucléinopathies et qui constitueraient une aide indispensable au développement

de nouvelles thérapies.

Les travaux effectués au cours de cette thése se sont articulés en trois axes distincts
partageant un objectif commun, le développement de nouveaux radiotraceurs TEP
appliqguées au diagnostic et a I'exploration des mécanismes physiopathologiques des

synucléinopathies.

Dans une premiére partie, nous avons caractérisé et validé un modéle murin de
synucléinopathies pour I'imagerie TEP. Nous avons également conclu que le [*®F]BF227 ne
pouvait étre employé comme radiotraceur des agrégats d’a-syn exprimés au niveau du tronc

cérébral et de I'hippocampe de ces souris.
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La seconde partie a permis la mise au point d’une nouvelle technique d’évaluation de
I’affinité de molécules (radiomarquées ou non) pour une cible donné. Ainsi, douze ligands
froids ont pu étre testés sur fibrilles d’a-syn et AR 1-42. Actuellement, aucun composé ne
semble présenter les criteres pour étre un radiotraceur idéal des synucléinopathies mais
nous avons identifié les limites de notre méthodologie de notre étude sur protéines

agrégées in vitro.

Enfin, la troisieme et derniere partie de ce travail a mis en évidence un
hypométabolisme glucidique ainsi qu’une surexpression des récepteurs 5-HT;, grace a une
étude d’imagerie microTEP sur le modéle murin de synucléinopathies évalué a un stade
précoce de la pathologie. Ces résultats nous ont amenés a une réflexion sur les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les synucléinopathies. On observe une hyperactivation
des voies sérotoninergiques a un stade précoce de la maladie alors que des études réalisés

chez ’lhomme a un stade avance avaient montrés des résultats inverses.

Au final, cette étude a montré l'intérét et les limites de I'utilisation I'imagerie TEP et
des modeéles animaux pour le développement d’un nouveau radiotraceur des
synucléinopathies ainsi que pour I'exploration des mécanismes physiopathologiques
impliqués dans ces pathologies. Les travaux seront poursuivis dans notre laboratoire pour
continuer a explorer le modele animal notamment sur le plan de la neurogenése et de
I’étude de la neurotransmission dopaminergique. Les molécules candidates synthétisées
seront explorées grace a des études post-mortem sur patients atteints de synucléinopathies.

De nouvelles études en chimie seront réalisées afin de permettre un radiomarquage des
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ligands ayant présenté des résultats intéressants in vitro. Ces molécules pourront ensuite
étre évaluées in vivo grace a la réalisation d’études microTEP sur le modele murin. Si les

résultats sont satisfaisants, une étude clinique first-in-man pourrait étre réalisée.
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