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Titre : Apport de I’imagerie TEP TSPO dans un modéle d’épilepsie mésio-temporale chez la souris
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Résumé: Le modele induit par injection
unilatérale intrahippocampique d’acide kainique
chez la souris présente de grandes analogies
avec D’épilepsie mésio-temporale (EMT) chez
I’homme  caractérisée par la  période
d’épileptogéneése et par une  sclérose
hippocampique (SH) typique.

De récents travaux ex vivo ont révélé 1’existence
de processus neuroinflammatoires au niveau de
la SH chez des patients épileptiques et dans des
modeles animaux. La protéine translocatrice de
18kDa (TSPO), la plus étudiée actuellement au
moyen de différents traceurs, est considérée
comme une cible de référence pour visualiser et
quantifier la neuroinflammation.

Ma thése a donc eu pour objectif de déterminer
I’évolution de I’expression de TSPO au cours de
la constitution de la SH a 1’aide de la
Tomographie par émission de positons (TEP) au

"SE-DPA-714 dans une étude longitudinale chez
ce modele d’EMT, et a identifier son origine a
partir d’analyses d’immunohistofluorescence.
Nous avons démontré la faisabilit¢ de la TEP
pour suivre in vivo le processus inflammatoire
méme dans de petites structures cérébrales a la
fois par la mesure locale du pourcentage
d’activité injectée et par 1I’estimation du volume
de distribution.

Le signal maximum a été observé durant
1’épileptogénése et correspondait aux microglies
activées puis il diminuait mais persistait lorsque
la SH était bien établie, et était alors
principalement li€¢ aux astrocytes activés.

Nos principaux résultats ont permis d’identifier
les phases pendant lesquelles de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant différentes
composants de la  neuroinflammation
mériteraient d’étre étudiés.

Title : Role of TSPO PET imaging in a mouse model of mesial temporal lobe epilepsy

Keywords : TSPO, '*F-DPA-714, mesial temporal lobe epilepsy, animal model, neuroinflammation

Abstract: The model induced by unilateral
injection of kainic acid is considered as the best
reliable model for the mesial temporal lobe

epilepsy (MTLE) and reproduces the
epileptogenesis and the typical hippocampal
sclerosis (HS).

Recent ex vivo studies have revealed the
existence of neuroinflammation in the HS of
epileptic patients and animal models. The
18kDa translocator protein (TSPO), which is
currently the most widely studied with various
radiotracers, is considered as a reference target

to visualize and quantify the
neuroinflammation.
In that context, my thesis focused on

determining the evolution of TSPO during the
constitution of HS using '“F-DPA-714
positrons emission tomography (PET) in a
longitudinal study in this mouse model, and to

identify its origin from
immunohistofluorescence analysis.

We demonstrated the feasibility of PET to
monitor in vivo the inflammatory process even
in small cerebral structures both by the local
measurement of the percent injected dose or by
the measurement of the volume of distribution.
The peak signal was found during the
epileptogenesis and corresponded to activated
microglia, and then this signal decreased but
persisted after the HS was well established, and
mainly originated from activated astrocytes
during this period.

Our main results allowed us to identify
different phases during which potential anti-
epileptic ~ treatment  targeting  different
components of neuroinflammation could be
investigated.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France
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Introduction générale

L’épilepsie est une affection neurologique chronique qui se caractérise par la répétition des
crises épileptiques. L’épilepsie mésiotemporale (EMT) est la forme la plus fréquente et la plus
¢tudiée du syndrome d’épilepsie focale dont les crises prennent naissance au sein des structures

temporales internes.

L’EMT est caractérisée par une histoire naturelle spécifique qui commence par une agression
cérébrale initiale suivie d’une période silencieuse (sans crise) pendant laquelle un processus dit
d’épileptogénese transforme du « cerveau sain » en « cerveau épileptique » caractérisé¢ par la
réapparition des crises épileptiques récurrentes et spontanées (ictogenése). Ces crises sont

pharmacorésistantes.

La sclérose hippocampique (SH) est une Iésion caractéristique de I’EMT. La SH est
caractérisée par une perte neuronale au niveau de la corne d’Ammon, toujours associée a une
astrogliose importante. Dans la prise en charge de ’EMT en routine clinique, I'IRM reste la
technique de référence pour diagnostiquer la SH. La TEP au 'F-FDG interictale a une haute
sensibilité pour localiser la zone épileptogeéne. Le bilan d’imagerie préopératoire permet de définir
la zone responsable des crises a opérer pour obtenir environ 80% de guérisons post-opératoires avec

suppression compléte des crises.

Cependant, le role précis des structures mésio-temporales dans la genése des crises et la
signification physiopathologique de la SH restent des sujets controversés. Des modéles animaux
sont précieux pour étudier des mécanismes physiopathologiques impliqués dans I’épileptogénese et

I’ictogénese dans ’EMT.

De récents travaux in vitro et ex vivo ont révélé I’existence de processus
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neuroinflammatoires au niveau de la SH chez des patients épileptiques et dans des modeles
animaux. La protéine TSPO, la plus étudiée actuellement au moyen de différents traceurs, est

considérée comme une cible de référence pour visualiser et quantifier la neuroinflammation.

Chez I’homme, 1’imagerie de TSPO peut visualiser la neuroinflammation au niveau de la SH
ainsi que dans des zones extrahippocampiques chez des patients atteints d’EMT. En recherche
préclinique, 1’imagerie de la TSPO a démontré un signal élevé dans 1’ensemble du systéme
limbique dans la période d’épileptogénése mais ce signal revient a 1’état basal a la période

d’ictogénéese chez des modeles du rat.

Ces modeles du rat reproduisent globalement bien la période d’épileptogénése mais aucun
modele ne reproduit correctement la répétition de crises spontanées sans généralisation (ictogénese),
ou les 1ésions neuronales limitées a 1’hippocampe, caractéristiques de la SH, retrouvées chez

I’homme.

Dans ma thése, nous avons donc utilisé¢ le modéle d’EMT chez la souris induit par injection
intrahippocampique d’acide kainique (AK). En effet, ce modéle a été validé par plusieurs équipes
comme pouvant présenter de grandes analogies avec la pathologie humaine pendant la période
d’épileptogénese et la période d’ictogénése avec une SH typique et reproductible. La petite taille du
cerveau de la souris explique probablement qu’aucune étude d’imagerie n’ait été encore été réalisée

chez ce modéle malgré son intérét potentiel.

Ma thése a donc eu pour principal objectif de déterminer 1’évolution de I’expression de TSPO
au cours de la constitution de la SH a l’aide de la TEP au '“F-DPA-714 dans une étude
longditudinale chez ce modele d’EMT, et a identifier son origine a partir d’analyses

d’immunohistofluorescence.



Le présent document comprend quatre chapitres. Le chapitre I est consacré a une
introduction bibliographique des concepts utilisés et du cadre scientifique concernant 1’imagerie en
¢épilepsie du lobe temporal avec sclérose hippocampique. Ce chapitre se termine par une
présentation des objectifs spécifiques de ma thése. Ensuite, le chapitre II présente la mise au point
des protocoles d’imagerie TEP au '*F-DPA-714 et d’induction du modéle d’EMT chez la souris.
C’est sur cette base que nous avons ensuite réalisé une étude longitudinale pour comprendre le role
de la neuroinflammation dans la constitution de la sclérose hippocampique présentée dans le
chapitre III. Enfin, le chapitre IV présente les défis spécifiques rencontrés pour la modélisation
cinétique associée a la TEP au '"F-DPA-714 ciblant la TSPO chez la souris, et les résultats

préliminaires obtenus dans le cadre d’études dédiées a cette modélisation.



Chapitre 1. Imagerie en épilepsie du lobe temporal avec sclérose hippocampique

L’épilepsie est une affection neurologique chronique qui se caractérise par la répétition des
crises épileptiques. Elle touche entre 1 et 2% de la population mondiale, peu importe son age, sa
race, sa classe sociale ou sa nationalité. L’incidence de 1’épilepsie est évaluée dans les pays
développés entre 45 et 50 cas pour 100 000 habitants, et est plus importante chez les enfants et chez
les personnes agées (OMS 2017). En France, 1’épilepsie est le second trouble neurologique le plus
répandu apres la migraine, concernant environ 0,7% de la population (Loiseau ef al. 1990a, Loiseau
et al. 1990b). Approximativement 60% des patients €pileptiques présentent une épilepsie partielle,
dont I’origine est le plus souvent localisée dans le lobe temporal. Chez environ 40% des patients
adultes avec une épilepsie du lobe temporal, les crises vont persister malgré les différents
traitements antiépileptiques disponibles. L’épilepsie constitue donc un vrai probléme de santé

publique (Kwan & Brodie 2002).

Ce chapitre consacré a un état de D’art bibliographique introduit les concepts utilisés en
épilepsie et décrit le role de I’imagerie en routine et en recherche. Une présentation générale du
processus neuroinflammatoire impliqué en 1’épilepsie y figure, ainsi que les techniques d’imagerie
ciblant les différentes composantes de ce processus. Le chapitre se termine par un état de 1’art

concernant I’imagerie de la protéine translocatrice TSPO en épilepsie.

1. Définition de I’épilepsie et de I’épilepsie du lobe temporal avec sclérose
hippocampique
1.1. Définitions générales

Le cerveau est le centre de régulation et de communication de 1’organisme. Il est constitué de
tissu nerveux essentiellement composé de neurones. Ce sont des cellules qui, au moyen de signaux

¢lectriques, géneérent les informations conditionnant la plupart des fonctions du corps. Dans les



circuits neuronaux sains, les mécanismes excitateurs et inhibiteurs se contrebalancent en

permanence.

La crise épileptique peut survenir dés qu’une agression rompt cet équilibre instable dans un
circuit qui échappe alors aux systéemes physiologiques de contrdle. Elle se traduit par un ensemble
de symptomes neurologiques (cliniques et ¢électrophysiologiques), soudains, inappropriés et
transitoires. Une crise accidentelle et unique ne constitue pas une authentique épilepsie et est

considérée comme un symptdme neurologique potentiellement d’une autre affection.

L’état de mal (le status epilepticus) est défini comme une crise épileptique non controlée
qui persiste assez longtemps, ou qui est répétée assez fréquemment, pour ne pas permettre de
récupération entre les épisodes. La durée de 30 min a d’abord été considérée comme un minimum.
Une définition plus opérationnelle a réduit la durée seuil a 5 min (Lowenstein et al. 1999) afin de
permettre une prise en charge rapide des patients en raison de la morbidité associée a cet état

clinique.

L’épilepsie correspond a la répétition des crises €pileptiques, dont les symptomes varient
selon les zones cérébrales atteintes. Les divers symptomes sont classés et regroupés par (i) les
caractéristiques des crises (sémiologie clinique et EEG, rythme, facteurs favorisants), (ii) 1’état
intercritique (symptomes neurologiques et neuropsychologiques, anomalies EEG de veille et de
sommeil), (iii) les lésions sous-jacentes (données neuroradiologiques ou anatomiques) et (iv)
I’histoire naturelle (age de début, profil évolutif) pour donner la notion du syndrome épileptique.
Un syndrome est un état ou il existe un ensemble de signes et de symptomes qui vont souvent de
pair, mais dont la cause est inconnue. A 1’inverse, une maladie épileptique est un état qui a une
cause connue et est caractérisée par des marqueurs biologiques spécifiques qui témoignent des

mécanismes physiopathologiques fondamentaux qui la sous-tendent, et non par son apparence



clinique, EEG ou neuroradiologique. A I’heure actuelle, le nombre d’entités correspondant a cette
définition reste limité, mais il augmente rapidement grace aux progres des neurosciences et en

particulier de la génétique.

Dans un premier temps, les différents syndromes épileptiques ont été classés par la
Commission de Classification et de Terminologie de la Ligue Internationale Contre 1’Epilepsie
(LICE) en 1989 en deux principaux groupes :

e les épilepsies généralisées avec les crises impliquant d’emblée des aires étendues corticales
et sous-corticales des deux hémispheéres cérébraux.

e les épilepsies focales avec les crises prenant naissance dans une portion limitée du cortex

d’un hémisphére cérébral.

Les caractéristiques des crises de deux principaux groupes sont résumées dans la figure I-1-1.

Crises Généralisées Crises Focales Inconnues
impliquant rapidement des réseaux impliquant des réseaux limités = Données insuffisantes pour
bilatéraux a un seul hémisphére classer les crises comme

focales ou généralisées

Tonico- I Absences ” Cloniques " Toniques I I Atoniques I Myocloniques Caractérisées par un ou - Spasmes épileptiques
Cloniques - Myocloniques plusieurs symptomes: - Autres
- Myoclonno- Aura
atoniques Moteurs
| | | - Myoclono-toniques Végétatifs

| Typiques I Absence avec symptomes |Atypiques I Cons‘cience./Répon’se’éla
stimulation: altérée

particuliers iz ! )
- Absences myocloniques (dyscognitive) ou préservée

- Myoclonies palpébrales

T
1
Peut évoluer vers \l/

I Crise bilatérale convulsive I

Figure I-1-1. Classification des crises épileptiques (Berg et al. 2010).

Les différents syndromes épileptiques sont ainsi subdivisés étiologiquement en épilepsies
idiopathiques et épilepsies symptomatiques. Les ¢épilepsies idiopathiques sont définies comme
des atteintes n’ayant pas d’autre cause sous-jacente qu’une prédisposition héréditaire. En revanche,

les épilepsies symptomatiques sont caractérisées par une atteinte cérébrale, acquise ou clairement



identifiable, considérée comme la cause de la maladie. Lorsque les épilepsies sont présumées
symptomatiques mais que 1’étiologie précise n’a pas encore ¢été identifiée, on parle alors

d’épilepsies cryptogéniques.

L’avancement des technologies d’imagerie a conduit a une révision de la classification par la
LICE en 2010. Dans cette nouvelle classification, les épilepsies focales symptomatiques sont
désormais appelées épilepsies focales structurelles métaboliques. Il s’agit soit d’une étiologie
structurelle telle que des malformations du développement cortical diffuse ou focale (dysplasie
corticale focale), des tumeurs ou des séquelles vasculaires ou post-traumatiques, soit d’ une étiologie
métabolique telle que des maladies mitochondriales ou des maladies affectant le métabolisme
glucidique ou lipidique, soit des deux comme la sclérose de I’hippocampe. Ces changements

majeurs de la terminologie sont résumés dans la figure I-1-2.

Génétique: | ‘anomalie génétique contribue directement & 1" épilepsie et Canalopathies, Déficit en GLUT-1, Idiopathique: présumé génétique

les crises épileptiques sont le principal symptdme de f'nfr«mm ete

Structurelle-métabolique: en relation avec une anomalie structurelle ou Sclérose tubéreuse, malf f Symp tique: secondaire a une anomalie ou lésion connu du
métabolique du cerveau corticales, etc cerveau

Inconnue; o cause est inconnue et peut étre genetique, structurelle ou Cryptogénique: presumé symptomatique
métaboligue 4

Auto-Limité: tendance a se résoudre .\j’..‘t':.‘lf(lﬂ!‘rlrf'rlf avec le temps Benigne

Phar ible: probabilité élévée d " étre controlée par le traitement Catastrophique

Crises Focales: décrites par les symptomes subjectisf (aura), moteurs, végétatifs et Partielle Complexe

dyscognitifs Partielle Simple

Evoluant vers une crise convulsive bilatérale: p.ex tonique, clonique, tonico-clonique Secondairement généralisée

Figure I-1-2. Changements majeurs de la terminologie et des concepts (Berg et al. 2010).

1.2. Epilepsie du lobe temporal (ELT) et épilepsie mésiotemporale (EMT)
L’épilepsie du lobe temporal (ELT) fait partie des formes les plus fréquemment
diagnostiquées chez I’adulte. Elle est classée comme un syndrome d’épilepsie focale dont les crises

prennent naissance au sein des structures temporales, certaines étant néocorticales, d’autres naissant



au niveau de I’hippocampe. Quand ce dernier présente un aspect lésionnel caractéristique, il s’agit
d’une épilepsie mésiotemporale (EMT). C’est la forme la plus fréquente et la mieux étudiée des

¢épilepsies temporales.

Epidémiologie. Dans la mesure ou ce syndrome n’a été individualisé précisément que
récemment, et que seules les formes chirurgicales pharmacorésistantes sont recensées, les données
épidémiologiques restent limitées. Elles ne reposent actuellement que sur une approximation. Dans
le bilan préopératoire chez les patients d’ELT pharmacorésistantes, 70% ont une atrophie
hippocampique détectée a ’IRM (Bernasconi 2006). Chez les patients opérés, 70% ont ¢galement
une sclérose hippocampique (de Lanerolle et al. 1992). Ainsi, ’EMT constitue probablement la plus

grande partie de I’ELT.

Histoire naturelle spécifique. Environ 70 a 80% des patients présentant une EMT ont une
histoire clinique similaire, débutant dans la premicre enfance ou rarement plus tardivement (80%
des cas avant 4 ans, 20% des cas apres 4 ans) par la survenue d’un épisode aigu initial jouant le role
de facteur déclenchant. Ces agressions peuvent étre des états de mal épileptiques, des traumatismes
craniens, des épisodes infectieux sans crise, des troubles métaboliques, des souffrances anoxiques
ou ischémiques, etc (Cendes et al. 1993).

L’événement déclenchant est suivi par une période de latence, dite silencieuse, qui dure
plusieurs années. Durant cette période, méme silencieuse, un processus dit d’épileptogenése
transforme le « cerveau sain » en « cerveau €pileptique » caractérisé par la réapparition des crises
¢épileptiques récurrentes et spontanées (ictogenése). Les premiéres crises typiques apparaissent
classiquement vers la fin de la premic¢re décennie. Dans un premier temps, elles peuvent étre
contrlées par les médicaments antiépileptiques classiques, mais un échappement se produit apres
quelques années, a 1’adolescence, ou parfois au début de 1’age adulte. Les crises deviennent alors

réfractaires aux thérapeutiques pharmacologiques (Engel 1997b).



Crises caractéristiques (Engel 1997a). Elles sont focales, et les crises secondairement
généralisées sont peu fréquentes. Elles sont fréquemment précédées par les auras: sensation
¢pigastrique ascendante, avec souvent des symptomes autonomes, psychiques ou émotionnels
(peur), et des sensations olfactives ou gustatives durant plusieurs secondes. Ensuite, les crises
débutent par un arrét de I’activité en cours avec fixité du regard, automatismes oroalimentaires ou
complexes et prise de posture controlatérale a la décharge pendant 1 a 2 minutes. Les crises sont
suivies d’un dysfonctionnement postcritique souvent prolongé, associant confusion, désorientation,

troubles mnésiques et parfois troubles aphasiques.

Signes EEG. Les anomalies intercritiques (entre des crises) sont évocatrices avec des
pointes temporales antérieures unilatérales ou bilatérales indépendantes. Elles présentent
d’éventuelles activités lentes temporales continues ou intermittentes. L’aspect EEG critique le plus
typique au cours des crises consiste en une activité théta rythmique de 5 a 7c/s, d’amplitude

maximale dans les dérivations temporo-basales (Engel 1997a).

Profils neuropsychologique et psychiatrique. Les patients chez qui ’EMT évolue depuis
des dizaines d’années présentent certains troubles de la personnalité et du comportement
(irritabilité, intolérance au stress, hypergraphisme, hyposexualité, altération de la perception de soi,

etc.) Dépressions et psychoses schizoides ont été rapportées (Engel 1997b).

Sclérose hippocampique (SH). La SH correspond a 1’aspect Iésionnel typique de ’EMT qui
se caractérise par une perte sévere des cellules pyramidales et une gliose réactionnelle (Blumcke et
al. 2013) (Figure I-1-3). Cette 1ésion est unilatérale dans 80% des cas et sera décrite en détail dans

la partie 3.2 de ce chapitre, concernant la neuroinflammation et la sclérose hippocampique.



Figure I-1-3. Illustration d’un hippocampe normal et d’un hippocampe sclérotique (Blumcke
et al. 2013). A droite, I’image montre une sclérose hippocampique typique avec une perte neuronale
importante, prédominante au niveau de la couche CA4 et CA1 (fleches rouges), par rapport a un
hippocampe normal a gauche. Immunohistochimie avec antiNeuN (signal neuronal) et la contre-

coloration avec crésyl violet.

Imagerie. L’IRM est certainement a 1’heure actuelle I’examen morphologique le plus sensible
et le plus spécifique pour visualiser une sclérose hippocampique. La TEP au FDG apparait comme
la méthode d’imagerie fonctionnelle la plus sensible pour délimiter la zone épileptogéne (ZE) en
dehors des crises. Le role de I'imagerie dans ’EMT sera décrit en détail dans la partie suivante

(partie 2) de ce chapitre.

En résumé, ce travail de theése s’intéresse plus précisément a I’épilepsie mésiotemporale

(EMT), la forme particuliere la plus fréquente d’épilepsie focale dont la place est illustrée dans la

figure I-1-4.
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Crises épileptiques

Crises généralisées Crises focales

Epilepsie du lobe p
BREH IAutres néocortex
temporal

Epilepsie
mésiotemporale

Figure I-1-4. Place de I’épilepsie mésiotemporale dans les syndromes épileptiques.

2. Role de ’imagerie cérébrale dans PEMT

En dehors de ’EEG, les méthodes modernes d’imagerie cérébrale ont un impact important
dans le diagnostic et la décision thérapeutique chez des patients atteints d’épilepsies. De
nombreuses données anatomiques et fonctionnelles peuvent étre actuellement obtenues au moyen
de différentes techniques d'imagerie cérébrale. Ainsi, les cas dits idiopathiques, qui représentaient
76% des cas entre les années 1940 et 1980 (la période sans imagerie IRM) liés a une forte sous-
estimation des causes, sont maintenant fréquemment reclassés comme étiologiques.

Les techniques d’imagerie cérébrale dans I’EMT en routine clinique peuvent se diviser en
deux groupes principaux : techniques de résonance magnétique nucléaire dont 1’imagerie par
résonance magnétique (IRM) est la technique de choix pour la détection de la SH (Cendes et al.
2016) et techniques nucléaires parmi lesquelles la tomographie par émission de positons au '*FDG
est une des méthodes complémentaires a 1’imagerie morphologique permettant de localiser la ZE
dans le bilan préopératoire. Les techniques nucléaires, dites d’imagerie moléculaire, jouent un role

important dans les recherches cliniques et translationnelles (Goffin et al. 2008).
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2.1. Techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN)

2.1.1. L’imagerie de résonance magnétique (IRM)

Principes de formation d’une image en IRM. Elle consiste a observer les tissus biologiques
grace aux propriétés magnétiques de I’un de leurs constituants majoritaires, le noyau d’hydrogeéne.

Le principe général est de placer ces noyaux d’hydrogeénes (patients) dans un champ
magnétique (tunnel aimant): ceci induit une aimantation macroscopique. L’excitation de ces
noyaux par une onde électromagnétique de fréquence appropriée fait basculer cette aimantation qui
se met alors a tourner et a émettre elle-méme une onde électromagnétique en retournant a 1’état
d’équilibre: c’est le signal RMN qu’on peut alors enregistrer.

L’IRM est obtenue a partir d’un enregistrement des signaux RMN dans différents plans

orthogonaux avec contrastes différents dépendant des séquences d’acquisition utilisées.

Plan anatomique. Les coupes coronales sont obligatoires et correspondent au plan
perpendiculaire au grand axe de I’hippocampe, plan identifi¢ par une image sagittale de repérage
(scout 1image) pour visualiser [D’intégralit¢é du lobe temporal et les informations
amygdalohippocampiques. L’épaisseur de coupe doit étre fine (idéalement inférieur & 3mm) pour

visualiser différentes portions de I’anatomie hippocampique.

Séquence d’acquisition. La séquence pondérée en TI1, notamment avec inversion-
récupération, est recommandée pour évaluer le volume, la forme et la partiec interne de
I’hippocampe. La séquence pondérée en T2 ou la séquence FLAIR (suppression du signal des
liquides) est utilisée pour accéder a I’intensité du signal.

De nombreuses études ont montré que I’IRM est actuellement I’examen le plus sensible et le
plus spécifique pour détecter une SH (Cascino et al. 1991), (Duncan 1997), (Cendes et al. 2016).
Classiquement, la SH se définit comme une atrophie sur les coupes pondérées en T1, une

diminution de I’intensité du signal et une désorganisation de la partie interne de 1’hippocampe en
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mode inversion-récupération et une augmentation de I’intensité du signal sur les coupes pondérées
en T2 ou FLAIR (figure I-2-1). L’IRM peut ainsi distinguer pratiquement ’ELT en EMT et

¢épilepsie extrahippocampique.

Figure I-2-1. IRM d’une SH gauche avec atrophie et désorganisation interne (fléche) en
pondération T1 avec inversion-récupération (A) et hypersignal (fléche) en FLAIR (B) (Cendes et al.

2016).

L’analyse visuelle par un ceil entrainé est suffisante dans les cas ou [’asymétrie
interhippocampique atteint au moins 20% (Labate et a/. 2010). En dega, seule la quantification par
mesures volumétriques peut identifier 1’anomalie. Des mesures de temps de relaxation T2
contribuent également a une augmentation de la sensibilité et de la spécificité dans la détection de la

SH (Coan et al. 2014).

2.1.2. L’imagerie de résonance magnétique fonctionnelle (IRMf)

L’IRMf est obtenue a partir d’'une séquence d’acquisition particuliere (BOLD : Blood
Oxygene Level Dependent) qui est fondée sur 1’observation en temps réel des variations de
I’oxygénation du sang et des débits sanguins. Les modifications de signal observées sont dues aux
variations du rapport de la concentration oxyhémoglobine/désoxyhémoglobine dont les propriétés

magnétiques sont différentes. Dans les zones en activité, les augmentations locales de débit sanguin
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cérébral font plus que compenser la consommation d’oxygene et se traduisent par une augmentation

locale de I’oxygénation du sang résultant en une augmentation locale du signal IRM.

L’IRMf n’est pas encore actuellement approuvée comme indication en routine clinique
(Commission on Diagnostic Strategies: recommendations for functional neuroimaging of persons
with epilepsy, 2000). Cependant, cette situation évolue et dans de nombreux centres de chirurgie de
I’épilepsie, I'IRMf est utilisée pour déterminer des zones fonctionnelles telles que des cortex
verbaux, moteurs ou visuels qui doivent étre identifiées afin d’étre préservées avant la chirurgie

(Panayiotopoulos 2005).

2.1.3. Spectroscopie par RMN

La spectroscopie par RMN est une technique qui exploite les propriétés magnétiques de
certains noyaux atomiques. Les applications les plus importantes en EMT sont la RMN du proton
des principaux pics de métabolites (en dehors du proton de I’hydrogéne) présents dans le
parenchyme cérébral comme le N-acétyle-aspartate (NAA) (marqueur de 1’intégrité neuronale), la

choline (marqueur de gliose) et la créatine (Cr).

La RMN du proton joue un role dans la latéralisation de la ZE dans ’EMT dont des
anomalies hippocampiques sont bilatérales. Elle peut mettre en évidence une diminution locale de
I’intensité du pic de NAA et des ratios NAA/Choline, NAA/Cr (Cendes et al. 2016) dans la ZE en
raison de la mort neuronale et de la réaction gliale. L’atteinte hippocampique controlatérale,
lorsqu’elle est moins significative que celle ipsilatérale, est alors interprétée comme le témoin
fonctionnel de la propagation des crises et se normalise en général en cas de guérison chirurgicale

(Ende et al. 1997).
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Cependant, le rapport signal/bruit relativement faible, le temps d’acquisition long, et I’apport

diagnostique moins démonstratif que I’imagerie limitent son application en routine clinique.

2.2, Techniques nucléaires

Les techniques d’imageries nucléaires permettent d’obtenir une cartographique
tridimensionnelle in vivo d’un processus physiologique a 1’aide d’un radiotraceur spécifique
émettant des rayonnements y (tomographie par émission monophotonique (TEMP)) ou des positons
(tomographie par émission de positons (TEP)). Elles ont de grands avantages en termes de la
sensibilité et de quantification des signaux détectés mais sont limitées en résolution spatiale (5 a 12

mm de résolution spatiale en fonction des techniques).

Cette partie décrit d’abord la TEMP de perfusion cérébrale et la TEP du métabolisme
glucidique dans le bilan préopératoire d’EMT en routine clinique. Ensuite, elle introduit d’autres

radiotraceurs utilisés en recherches cliniques et translationnelles.

2.2.1. TEMP de perfusion cérébrale (™ Tc-HMPAO ou *™Tc-ECD)

Le technétium 99m (™

Tc) est un radionucléide tres utilisé en médecine nucléaire grace a ses
caractéristiques physiques favorables pour 1’imagerie. Sa demi-vie est de 6 heures, relativement

longue, permettant d’acquérir des images plusieurs heures apres injection du traceur. La résolution

spatiale de la TEMP varie de 8 a 12 mm.

L’examen est réalisé au cours d’un monitoring vidéo par électroencéphalographie (EEG) afin
de pouvoir injecter I’HMPAO (Hexa-Méthyl-Propyléne-Amine-Oxime) ou I’ECD (Ethyl-
Cystéinate-Dimére) marqués au ~"Tc le plus tot possible au cours de la crise. L’acquisition peut
étre réalisée dans un délai de deux heures mais les images reflétent toujours la perfusion cérébrale

régionale au moment de I’injection parce qu’une fois injecté, le traceur capté par les cellules
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cérébrales reste piégé des les dix premicres secondes. Ainsi, cet examen est appelé I’examen ictal
(au cours de la crise) et doit étre distingué d’un autre examen dit I’examen interictal réalisé¢ dans

un autre temps en dehors de la crise.

Le but principal de la TEMP ictale est de localiser le point de départ de la crise d’épilepsie,
qui est approximativement confondu avec la ZE. C’est la seule méthode d’imagerie pouvant refléter
des activités critiques. La TEMP ictale est particuliérement performante puisqu’elle permet de
localiser la ZE avec une sensibilité de 75 a 97% et une spécificité de 71 a 100%. Elle doit toujours
étre comparée a un examen interictal (figure I-2-2). Un examen interictal seul n’est pas

recommandé parce qu’il est moins sensible que la TEP au '*F-FDG (Spencer 1994).

Figure I-2-2. TEMP *"Tc-ECD de perfusion cérébrale: des fléches montrent
I’hypoperfusion temporale gauche interictale (A) faisant place a une hyperperfusion ictale (B) dans

les zones activées par la crise (Bouilleret 2003).
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La soustraction de la TEMP interictale a la TEMP ictale avec recalage sur une IRM en 3
dimensions (figure I-2-3) augmente la sensibilité et la spécificité¢ de localisation de la ZE de cet
examen.

En pratique, la TEMP peut sembler simple, facilement accessible dans de nombreux hdpitaux
et de prix modéré par rapport a la TEP. Ceci est vrai pour la TEMP interictale mais se complique
pour la TEMP ictale en raison d’une hospitalisation du patient, et de la nécessaire surveillance
rapprochée sous contrdle vidéo-EEG. Ainsi le cott indirect de la TEMP ictale en temps, personnels

et frais d’hospitalisation est loin d’étre négligeable.

Figure I-2-3. Technique du Subtraction Ictal SPECT Coregistered to MRI (SISCOM)

(O'Brien et al. 1998). Coupes dans les trois plans de l'espace réalisées avec ™

Tc-ECD injecté en
phase interictale (A) et en phase ictale (B). Les deux volumes de TEMP sont recalés entre eux puis

recalés sur 1I'IRM du sujet. Une soustraction (TEMP ictale moins TEMP interictale) est réalisée
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aprés normalisation en intensité¢ des deux volumes. L'image de soustraction est ensuite lissée et

seuillée puis fusionnée a I'IRM (C) montrant la ZE de la face mésiale du lobe temporal droit.

2.2.2. TEP de métabolisme glucidique au "*F-FDG

La TEP est une autre approche d’imagerie nucléaire dont le principe est basé sur le marquage
d’une molécule d’intérét avec un émetteur de positon (‘°F par exemple). L annihilation d’un positon
avec un ¢lectron du milieu engendre une émission de deux photons dans des directions opposées
que 1’on détecte en coincidence a I’aide d’une couronne de détecteurs (le tomographe). A partir des
signaux de coincidences enregistrés, les images sont reconstruites a 1’aide d’algorithmes dédiés.
Comparé a la TEMP, la TEP a essentiellement une meilleure sensibilité, de par le principe de
collimation électronique qui remplace la collimation physique utilisée sur la gamma caméra en

TEMP, et une résolution spatiale potentiellement meilleure (~5-6 mm).

La TEP au '*F-FDG étudie le métabolisme cérébral au moyen du 2-désoxy-D-glucose,
analogue du glucose marqué au fluor 18 qui utilise le méme transporteur que le glucose pour
pénétrer dans les cellules cérébrales, mais ne peut étre métabolisé et reste donc piégé dans les
cellules. Comme la TEMP, en routine clinique, la TEP au '“F-FDG est réservée uniquement a

I’évaluation préopératoire en EMT, chez I’enfant comme chez 1’adulte, en complément de I’IRM.

De maniére générale, la TEP au '*F-FDG apparait comme la méthode d’imagerie la plus

sensible de détermination de la ZE en dehors de la crise. Sa résolution temporelle limitée ne permet
pas I’étude de la phase critique. La TEP interictale retrouve un hypométabolisme localisé dans 70 a

80% des cas (Engel ef al. 1990). En EMT, la zone d’hypométabolisme dépasse souvent la zone
Iésionnelle (Figure I-2-4). La responsabilité¢ de la perte neuronale reste discutée. La possibilité de

mécanismes de désafférentation a aussi été évoquée.
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En résumé, dans la prise en charge de ’EMT en routine clinique, ’IRM reste la technique de
référence pour diagnostiquer la SH. La sensibilité est similaire en TEP interictale et en TEMP ictale
dans le bilan préopératoire. La TEP est actuellement disponible dans de nombreux centres de
médecine nucléaire et particuliecrement préférée chez I’enfant en raison des courtes durées
d’acquisition. La TEMP ictale est limitée aux centres tertiaires d’épilepsie en raison de son coit
indirect. Le bilan d’imagerie préopératoire permet d’obtenir environ 80% de guérisons post-

opératoire avec suppression compléte des crises.

Figure I-2-4. TEP au '*F-FDG dans I'épilepsie temporale interne. Recalage du TEP sur I'IRM.
La zone d'hypométabolisme dépasse la zone temporale interne de la sclérose hippocampique. Elle
s'étend au pole temporal et au cortex temporal externe (fléches). A. IRM, B. TEP '"*F-FDG et C.

Fusion (Engel et al. 1990).

2.2.3. Vers de nouvelles approches par ’imagerie moléculaire

L’avancée des technologies, notamment des traceurs TEP ciblant différents processus
moléculaires, permet d’observer in vivo des mécanismes de la maladie a 1’échelle moléculaire
(récepteurs, neurotransmetteurs, protéines). Un enjeu majeur de I’imagerie moléculaire serait de
permettre a chaque patient de bénéficier d’une caractérisation précise des dysfonctionnements

associés a sa maladie afin de se voir proposer le traitement le mieux adapté. En EMT, le role de
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I’imagerie moléculaire fait essentiellement 1’objet de recherches cliniques et précliniques.

2.2.3.1. En recherche clinique

Avec de nouveaux radiotraceurs plus spécifique que ceux ciblant la perfusion ou le
métabolisme glucidique, 1’enjeu actuel est d’identifier tout le circuit épileptogéne primaire pour
ablation, en respectant au maximum les zones de diffusion secondaire afin de minimiser les

séquelles neuropsychologiques, comportementales ou psychiatriques.

Récepteurs centraux aux benzodiazépines (CBR) (TEP au "' C-flumazénil)

Les CBR ont été trés étudiés en raison de 1’hypothése selon laquelle la transmission
GABAergique, principal neuromédiateur inhibiteur, devait étre altérée dans 1’épilepsie. L’étude de
la transmission GABAergique peut étre réalisée avec un antagoniste des benzodiazépines (BZD), le
"'C-flumazénil. En EMT, les anomalies des CBR (correspondant a une diminution de la densité de
récepteur) sont beaucoup plus limitées que 1I’hypométabolisme intercritique (Savic et al. 1988)
(Figure 1-2-5). L’application en routine clinique reste encore limitée en raison de trés courte demi-

vie de ''C (20 minutes) nécessitant un cyclotron sur place.

Figure I-2-5. Comparaison des anomalies en TEP au '*F-FDG (B) et au ''C-flumazénil (C)
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en cas de sclérose de I'hippocampe sur ’IRM (A) : les anomalies en flumazénil sont plus limitées

que 'hypométabolisme intercritique (fléches) (Savic et al. 1988).

Récepteurs périphériques aux benzodiazépines (PBR) (TEP TSPO)

Lors d’une étude de I’effet thérapeutique des benzodiazépines (BDZ) li¢ a leur fixation sur les
CBR, les PBR ont été découverts fortuitement en 1977 en utilisant le tissu rénal du rat comme
témoin de la fixation non-spécifique du diazépam (Braestrup & Squires 1977). Le terme de PBR a
¢été remplacé par TSPO (Papadopoulos et al. 2006) (protéine translocatrice de 18kDa) pour mieux
décrire sa fonction dans le transport du cholestérol au niveau de la membrane mitochondriale

externe.

La TSPO est a I’heure actuelle considérée comme un marqueur de la neuro-inflammation qui
peut étre tracé par différents ligands radioactifs (Chen & Guilarte 2008). Cette protéine sera décrite

en détail dans la partie 4.1 et ces radiotraceurs dans la partie 5.1 de ce chapitre.

Dans I’EMT, 1I’étude de la neuroinflammation est motivée car une réaction gliale importante a
¢té¢ longtemps rapportée dans la SH réséquée (Blumcke et al. 2013). L’augmentation du signal
TSPO a été mise en évidence dans la SH chez des patients d’EMT (Hirvonen et al. 2012) (Figure I-
2-6). Le Pr. Bouilleret a un projet en cours sur le role de I’imagerie TSPO chez des patients
d’épilepsie pharmacorésistante. Ses objectifs sont de déterminer si I’imagerie TSPO peut délimiter
la ZE plus précisément que 1’imagerie des anomalies métaboliques et de détecter potentiellement

des anomalies extrahippocampiques.
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Figure I-2-6. Image de ''C-PBR28 montrant un signal TSPO élevé a droit dans la SH chez ’EMT
(Gershen et al. 2015).

D’autres radiotraceurs ciblant des récepteurs spécifiques sont actuellement étudiés en
¢épilepsie mais leurs réles ne sont pas encore précisément définis en EMT. Ils sont résumés dans le
tableau I-2-1.

Tableau I-2-1. Résumé d’autres récepteurs spécifiques étudiés en épilepsie.

Cibles Radiotraceurs Bibliographies
(Bauer et al. 2014),
P-glycoprotéine HC-verapamil
(Feldmann et al. 2013)
(Kumar et al. 2011),
Tryptophane a-11C-methyl-L-tryptophan
(Chugani et al. 2013)
(Toczek et al. 2003),
5-HT1A sérotonine "*F-MPPF
(Theodore et al. 2012)
Mu-opiacé HC-cerfentanil (Frost et al. 1988)
Delta opiacé "C-MeNTI (Mayberg et al. 1991)

2.2.3.2. En recherche préclinique
Bien que les nouvelles techniques d’imagerie rendent les études chez I’homme plus
accessibles, les considérations éthiques, I’importante variabilité interindividuelle, le manque de

contrdles et le nombre limité de sujets, rendent indispensable d’utiliser des modeles animaux. Ces
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modeles sont précieux pour ¢étudier les mécanismes pathophysiologiques impliqués dans

I’épileptogénese et I’ictogénese en EMT.

Modzéle d’épilepsie chez le rat

La plupart des études précliniques d’imagerie cérébrale en épilepsie sont réalisées chez le rat

grace a la « grande » taille du cerveau comparée a celle de la souris. Ces modeles d’EMT chez le rat

reproduisent globalement bien la période d’épileptogénése mais aucun modéle a ce jour ne

reproduit la répétition de crises spontanées sans généralisation avec des lésions neuronales restent

limitées a I’hippocampe et des caractéristiques de la SH retrouvée chez I’homme (Bouilleret 1999).

Les principaux modeles d’épilepsie limbique chez le rat ainsi que leurs limites sont résumés dans le

tableau I-2-2, adapté de (Kandratavicius et al. 2014).

Tableau I-2-2. Résumé des limites de principaux modeles d’épilepsie limbique chez le rat.

Modéle

Induction

Limites

Chémoconvulsivants

Acide kainique

Injection systémique ou

intrahippocampique

Haute mortalité; fréquence et sévérité des crises
spontanées variables; SH atypique ; 1ésion extra

hippocampique ; manque de reproductibilité

Pilocarpine

Injection systémique ou

intrahippocampique

Haute mortalité; absence des crises récurrentes
spontanées; SH atypique; 1ésions néocorticales ;

mangque de reproductibilité

Stimulations électriques

locales

Stimulations répétées, de
durée breve et d’intensité

faible

Absence de crises récurrentes spontanées,
généralisation systématique des crises, absence

de SH avérée

Stimulations intenses et
prolongées de la voie

perforante

Généralisation systémique des crises, larges

1ésions extrahippocampiques
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Modéle d’épilepsie induit par injection intrahippocampique d’acide kainique (AK)
chez la souris
L’AK (acide (2-carboxy-4-isopropényl-3-pyrolidinyl)-acétique) est un analogue cyclique du
L-glutamate initialement isolé d’une algue rouge japonaise (Digenea simplex). C’est un agoniste
puissant et sélectif des récepteurs glumatergiques, en activant préférentiellement les récepteurs non-
NMDA (AMPA et AK) (Vincent & Mulle 2009).
De premicres études sur les conséquences apres injection intrahippocampique d’AK chez le
rat et la souris ont été réalisées il y a 20 a 30 ans (Cavalheiro et al. 1982, Schwarcz et al. 1978,
Suzuki et al. 1995). Cependant, I’AK est devenu plus populaire lorsque (Bouilleret e al. 1999) ont
validé que le modéle induit par injection intrahippocampique d’AK conduisait a une lésion de
sclérose hippocampique trés localisée, typique et a des crises récurrentes et spontanées similaires a

celles observées chez 1’homme.

Les caractéristiques du modele décrites par la suite sont basées sur la thése du Professeur
Bouilleret (Bouilleret 1999). Le taux de mortalité est faible (environ 10-20% versus 30-50% chez le
rat) permet de réaliser les études longitudinales. Un autre aspect important est la reproductibilité des
caractéristiques du modele qui rend plus robuste I’étude du signal inflammatoire mis en évidence en

TEP a chaque période évolutive.

En termes de comportements, aprés injection d’AK, toutes les souris présentent un état de mal
non convulsif (immobilité, déviation clonique de la téte controlatérale au site d’injection et associée
a des épisodes de machonnement) et rarement des crises généralisées. L’état de mal peut durer
jusqu’a 48h aprés injection. Ensuite, la période silencieuse ou 1’épileptogénése dure environ 2
semaines. Des crises spontanées et récurrentes apparaissent a partir de 14 jours apres injection et

persistent durant toute la vie de la souris (au moins jusqu’a 18 mois apres injection).
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En termes de conséquences histologiques, la constitution de la sclérose hippocampique est
divisée en deux temps. La perte sélective des cellules du hile du gyrus survenant dans les 2 a 24
heures suivant 1’injection alors que certaines cellules des couches CAl et CA4 (voir la figure
d’anatomie de I’hippocampe de la partie 3.2 du méme chapitre) présentant un aspect pycnotique
clair a 7 jours constituent 1’atteinte histologique essentielle de la phase d’épileptogénése. Dans une
deuxiéme phase débutant environ 15 jours aprés I’injection d’AK, la perte cellulaire est plus
marquée dans les régions de CA1 et CA4 et est associée a une dispersion des cellules granulaires.
Ces modifications vont progresser lentement jusqu’au 4°™ mois, temps auquel la couche des
cellules pyramidales a quasiment disparu. Aprés le 4™ mois, les modifications histologiques
n’évoluent plus mais la crise récurrente purement hippocampique persiste durant toute la vie de la

souris. Les caractéristiques temporelles du modele sont résumées dans le schéma suivant.

i Plus de
2 .
! K 1 4 mois
Injection de | | | | |
) PAK I I | I 1 >
) € S
Etat Epileptogenése : Ictogénése :t
de sans crise crise recurrente
mal  perte selective perte SH stable
cellulaire de progressive perte complete
hile cellulaire CA1 CAl
dispersion dispersion
granulaire granulaire
maximale

Figure I-2-7. Schéma résumant des caractéristiques du modele d’épilepsie induit par injection

intrahippocampique d’AK chez la souris

Enjeu actuel de recherche préclinique

L’enjeu actuel de la recherche préclinique est résumé dans la figure I-2-8. Le mécanisme de
neuroinflammation (caractéres rouges) pourrait &tre impliqué a n’importe quel moment dans ’EMT.
Les modé¢les chez le rat étant variables, moins reproductibles, pourraient potentiellement ne pas

permettre de détecter ce processus inflammatoire durant la période d’ictogéneése.
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Au contraire, notre projet utilise le modele d’EMT chez la souris induit par injection

intrahippocampique d’acide kainique. Ce modéle a été validé par plusieurs équipes comme

reproduisant correctement la période d’épileptogénese et la période d’ictogénése avec une SH

typique et reproductible (Bouilleret et al. 1999, Groticke et al. 2008, Heinrich et al. 1998, Pernot et

al. 2011, Riban et al. 2002). Valider la technique et étudier la neuroinflammation dans ce modé¢le

fait I’objet de ma theése.
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Figure I-2-8. Schéma des enjeux actuels dans la recherche préclinique en épilepsie adapté de

(Goftin et al. 2008).

3.

Role de la neuroinflammation et de ses composants en EMT

L’inflammation ou la réponse inflammatoire est un ensemble de mécanismes protecteurs des

tissus vivants contre des agressions endogeénes ou exogenes. Elle fait intervenir des cellules

immunitaires, des vaisseaux sanguins, des modifications de la matrice extracellulaire et de
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nombreux médiateurs chimiques pour éliminer 1’agent pathogéne, isoler le tissu 1ésé du tissu sain et
détruire des cellules endommagées. Son but principal est de rétablir 1’état physiologique mais

parfois la réponse est si agressive qu’elle peut entrainer elle-méme un état pathologique.

L’inflammation est donc un phénoméne de défense pouvant concerner toute partie de
I’organisme avec des mécanismes plus ou moins similaires. Lorsque ce processus concerne le
systéme nerveux central (SNC), le terme de neuroinflammation est utilisé. Cette partie décrit les
principaux composants de la neuroinflammation impliqués dans la physiopathologie de 1’épilepsie

mais également les méthodes d’imagerie pouvant cibler ces composants.

3.1. Généralités

Comme en périphérie, la réponse neuroinflammatoire se développe a la suite d’agressions
traumatiques, ischémiques, infectieuses ou d’un état de mal. L’induction d’un état de mal par
I’administration de convulsivants tels que 1’acide kainique (AK) ou la pilocarpine chez les rongeurs
est une des méthodes les plus utilisées pour étudier les processus inflammatoires impliqués en

épilepsie (Kandratavicius ef al. 2014).

Une des particularités de la neuroinflammation par rapport a I’inflammation périphérique est
la présence des cellules gliales résidentes du systéme nerveux que sont les microglies et les
astrocytes et d’une structure complexe protégeant le cerveau, la barriére hémato-encéphalique
(BHE). La neuroinflammation est caractérisée par une activation des cellules gliales et un
dysfonctionnement de la BHE accompagnés d’une invasion des cellules immunitaires périphériques
(Vezzani et al. 2011). Elle se traduit par une surexpression de différents types de protéines qui
interviennent plus ou moins spécifiquement dans ce processus et en font des cibles potentielles pour

des études par imagerie moléculaire ciblant ces protéines.

27



Les cellules microgliales représente entre 5 et 20% des cellules gliales qui constituent la
population cellulaire non-neuronale. Ces cellules d’origine monocytaire ont un réle de sentinelles.
Elles prédominent dans la substance grise ou elles surveillent des neurones. Elles sont également
présentes au voisinage des vaisseaux sanguins ce qui leur permet de sonder 1’environnement. Elles
sont trés sensibles aux variations biochimiques du parenchyme cérébral et sont rapidement activées
a la suite d’une agression cérébrale. Ces cellules activées assurent la fonction phagocytaire et

modulent la réponse inflammatoire en produisant différents médiateurs moléculaires (Hailer 2008).

Les cellules microgliales peuvent étre reconnues en mettant en évidence par IHC un certain
nombre de protéines qui les caractérisent : CD11b, Ibal, CD68, EDI1 ou isolectine IB4 (Guillemin
& Brew 2004). En I’absence de facteurs stimulants, les microglies ont une forme quiescente,
ramifiée, adaptée pour la fonction de surveillance et se caractérisent par une expression faible du
CD11b (Figure I-3-1A). En s’activant, elles expriment plus fortement le CD11b et se transforment
par une hypertrophie de leur corps cellulaire accompagnée d’un raccourcissement des
prolongements cytoplasmiques (Figure I-3-1C). Dans leur dernier stade d’activation, les cellules
microgliales prennent une forme amiboide, et sont indiscernables des macrophages périphériques
infiltrés au niveau du parenchyme cérébral (Figure I-3-1D). L’activation est potentiellement
réversible avec la disparition des agressions. L’évolution spatiale et temporelle des microglies
activées en fonction de différentes maladies fait I’objet de nombreuses études expérimentales

(Hernandez-Ontiveros et al. 2013, Mandrekar-Colucci & Landreth 2010, Vezzani ef al. 2011).
D
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Figure I-3-1. Représentation schématique des variations morphologiques de la cellule
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microgliale suite a son activation par une agression du SNC, adaptée de (Streit et al. 1999). (A).
Cellule ramifiée (quiescente), (B) Cellule hyper-ramifiée (activée), (C) Cellule du corps

hypertrophié et raccourcissement des branches (réactivée), (D) cellule améboide (phagocytaire).

Les cellules astrocytaires sont les cellules gliales les plus nombreuses. Elles sont
caractérisées par 1’expression de la protéine acide des gliofilaments (GFAP) et par une morphologie
particuliere liée a la présence de prolongements cytoplasmiques leur donnant une forme étoilée.
Elles entourent le neurone et la fente synaptique et recouvrent complétement la surface des
capillaires et les pieds vasculaires de la BHE (Figure 1-3-2). Leur role essentiel est de réguler
I’homéostasie cérébrale. Il s’agit de régulation du métabolisme du glucose, des taux extracellulaires
de K" et aussi des neurotransmetteurs, en particulier la recapture du glutamate qui est susceptible

d’influencer fortement la synchronisation neuronale (Sofroniew & Vinters 2010).
Vaisseaux '—#)/ | )
N\ f 1 / .

Neurone

Astrocyte

D
| r WA
k{- - \—/ \ \ 1 i
Figure I-3-2. Représentation schématique de 1’astrocyte dans sa relation avec le neurone et

les vaisseaux (Copyright © 2009 Pearson Education, Inc, publishing as Pearson Benjamin

Cummings).
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A T’état basal, des astrocytes présentent une morphologie classique avec une forme d’étoile et
des branches fines. Une fois activée (état d’astrogliose), les astrocytes jouent également un role
dans la modulation de la réponse neuroinflammatoire, souvent dans des zones superposables a
celles des 1ésions neuronales et de 1’activation microgliale, mais avec retardement pour construire la

cicatrice gliale (Figure 1-3-3).
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Figure I-3-3. Représentation schématique des variations astrogliosiques en fonction des
agressions initiales. (A) Agression faible ou modérée entrainant une astrogliose faible ou modérée,
potentiellement réversible au cours du temps. (B) Agression intense entrainant une astrogliose

sévere avec la formation de la barriére cicatrice gliale. Adaptée de (Sofroniew 2009).
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La BHE est une structure unique dans le systéme nerveux central qui 1’isole vis-a-vis de
I’environnement périphérique. Elle se compose d’astrocytes et de cellules endothéliales qui peuvent
étre reconnues par des marqueurs d’IHC tels que le CD31 ou le Glutl (Abbott et al. 2006). Son
caractére unique réside dans le fait que les cellules endothéliales sont reliées entre elles par des
jonctions serrées et tapissent les capillaires du co6té du flux sanguin. Cela crée une barriére qui
permet un échange sélectif entre le sang et le parenchyme cérébral. Lors de la réponse
inflammatoire, des médiateurs sécrétés par des microglies ou des astrocytes réagissant sur des
protéines d’adhésion exprimées a la surface des cellules endothéliales régulent la perméabilité de la
BHE qui permet Dinfiltration des cellules immunitaires périphériques (leucocytes) vers le

parenchyme cérébral.

3.2. Neuroinflammation et sclérose hippocampique

La SH est la I¢ésion caractéristique de ’EMT mais les mécanismes conduisant a la sclérose ne
sont pas connus. Depuis ces derniéres années, de nombreuses études ont révélé le role de la
neuroinflammation dans la constitution de la SH chez des patients épileptiques ainsi que chez des

modeles rongeurs (Vezzani et al. 2011).

L’hippocampe est une structure située a la face mésiale/interne du lobe temporal.
L’architecture cellulaire et 1’organisation des cellules principales permettent de définir 3 zones
distinctes : la corne d’Ammon, le gyrus dentelé et le subiculum.

La corne d’Ammon (CA) est subdivisée en plusieurs régions distinctes de cellules
pyramidales, actuellement dénommées CAla, CAlb, CAlc, CA2, CA3a, CA3b et CA3c ou

¢galement CA4 (Figure 1-3-4).
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Figure I-3-4. Illustration de la corne d’Ammon et du gyrus dentelé de I’hippocampe normal
de la souris.

Les cellules principales du gyrus dentelé sont représentées par les cellules en grains et les
cellules moussues du hile. Les cellules granulaires sont disposées en une bande compacte recourbée
délimitant le hile du gyrus dentelé constitué de la couche polymorphe et de 1’aire CA3c/CA4. Les
dendrites des cellules granulaires constituent la couche moléculaire (stratum moléculaire). Les
axones de ces mémes cellules, appelées fibres moussues, passent par le hile et vont former le

premier relais synaptique au niveau des cellules principales de CA3¢c/CA4 (Figure I1-3-5).
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Figure I-3-5. Schéma de I’organisation cytoarchitecturale de I’hippocampe du rat (Bouilleret

1999).
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Le subiculum constitue une zone de transition entre 1’archicortex hippocampique et le
néocortex. Il débute a ’extrémité de I’aire CA1 et se caractérise par un épaississement de la couche

pyramidale.

Chez ’homme, la sclérose hippocampique est caractérisée par une perte neuronale au niveau
de la corne d’Ammon (Figure I-1-3). Cette perte neuronale est toujours associée a une astrogliose

importante (Blumcke et al. 2013).

La LICE distingue cette 1ésion en 3 types. Le type 1 (60-80% des cas) est typique et consiste
en une perte neuronale sélective de CAl et CA4 et, dans une moindre mesure et moins
systématiquement, de CA3. Une dispersion de la couche granulaire est fréquente, mais non
constante. Deux autres types sont plus rares: le type 2 correspond a une perte neuronale
prédominant uniquement au niveau CAl et le type 3 correspond a celle de CA4. 20% des cas
d’épilepsie du lobe temporal ne présentent qu’une astrogliose importante mais sans perte neuronale

significative.

Contrairement a I’astrogliose longtemps rapportée et bien connue comme un processus
cicatriciel, certaines études chez I’homme relévent la présence de microglies réactives au niveau de
la 1ésion sclérotique, suggérant son role neurotoxique induisant la perte neuronale (Ravizza et al.

2008).

Le dysfonctionnement de la BHE dans la SH est caractérisé par une prolifération des micro-
vaisseaux, une expression des récepteurs VEGF (vascular endothelial growth factor) et une perte de
I’intégrit¢ de la BHE. Sur cette BHE est observée aussi la surexpression des protéines de

transporteurs de médicaments telles que la p-glycoprotéine ou les protéines associées a la
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pharmaco-résistance. Ces protéines pourraient jouer un réle dans I’échec des traitements en
facilitant 1’élimination des médicaments antiépileptiques, les empéchant ainsi d’atteindre leur cible

(Marchi et al. 2012).

Chez des modéles rongeurs, la neuroinflammation est beaucoup étudiée chez le rat ou la
souris apres I’administration de convulsivants tels que I’acide kainique ou la pilocarpine (Vezzani et
al. 2011). Ces modeles présentent des analogies avec les anomalies observées chez des patients
atteints d’épilepsie du lobe temporal, dont la sclérose hippocampique (Kandratavicius et al. 2014).
Ces modeles sont caractérisés par un état de mal durant jusqu’a 48h aprés induction, puis par une
période silencieuse d’épileptogénése (1 a 2 semaines aprés induction) et enfin par une période
d’ictogénése marquée par la premicre apparition des crises spontanées et récurrentes.
L’épileptogénése est le caractere commun retrouvé dans les modeles rat et souris alors que les
phases de I’état de mal et d’ictogénése sont différentes dans ces deux modéles (voir la partie

2.2.3.2 du méme chapitre).

La sclérose hippocampique est une Iésion clé chez les patients ¢épileptiques, et
I’épileptogénése est actuellement considérée comme la période primordiale pendant laquelle la

sclérose hippocampique est initiée chez les modeles rongeurs.

L’activation microgliale est le caractére le plus étudié pendant 1’épileptogénése. Il se
manifeste par une accumulation de microglie activée au niveau de la couche pyramidale. Ce
phénoméne peut s’observer a partir de 3 jours aprés induction du modele, prédomine durant
I’épileptogéneése et persiste aussi pendant la période chronique (Ravizza et al. 2008). Des microglies
hypertrophiées accompagnées d’un raccourcissement des prolongements cytoplasmiques,

s’accumulant dans la zone de la « mort » neuronale, sont des caractéres concordants entre différents

modeles rongeurs durant 1’épileptogénése. Durant la période chronique, la persistance des
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microglies activées ou réactivées est différente en fonction de la durée pendant laquelle les animaux

sont suivis dans chaque étude.

L’activation astrocytaire est aussi observée en paralléle a I’activation microgliale. Cependant,
I’accumulation astrocytaire est plus homogene au sein de 1’hippocampe alors que les microglies
activées se concentrent davantage au niveau des lésions neuronales. L’activation astrocytaire a été
moins étudiée chez le modele du rat, notamment & 6 mois ou 1 an apres induction. Au contraire,
chez le modele de souris, I’activation astrocytaire a été observée comme intense au temps chronique
et sa distribution est trés similaire a celle observée chez I’homme épileptique avec SH (Bouilleret et

al. 1999).

La rupture de la BHE est aussi observée en lien avec 1’état de mal. Cela entraine 1’infiltration
des monocytes dans le cerveau. Ceux-ci ont des propriétés plus toxiques que des microglies,
suggérant que 1’épileptogénése serait plutot en lien avec des cellules immunocytaires périphériques

(Zattoni et al. 2011).

Cette rapide présentation montre que la neuroinflammation est un phénomene trés complexe.
Ses mécanismes biomoléculaires et les voies de signalisation impliquées dans 1’épileptogénese
nécessitent encore de nombreuses études pour en ¢lucider les mécanismes. Un des besoins de ces
¢tudes est la possibilité de suivre ces processus in vivo. La prochaine partie de ce manuscrit est
dédiée a la présentation des cibles composant la neuroinflammation et qui peuvent étre imagées in

Vivo.

4. Imagerie de neuroinflammation en épilepsie
4.1. Imagerie de I’activation microgliale

La cible la plus étudiée de 1’activation microgliale est la protéine translocatrice (TSPO). La
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TSPO est une protéine de 18kDa constituée de 169 acides aminés organisés en 5 hélices o
transmembranaires dont la localisation principale est la membrane externe de la mitochondrie
(Korkhov et al. 2010). Cette protéine est présente dans tous les tissus, mais plus particulierement
dans les tissus synthétisant le stéroide comme les glandes surrénales ou les testicules. Dans un
cerveau sain, I’expression de TSPO est trés faible, et est principalement localisée dans les cellules
épendymales recouvrant les cavités ventriculaires du SNC, dans le plexus choroide mais aussi dans

les cellules endothéliales (Cosenza-Nashat et al. 2009).

En présence d’une atteinte cérébrale, 1’expression de TSPO devient importante,
principalement par les cellules microgliales ou les macrophages infiltrés mais aussi par des cellules
astrocytaires (Venneti et al. 2006). La surexpression de la TSPO par des microglies a été bien
démontrée en IHC dans diverses maladies cérébrales chez ’homme ainsi que dans des mod¢les
animaux (Chen & Guilarte 2008, Cosenza-Nashat et al. 2009). Le mécanisme potentiel de la
surexpression de la TSPO n’est pas encore clairement défini. Il pourrait étre 1i¢ a une augmentation
a la fois du nombre de mitochondries dans la cellule microgliale activée et du nombre de TSPO par
mitochondrie (Veiga ef al. 2007). Cela rend cette cible intéressante pour imager in vivo 1’activation

microgliale.

De nombreux radiotraceurs ont été développés pour cibler cette protéine : la premiére
génération (''C-PK11195) présentait une haute fixation non-spécifique et a conduit au
développement de traceurs de seconde génération (‘°F-DPA-714, '*F-GE-180, '*F-PBR111) qui
présentent moins de fixation non-spécifique. L’imagerie de la TSPO a été utilisée dans différentes
pathologies cérébrales telles que la maladie d’Alzheimer (James et al. 2015), I’accident vasculaire
cérébral (Lartey ef al. 2014), le trauma du cerveau (Israel et al. 2016), la sclérose en plaques (Banati
et al. 2000) et plus récemment 1’épilepsie. Cette derniére application sera plus largement

développée dans la partie 5 de ce chapitre.
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Une autre cible potentielle pour étudier la neuroinflammation est le récepteur aux
cannabinoides de type 2 (CB2) décrit comme étant surexprimé sur des microglies activées dans la
maladie d’Alzheimer, la maladie de Huntington et la sclérose en plaques. Cependant, sachant que
I’analogue de CB2 et le récepteur cannabinoide type 1 (CB1) sont présents en quantité abondante
dans le systéme nerveux central, le radiotraceur utilisé doit étre plus hautement spécifique du CB2
par rapport au CB1. Une autre limite est que 1’affinit¢é du CB2 pour un méme ligand varie en
fonction de I’espéce, notamment entre I’homme et le rongeur. Certains radiotraceurs TEP ciblant le
CB2 ont été développés, tels que ''C-KD2, "*F-FE-PEO, '*F-FE-GW405833 et ''C-NE40 mais des
¢tudes de validation sont nécessaires avant leur utilisation préclinique et clinique. En épilepsie,
I’imagerie de CB2 n’est pas encore été réalisée en clinique ni en préclinique. Seuls, Zurolo et al.
(2010) ont montré une colocalisation entre le CB2 et la microglie sur des Iésions de dysplasie

corticale focale chez des patients épileptiques.

De nombreux radiotraceurs sont en cours de développement pour cibler des protéines plus
spécifiques de la microglie, telles que les enzymes cyclooxygenase (COX) qui interviennent
directement dans la régulation des processus neuroinflammatoires par production des seconds
messagers lipidiques de type leucotriénes et prostaglandines. Parmi différentes isoformes de COX,
la COX-2 est surexprimée en réponse a la neuroinflammation. Des radioligands COX2 comme le
"C-Celecoxib (Majo et al. 2005) ou le ''C-Rofecoxib (de Vries e al. 2008) ont été évalués mais
n’ont pas conduit aux résultats escomptés en raison soit de la fixation non-spécifique élevée, soit de

la faible sensibilité in vivo (de Vries et al. 2006, Laube et al. 2013).

4.2. Imagerie de I’activation astrogliale
Actuellement, la protéine GFAP est connue comme la protéine la plus surexprimée dans le cas

d’activation astrocytaire mais il n’existe pas un ligand ciblant cette protéine ou son analogue en
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imagerie in vivo.

La monoamine oxydase de type B (MAO-B) est actuellement considérée comme la principale
cible disponible pour visualiser in vivo 1’activation astrocytaire. Cette enzyme présente en quantité
abondante dans 1’astrocyte est surexprimée lors de leur activation. Différents radioligands ont été
évalués tel que le ''C-dimethylphenethylamine, le '°F-fluorodeprenyl ou encore le ''C-
deuteriumdeprenyl. Ce dernier a été utilisé souvent dans des essais cliniques et études précliniques
malgré la courte demi-vie et un haut taux de radiométabolites entrant dans le cerveau. La TEP au
"'C-deuteriumdeprenyl a montré une fixation plus élevée au niveau de la zone épileptogéne

(détectée par I’EEG et I'IRM) chez des patients présentant une épilepsie du lobe temporal.

Le myo-inositol (mls) et la glutathione (GSH) sont deux métabolites du cerveau qui sont
associés a D’activation gliale, en particulier a 1’activation astrocytaire. La GSH, qui est un
antioxydant protégeant les neurones, est principalement produit par des astrocytes, alors que le mls
est spécifiquement localisé dans les astrocytes. Ces métabolites peuvent étre identifiés et quantifiés
par spectroscopie RMN. Filibian et al. (2012) ont montré une augmentation progressive de mls et
GSH dans I’hippocampe des rats durant 1’épileptogénése et une stabilité de ces signaux aux temps
chroniques quand les rats deviennent épileptiques. Une augmentation de mls est aussi retrouvée
dans I’hippocampe des patients atteints d’épilepsie du lobe temporal et dans le cortex des patients
présentant une encéphalite de Rasmussen. Cependant, certaines études chez des patients avec
épilepsie du lobe temporal ont démontré des valeurs de mls similaires, méme diminuées, comparées
celles des contrdles. Ces différences pourraient étre dues aux traitements ou a 1’hétérogénéité des

pathologies sous-jacentes.

4.3. Imagerie du dysfonctionnement de la BHE et de D’invasion de cellules

immunitaires périphériques
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L’imagerie de I’intégrit¢ de la BHE est basée sur I’injection d’un radiotraceur ou d’une
substance a caractére magnétique qui ne traversent pas la BHE dans des conditions normales. La
rupture de la BHE entraine une fuite dans le parenchyme cérébral de ces agents qui peuvent alors

étre détectés par I’imagerie nucléaire ou par I’'IRM.

L’IRM avec injection de gadolinium-diethylenetriamine (Gd-DTPA) est la méthodologie
d’imagerie la plus utilisée. Dans des modeles rongeurs utilisant I’IRM Gd-DTPA, Breuer et al. ont
montré une rupture importante de la BHE correspondant a un hypersignal T1 au niveau des
hippocampes 48h apres induction du modele par la pilocarpine et I’AK. Ces signaux diminuent dans
le temps mais persistent méme a 1 mois apres I’induction de la 1ésion. Van Vliet et al. (2014) ont
aussi montré¢ une rupture de la BHE non-uniforme dans le systéme limbique chez le modéle du rat.

La rupture est importante dans la période de 1’épileptogénése et diminue au temps chronique.

La rupture de BHE peut aussi étre détectée par imagerie nucléaire telle que la TEP ®*Ga-
EDTA ou la TEMP *"Tc-DTPA mais ces méthodes sont moins utilisées que 'IRM pour cette

application.

L’infiltration des cellules immunitaires périphériques comme des leucocytes peut étre tracée
in vivo par imagerie nucléaire. Un prélévement sanguin permet de marquer des leucocytes aux
#mTc-HMPAO ou '''In-oxinate, puis la réinjection des leucocytes marqués permet de les détecter
en utilisant la TEMP. Une méthode alternative est d’injecter des particules superparamagnétiques
feroxides qui sont absorbées par des leucocytes. La présence de ces particules se traduit par un
hyposignal sur I’'I[RM T2. Cependant, a 1’heure actuelle, aucun essai clinique ni aucune étude

préclinique n’a utilisé ces méthodes en épilepsie.

En résumé, de nombreuses cibles et ligands associés sont en cours de développement pour
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¢tudier in vivo la neuroinflammation en général et particuliérement en épilepsie. La plupart des
ligands doivent encore étre validés dans le contexte de 1’épilepsie et pourraient s’avérer précieux
pour étudier les mécanismes sous-jacents a 1’épilepsie, mais aussi pour évaluer des médicaments
antiépileptiques ciblant I’inflammation. Malgré ses limites, la protéine TSPO, la plus étudiée
actuellement au moyen de différents traceurs, est considérée comme une cible de référence pour

visualiser et quantifier I’activation microgliale et par conséquent la neuroinflammation.

5. Imagerie de la TSPO en épilepsie

L’imagerie de la TSPO représente actuellement un examen de référence pour le suivi in vivo
du processus neuroinflammatoire impliqué dans des maladies du SNC. De nombreuses études
cliniques et précliniques cherchent a étudier le role de la neuroinflammation dans 1’épilepsie. En
termes de diagnostic, la TEP de la TSPO pourrait détecter des foyers épileptogeénes et mériterait
d’étre comparée avec la TEP au FDG. En termes de suivi thérapeutique, la TEP de la TSPO pourrait
s’avérer étre un bon biomarqueur pour évaluer I’efficacité des nouveaux médicaments
antiépileptiques ciblant des médiateurs régulant la neuroinflammation, médicaments méritant d’étre

¢tudiés chez des patients atteints d’épilepsie pharmacorésistante.

Cette derniére partie présente les intéréts et limites de différents radiotraceurs de la TSPO, et

décrit 1’état de 1’art actuel de ’imagerie de la TSPO dans des études cliniques et précliniques.

5.1. Intéréts et challenges de ’imagerie de la protéine TSPO

Le PK11195, un dérivé carboxamide de I’isoquinolone, marqué au ''C, correspond a la
premiére génération de radiotraceur de la TSPO. Le ''C-PK 11195 a été le radiotraceur de référence
pendant 20 ans pour cibler la neuroinflammation dans diverses pathologies du SNC. Hormis son
intérét en imagerie, certaines études relévent un effet thérapeutique de PK11195 dans 1’épilepsie

(Veenman et al. 2002). Par exemple, le prétraitement des rats avec du PK11195 diminue la
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fréquence des crises épileptiques récurrentes chez le modéle induit par 1’administration d’AK.
Malgré sa grande valeur, 'utilisation du ''C-PK11195 présente d’importantes difficultés,
notamment pour la quantification précise des variations d’expression de TSPO. En effet, le
PK111195 est hautement lipophile (Lockhart et al. 2013) et a donc une liaison non-spécifique
importante (liaison aux acides gras du cerveau), entrainant un faible rapport signal sur bruit dans les
images TEP. La formation par le foie de radiométabolites suffisamment lipophiles pour passer la

BHE complique aussi la quantification.

Un autre inconvénient majeur du PK11195 est I’indisponibilité d’un analogue radiomarqué au
fluor-18, ce qui limite son développement pour une utilisation en routine clinique du fait de la

courte période physique du carbone 11 (20 min).

En raison de ces limites, le développement de radiotraceurs alternatifs s’est avéré nécessaire
pour permettre une quantification fiable de la TSPO et donc de la neuroinflammation et des effets
de traitements anti-inflammatoires. Actuellement, il existe plus de 50 candidats pour cibler
I’expression de TSPO, appartenant a 3 classes principales : les dérivés phénoxyphényl-acétamide
comme le ''C-PBR28 ou le '"*F-FEPAA, les dérivés pyrazolopyrimidine comme le ''C-DPA-713 ou
le ""F-DPA-714 et les dérivés imidazopyridine acétamide comme le '*F-PBR111. Cette seconde
génération de traceurs présente 1’avantage commun d’une bonne affinité et une bonne sélectivité
pour la TSPO, améliorant ainsi le rapport signal sur bruit dans les images TEP (Dolle et al. 2009,

Scarf et al. 2009, Tang et al. 2013).

Parmi eux, le '""F-DPA-714 est I’'une des molécules les plus prometteuses pour I’imageric TEP
de la neuroinflammation. En effet, le DPA-714 a 1’avantage de pouvoir étre marqué au fluor-18
(Damont et al. 2008). La biodistribution du '*F-DPA-714 et de ses radiométabolites a été aussi

¢valuée chez le rat et le babouin (Peyronneau et al. 2013). Comme chez le rat, 1’évaluation du
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traceur '°F-DPA-714 chez la souris C57BI6 a montré un résultat cohérent, avec une haute liaison
spécifique du radiotraceur a la TSPO et une absence de radiométabolite dans le cerveau a 60

minutes apres injection du radiotraceur (Vicidomini ef al. 2015).

Le '®F-DPA-714 a été évalué dans différentes maladies du CNS comprenant des composantes
inflammatoires. Au sein du SHFJ, trois grands projets chez I’homme sont en cours pour évaluer le
role de la TEP au '*F-DPA-714 dans la maladie d’Alzheimer, les formes progressives de sclérose en
plaques et la maladie de Parkinson. En imagerie préclinique, chez le rat, la TEP au 'F-DPA-714
permet de visualiser 1’activation microgliale dans plusieurs modeles de gliome (Winkerler et al.
2012) ou de 1ésion excitotoxique (James et al. 2008). Ory et al. (2014) ont démontré une évolution
temporelle au niveau du striatum du '“F-DPA-714 dans le modéle de neuroinflammation locale
induite par LPS chez le rat. Chez la souris, la faisabilité a aussi ét¢ démontrée dans le modéle de
sclérose latérale amyotrophique (Gargiulo et al. 2016) ou de traumatisme cranien (Wang et al.
2014). Cependant, sa quantification par modélisation cinétique reste encore compliquée, notamment

chez les souris du fait de la difficulté a mesurer la fonction d’entrée du traceur.

De plus, I'utilisation de molécules issues de la deuxiéme génération se complexifie chez
I’homme due a une affinité pour la TSPO influencée par un polymorphisme génétique (rs6971)
situé¢ dans 1’exon 4 du geéne codant pour la TSPO (Owen et al. 2012). Une substitution de 1’acide
aminé 147A par 147T entraine une affinité inférieure des ligands pour la TSPO. On peut ainsi
définir trois groupes de phénotypes de liaison a la TSPO dans la population: binder de haute affinité
(HAB) exprimant seulement 147A, binder de faible affinit¢ (LAB) exprimant seulement 147T et
binder d’affinit¢ mixte (MAB) étant hétérozygote et exprimant ces deux acides aminés dans la

méme proportion.

Ainsi, pour un méme niveau d’expression de TSPO, I’intensité du signal TEP spécifique sera
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la plus élevée pour les HAB suivis des MAB, et sera la moins ¢élevée pour les LAB. L’importance
de cette variabilité interindividuelle dépend aussi du radiotraceur. Par exemple, le ''C-PBR28
posséde une affinité a la TSPO 50 fois différente entre des variantes 147A et 147T alors cette
différence n’est que de 4 fois pour le '*F-PBR111 (Owen et al. 2012) et de 10 fois pour le '*F-DPA-
714.

Pour contourner ce probléme, une troisieme génération de radiotraceurs de TSPO est
développée dans le but d’identifier des radiotraceurs insensibles au polymorphisme génétique
(rs6971). 11 existe actuellement le ''C-ER176 (Ikawa et al. 2017) et le '*F-GE180 (Fan et al. 2016)

mais leur intérét clinique reste a établir.

La modélisation cinétique de tous les radiotraceurs de la TSPO est compliquée par une
fixation aux protéines plasmatiques élevée et variable d’un individu a I’autre (Banati et al. 2000), ce
qui rend le calcul de la fonction d’entrée difficile. L extraction de la fonction d’entrée a partir des
images TEP est faisable mais le résultat est erroné en raison de liaison spécifique sur des cellules
endothéliales (Notter et al. 2017, Wimberley et al. 2017). Cette fixation vasculaire complexifie le
calcul du potentiel de liaison (Binding Potential BP) faute d’une vraie zone de référence puisqu’il
n’existe pas de zone tissulaire sans vascularisation, et donc dénuée d’expression de TSPO. Une
pseudo-zone de référence peut Etre utilisée par défaut mais nécessite d’étre validée pour chaque

radiotraceur et pour chaque maladie ou modele étudié.

5.2. Imagerie TEP de la TSPO en recherche clinique

En utilisant la TEP au ''C-PK 11195, certaines études ont montré une expression élevée de
TSPO chez des patients atteints d’épilepsie avec encéphalite de Rasmussen (Banati et al. 1999) ou
de dysplasie corticale focale (Butler et al. 2013). Récemment, Gershen et al. ont étudié¢ des patients
d’ELT en utilisant la TEP au ''C-PBR28 (Gershen ef al. 2015). Ils ont montré une fixation du ''C-

PBR28 plus ¢élevée au niveau de I’hippocampe ipsilatéral et de la ZE qu’au niveau du controlatéral.
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Le signal TSPO est ¢galement élevé dans des régions extratemporales suggérant que des signaux
inflammatoires ne sont pas limités a la ZE.

En utilisant la TEP au ''C-PK 11195, Butler et al. ont cherché a mettre en évidence la relation
entre le signal inflammatoire et la crise épileptique (Butler et al. 2016). Un patient atteint
d’épilepsie du cortex frontal (IRM négative) a été¢ imagé 36h aprés une crise et également lors d’une
période sans crise. Comparé a un groupe de contrdles, 1’analyse a montré une différence
significative dans la région frontale correspondant a des symptdmes cliniques du cortex frontal aux
deux temps d’examen. Cependant, le signal post-crise était plus élevé que celui de la période sans
crise. Ces résultats suggeérent que la crise épileptique pourrait créer de 1’inflammation et, a son tour,

I’inflammation pourrait aggraver les crises épileptiques.

Dans tous les cas, la 1ésion de SH, la crise épileptique et la neuroinflammation peuvent étre
reliées mais personne ne peut conclure actuellement sur relation causale précise entre elles. Cette
question est complexe a résoudre puisque les patients ne consultent jamais durant la période
silencieuse, et aucune donnée correspondant a cette phase précoce n’est disponible. C’est pourquoi
de nombreuses études précliniques essayent de clarifier le role de la neuroinflammation impliquée
dans la période d’épileptogénese, dans le but de proposer un traitement neuroprotectif

antiépileptique.

5.3. Imagerie TEP de la TSPO en recherche préclinique

De nombreux modeles ont été développés pour étudier les mécanismes physiopathologiques
de D’épilepsie chez le petit animal. Chaque modele présente des avantages et des limites en
modélisant un des aspects de I’ELT observé chez I’homme. Dans ce manuscrit, nous ne décrirons

que des modeles utilisés actuellement pour 1I’imagerie TEP de la TSPO.

Une premiere ¢tude TEP essayant de déterminer si la TSPO est un biomarqueur de
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I’épileptogénese a été publiée en 2012 par 1I’équipe du Dr Dedeurwaerdere. Ces auteurs ont
démontré pour la premicre fois la faisabilit¢ de détection in vivo des signaux inflammatoires
impliqués dans 1’épileptogénese induit par I’administration systémique d’acide kainique chez le rat.
Cette étude a montré des intensités élevées de '*F-PBR111 dans I’ensemble du systéme limbique 7

jours apres induction du modele (Dedeurwaerdere et al. 2012).

Trois ans plus tard, cette équipe a décrit 1’évolution temporelle du signal TSPO par
I’autoradiographie in vitro avec du *H-PK11195 chez le méme modéle (Amhaoul et al. 2015).
L’étude de la TSPO a été réalisée a 5 moments de la progression de la maladie : 2 jours (phase
précoce), 1 et 2 semaines (épileptogénese), 6 semaines (phase transitoire) et 3 mois (phase
chronique). Elle a démontré a tous les moments une augmentation du binding spécifique de *H-
PK11195 de manicre reproductible au niveau du lobe temporal incluant les hippocampes, les
amygdales, les cortex piriformes et entorhinaux. Cette augmentation a ¢été observée de maniere
occasionnelle dans le corps calleux, le cortex pariétal, le thalamus et I’hypothalamus.

Ces signaux augmentent a partir de 1I’induction du mod¢le et parviennent a un pic 2 semaines
apres induction du modéle, puis diminuent au fil du temps. Durant la phase chronique, cette étude a
aussi démontré une corrélation positive entre 1’intensité du signal TSPO au niveau de I’hippocampe,

du thalamus, des cortex piriforme et entorhinal et la fréquence des crises spontanées et récurrentes.

, . . . 1 . 4,
Une étude pilote in vivo de TEP au '"F-PBR111 chez certains rats a aussi été réalisée pour
montrer une fixation élevée de traceur in vivo jusqu’a 6 semaines aprés induction du modéle

(Ambhaoul ef al. 2015).

En 2016, Brackhan et al. ont décrit en détail une évolution temporelle in vivo de la TSPO par
la TEP au ''C-PK11195 chez un modéle du rat ou 1’état de mal a été induit par I’administration

systémique de pilocarpine (Brackhan ef al. 2016). L’étude a été réalisée a de nombreux moments
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apres I’induction : immédiatement apres 1’état de mal, 1 jour, 2 jours, 5 jours, 7 jours, 14 jours, 22
jours et 14-16 semaines.

Le %ID/cc de ''C-PK 11195 a commencé & augmenter 2 jours aprés induction dans I’ensemble
des régions impliquées dans 1’épileptogénése (hippocampe, amygdale, cortex piriforme et thalamus),
a atteint un pic a 7 jours, puis a diminué au cours du temps pour revenir a 1’état basal 4 mois apres
induction.

Cette équipe a également démontré que le %ID/cc de ''C-PK11195 était stable au niveau du
cervelet dans tous les examens. De ce fait, le potentiel de liaison a été calculé en utilisant la matiére
grise du cervelet comme la zone de référence. En utilisant le potentiel de liaison au lieu du %ID/cc,
Brackhan et al. ont observé le pic de TSPO décalé a 14 jours apres induction avec retour a 1’état
basal a 4 mois. La bonne corrélation entre le potentiel de liaison et le signal mesuré sur
I’autoradiographie in vitro est la raison pour laquelle les auteurs suggérent que le potentiel de

liaison refléte mieux I’expression de la TSPO que le %ID/cc.

Ces deux études ont montré de maniére concordante des signaux neuroinflammatoires élevés
in vivo et aussi in vitro dans 1’ensemble du systéme limbique, suggérant que la TSPO est un bon
biomarqueur de I’épileptogénése. Cependant, il est légitime de se demander si ce fort signal est
réellement lié a I’épileptogénese ou est un effet du toxique systémique qu’est I’acide kainique ou la
pilocarpine. La disparition du signal inflammatoire durant la période chronique est aussi une autre
limite de ces modeles puisque chez ’homme, le signal reste toujours élevé durant cette phase

(Hirvonen et al. 2012).

D’autres études précliniques ont tenté d’évaluer la relation entre le signal TSPO et la
fréquence des crises épileptiques. En 2014, 1’équipe de Potschka a évalué cette relation en utilisant
le modele du rat avec état de mal induit par stimulations électriques locales au niveau de I’amygdale

droit (Bogdanovic et al. 2014).
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L’imagerie TEP au ''C-PK11195 a été réalisée 8 semaines aprés induction chez 3 groupes :
rats €pileptiques non-répondant au phénobarbital (pharmacorésistants), rats épileptiques répondant
au phénobarbital et rats contrdles. Aucune différence significative de captation de ''C-PK11195
(%ID/cc) n’a été trouvée entre le groupe controle et celui répondant au phénobarbital.

Par contre, un signal ¢levé au niveau des hippocampes et du cortex pariéto-occipital a été
observé chez le groupe des rats épileptiques pharmacorésistants. L’auteur conclut a une relation
entre des signaux TEP au ''C-PK11195 et la fréquence des crises épileptique et suggére que
I’imagerie TEP de la TSPO est un bon marqueur de I’ELT pharmacorésistante.

Sur des coupes d’immunohistologie, I’auteur a aussi montré une accumulation des microglies
activées associées a la mort neuronale au niveau des hippocampes des rats €pileptiques répondant
ou non-répondant au phénobarbital par rapport au groupe contréle. Cependant, aucune différence
significative de I’activation microgliale ainsi que de la mort neuronale n’a été¢ trouvée entre le
groupe répondant et non-répondant au traitement. L’auteur explique que 1’activation microgliale
retrouvée chez le groupe répondant au phénobarbital ne se traduit pas par un signal ¢levé sur la TEP
du fait de la faible sensibilité¢ du PK11195.

En effet, en utilisant un autre radiotraceur, le '*F-GE-180, avec une affinité pour le TSPO plus
¢levée, cette méme équipe en 2017 a confirmé une différence significative entre des rats
épileptiques et des rats contrdles chez le méme modele du rat a 8 semaines post induction
(Russmann et al. 2017).

Dans cette étude récente, cette équipe a ajouté 2 temps (2 2 et 4 semaines) d’acquisition
correspondant a la période épileptogénése. En utilisant le logiciel SPM, les auteurs ont montré une
forte corrélation entre les signaux TEP de I’épileptogénése et la fréquence des crises récurrentes a 8
semaines post induction. Les auteurs concluent qu’un fort signal inflammatoire de la région
limbique durant la période d’épileptogénése peut prédire la fréquence élevée des crises récurrentes
au temps chronique.

Pour conclure, I'imagerie TEP de la TSPO est un outil important pour évaluer la
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neuroinflammation impliquée dans 1’épileptogénése mais aussi pendant la période chronique
caractérisée par la récurrence des crises d’épilepsie. Comme les modele du rat entrainent souvent
des lésions trop importantes, une lésion de SH atypique ainsi que des crises récurrentes non
persistantes, nous avons choisi de travailler sur un autre modele d’épilepsie chez la souris pour
¢valuer la neuroinflammation. Ce mode¢le, facile a mettre en place, reproduit une 1ésion de SH
unilatérale trés similaire a celle observée chez I’homme et accompagnée de crises récurrentes

persistantes tout au long de la vie de la souris.

6. Objectifs de travail

Dans ma these, nous avons utilis¢ le modéle d’EMT chez la souris induit par injection
intrahippocampique d’acide kainique (AK). En effet, ce modéle a été validé par plusieurs équipes
comme pouvant présenter de grandes analogies avec la pathologie humaine pendant la période
d’épileptogénese et la période d’ictogéneése avec une SH typique et reproductible. La petite taille du
cerveau de la souris explique probablement qu’aucune étude d’imagerie n’ait été encore été réalisée
chez ce modele malgré 1’intérét potentiel.

Dans ce contexte, les objectifs de ma thése sont :

de mettre en place le modéle et d’optimiser le protocole de I’imagerie TEP '*F-DPA-714

chez la souris (chapitre 2),

- de déterminer la faisabilité de la TEP '*F-DPA-714 longitudinale chez la souris (chapitre
3),

- de déterminer 1’évolution du signal TSPO au cours de la constitution de la SH par une
quantification simple (chapitre 3) et par des approches de quantification plus complexes
(chapitre 4),

- de déterminer 1’évolution des cellules gliales et ses relations avec la TSPO au cours de la

constitution de la SH (chapitre 3).
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Chapitre I1. Mise au point du protocole d’étude d’imagerie TEP au '*F-DPA-714

dans un modéle d’épilepsie avec SH chez la souris.

1. Introduction et objectifs

Les progres de I’imagerie préclinique permettent de nos jours de remplacer des études in vitro
par des approches in vivo en visualisant des processus biologiques a 1’échelle des structures
cérébrales chez la souris. Ces progrés donnent I’opportunité de réaliser des études longitudinales,
c’est-a-dire de procéder a plusieurs scans répétés chez le méme animal au cours du temps, pour
caractériser les modifications entre état basal et état pathologique, accéder a la phase aigiie mais
¢galement a la phase chronique d’une maladie. Enfin, ces progreés permettent également de suivre in

vivo I’effet d’un traitement au cours du temps.

De nombreuses modalités d’imagerie applicables aux rongeurs sont actuellement disponibles
tel que : le micro-scanner, la micro-IRM, la micro-TEMP, la micro-TEP et 1’imagerie hybride
comme la micro-TEP-CT ou la micro TEP-IRM. Parmi ces modalités, la TEP est la méthodologie la

plus sensible permettant une mesure quantifiable des mécanismes biologiques sous-jacents.

Cependant, pour obtenir une quantification fiable, il est indispensable d’étudier des facteurs
influengant les résultats quantificatifs, notamment pour une étude longitudinale. L’analyse des
parameétres d’imagerie tel que la modalité d’injection, les quantités injectées, les temps d’acquisition

ont nécessité une attention particuliére.

D’autre part, le modéle que nous avons choisi pour conduire cette étude a été développé par le
Pr Bouilleret (Bouilleret e al. 1999) a Strasbourg. Le choix de ce modele a été expliqué dans la
partie 2.2.3.2 du chapitre 1. Une part importante de cette these a consisté a implémenter ce modéle

a Orsay au sein du SHFJ.
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Ce modele est obtenu par injection intrahippocampique d’AK réalisée a 1’aide d’une aiguille
de diamétre le plus petit disponible afin de limiter la destruction mécanique du tissu.
L’inflammation causée par le geste chirurgical a été évaluée chez des souris injectées seulement

avec le sérum physiologique (souris témoin).

Cette premicre partie du travail avait donc deux objectifs:

(1) Optimiser et standardiser des conditions expérimentales du protocole d’acquisition
d’imagerie TEP au '*F-DPA-714,

(i1) Mettre en place le modéle d’épilepsie induit par injection intrahippocampique d’AK
chez la souris et comparer les signaux TEP au '*F-DPA-714 observés au niveau des hippocampes

chez des souris épileptiques et des souris témoins apres la chirurgie.

2. Protocole d’étude

2.1. Protocole d’acquisition d’imagerie TEP au "*F-DPA-714

Les acquisitions ont été réalisées chez des souris normales males C57Bl6 (Charles River,
France) adultes (4 mois), considérées comme 1’état basal, dans le but d’étudier les facteurs pouvant

potentiellement influencer la quantification.

2.1.1.  Conditions expérimentales

Les souris ont été hébergées aux conditions d’hébergement de I’animalerie du service SHFJ
avec une alternance jour nuit de 12h et une régulation de la température. L’eau et la nourriture

¢taient a disposition des animaux sans restriction.

Le jour de I’examen, les animaux ¢étaient transférés en salle d’imagerie et disposés dans une
boite chauffante au moins 30 minutes avant [’anesthésie et jusqu’au réveil complet apres 1’examen
de facon a limiter les variations de température corporelle. Pour les phases d’imagerie, la dose de
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I’anesthésique, 1’isoflurane, était variable entre 1,5 a 2,5% pour assurer une fréquence respiratoire

entre 80 a 120 fois par minute.

2.1.2. Voie d’injection

L’administration intraveineuse du traceur TEP doit
étre réalisée sous caméra de fagon a suivre les phases
précoces de distribution du traceur in vivo. Pour cela, le
cathéter était préparé au préalable par fixation d’un
microtubule PolyE 120 (PE20, Harvard Apparatus) de 18cm
de longueur (20ul de volume mort) a une aiguille de 27G.
L’air était chassé par injection de sérum physiologique a
I’aide d’une seringue insuline (Terumo, 27G) rattachée a

I’autre extrémité du microtubule (coté sans aiguille).

Pour la mise en place du cathéter, la queue de la

souris était plongée dans 1’eau chaude pendant environ 10

secondes pour dilater les veines. Ensuite, le cathéter était

' ' Figure II-2-1. Mise en place du
posé et fixé dans la veine latérale de la queue de la souris. cathéter chez la soutis

20 a 40 pl de sérum physiologique étaient poussés pour

vérifier la bonne mise en place du cathéter (Figure I1-2-1).

2.1.3.  Acquisition dynamique TEP au "*F-DPA-714

L’acquisition a été réalisée sur la machine microTEP-CT (Inveon Siemens) (Figure II1-2-2).
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Figure I1-2-2. Machine microTEP-CT (Inveon Siemens)

Ses caractéreristiques sont résumés dans la figure 11-2-3.

Inveon Mosaic HP ClearPET Argus Genisys4 NanoPET/CT ALBIRA
Siemens Philips Raytest Sedecal Sofie Mediso Bruker
biosciences
Matériel de LSO LYSO LYSO/LuYAP LYSO/GSO BGO LYSO LYSO
détecteur LYSO/GSO monolithic
Dimension de 151 x151x10 | 2x2x10 2x2x10+ 145x145x7(YSO);, 18x1.8x7 1.12x1.12x13 40x40x10
cristal (mm?) 2x2x10 1.45 x 1.45 x 8 (GSO)
Diametre 161 197 135-225 18 50+ 181 m
d’anneau (mm)
CDV axial (mm) 127 19 110 48 94 94.8 40
Fenétre 350-625 385-665 250-650 250-700 150-650 250-750 350-650
d’énergie (keV)
Efficacité de 6.72 283 3.03 432 14 7 2
détection (%)
Résolution 164 234 2.02 1.66 14* ~1.6 1.55*
transaxiale a5
mm (mm)

Figure II-2-3. Caractéristiques des machines microTEP adapté de (Kuntner & Stout 2014).

CDV (champe de vue). * : résolution spatiale transaxiale au centre du CDV. La microTEP Inveon
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Siemens posséde une résolution spatiale de 1,5 mm au centre du CDV et de 1,6 mm a 5 mm décalé

du centre du CDV (Visser et al. 2009).

La souris était posée en décubitus ventral sur le lit avec la té€te au centre du champ de vue
repéré a I’aide d’un laser de positionnement. La souris était bien fixée sur le lit pour éviter tout
mouvement pendant 1’examen. La seringue de liquide physiologique était remplacée par une
seringue contenant une quantité connue de traceur, puis fixée a une pompe d’injection automatique

(Pump Pico Plus Elite, Harvard Apparatus) (Figure 11-2-4).

Une seringue de '*F-DPA-714 de 120u1 de volume était préparée, connectée au microtubule
de 20ul de volume mort décrit au-dessus, et pilotée par la pompe automatique. L’acquisition était
démarrée et I’injection réalisée 20 secondes plus tard pendant une minute avec une vitesse
d’injection constante (120ul/min). Aprés 60 minutes d’acquisition, le cathéter était retiré et
I’activité résiduelle dans la seringue vide était mesurée. L’activité injectée €tait calculée a partir de
I’activité mesurée dans la seringue remplie et 1’activité résiduelle avec prise en compte de la

correction de décroissance radioactive.

Suite a I’aquisition TEP, 5 minutes d’acquisition tomodensitométrique (80kV/500nA) étaient

systématiquement réalisées afin d’obtenir une image anatomique permettant le calcul de la carte

d’atténuation nécessaire a la reconstruction d’images TEP quantitatives.
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Figure II-2-4. Visualisation de la pompe d’injection a I’arriere du microTEP-CT

2.1.4. Reconstruction d’images

Les données TEP acquises ont été stockées en mode-événementiel (list-mode en anglais), puis
ordonnées en 24 sinogrammes de 3x30s, 5x60s, 5x120s, 3x180s, 3x240s, 4x300s et 1x150s. Les
images ont été reconstruites par 1’algorithme itératif 2D OSEM (4 itérations, 16 sous-ensembles)
sans post-filtrage (taille de voxel = 0,4mm x 0,4mm x 0,8mm). Les images ont été corrigées de
I’atténuation, du temps-mort, de la normalisation, des coincidences fortuites (Chow et al. 2005) et

de la diffusion (Watson 2000).
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2.1.5. Traitement d’images

Le traitement d’images a ¢été réalisé en utilisant le logiciel Pmod 3.6 (PMOD Technologies,
Suisse). Les images TEP ¢étaient automatiquement recalées aux images du scanner (iterative rigid
matching).

Ensuite, les contours des images de scanner obtenus par seuillage constant (entre 100 et 1000
de niveau de gris du scanner) étaient manuellement recalés a un atlas IRM (Mirrione atlas) (Ma et
al. 2005). Cet atlas est obtenu a partir d’une déformation minimum de 10 souris males C57Bl/6 (12-
14 semaines, 25-30g) qui correspond a des souris utilisées dans notre étude. Cet atlas a été
¢galement utilis¢é dans plus d’une centaine de publication chez la  souris

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmid/16165303/citedby/?tool=pubmed).

Une combinaison de deux transformations (TEP a scanner, puis scanner a IRM) a été utilisée

pour superposer les images TEP a I’atlas IRM. Grace a cet atlas, des régions d’intérét (ROI) étaient

amygdales, thalamus,
striatum) et cervelet. La
fixation de '*F-DPA-714
de chaque région était
intégrée sur 60 minutes et
exprimée en pourcentage
de dose injectée par
centimeétre cube

(%ID/cc).

Figure 1I-2-5. Recalage entre I’'image TEP et 1’atlas IRM a I’aide du scanner.

95



La premiére étape est un recalage automatique entre la TEP et le scanner; puis la deuxiéme
¢tape un recalage manuel entre le scanner et ’IRM. De la combinaison de deux étapes résulte en
une image TEP-IRM superposée. Les régions d’intérét tracées sur 1’image anatomique de 1I’IRM
peuvent donc étre positionnées sur 1I’image TEP afin de quantifier le signal au niveau des
hippocampes ; rouge : région d’intérét de I’hippocampe droit et vert: région d’intérét de

I’hippocampe gauche.

Figure 1II-2-6. Différentes régions
d’intérét prédéfinies sur I’atlas d’IRM de
Mirrione. Vert foncé : hippocampes, vert
clair : thalamus, rouge : striatum, bleu :

cortex, jaune : amygdales (coupe

coronale) et cervelet (coupe horizontale).

2.2, Modéle d’épilepsie induit par injection intrahippocampique d’AK chez la souris

2.2.1. Protocole d’injection intrahippocampique d’AK chez la souris

Les souris ont été anesthésiées sous isoflurane 4% dans une boite d’induction puis
positionnées dans un cadre stéréotaxique. L’injection a été réalisée au niveau de I’hippocampe
dorsal droit (coordonnées par rapport au bregma : antéropostérieur -1,8 mm ; médiolatéral -1,6 mm

et dorsoventral -1,8 mm). L’AK dissout dans le sérum physiologique (50 nl, 0,2 pg) a été injecté
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pendant une 1 minute a ’aide d’une pompe automatique (World Precision Instruments) en utilisant
une microseringue Hamilton de 10ul équipée d’une aiguille adaptée. Apres injection, 1’aiguille a été
maintenue in situ pendant une minute pour éviter le reflux sur le trajet d’injection. La validation du
modele a été faite dans premier temps par le Pr. Bouilleret sur I’analyse des comportements des
souris pendant 2 heures post injection (présence de signe de crise d’immobilité, d’agitation) et sur

les dommages histologiques (Crésyl Violet) observés a 7 jours aprés injection.

2.2.2. Choix de P’aiguille pour induire le modéle

De facon a provoquer le moins possible de 1ésion mécanique tout en conservant une bonne
répétabilit¢ de la procédure d’injection, nous avons testé plusieurs modeéles. Les modéles
conventionnels utilisés chez le rat au
laboratoire ne nous satisfaisant pas en raison
de la grande taille de 1’aiguille (25G, 0,5mm |
de diamétre externe), nous nous sommes

procurés des aiguilles particulieres. Nous

disposions d’une aiguille commercialisée de i
30G (Hamilton) (0,3mm de diamétre
externe) (numéro I) (Figure 2.4) et d’une

aiguille fabriquée a facon par la société

PHYMEP avec diamétre externe d’une
Figure II-2-7. Validation des  dispositifs

moitié de celui de ’aiguille Hamilton 30G | d’injection aiguille I Hamilton, aiguille II
Phymep.

(numéro 2) (Figure 2.4).

Pour vérifier si 50 nl de volume étaient précisément déposé dans le tissu cérébral, nous avons
. , .« e . . . 1 o oso e r
simulé une injection de radiotraceur dans un tissu mou. Pour cela, du "*F-FDG a été injecté dans de

petits blocs de gel d’agarose (3%) en utilisant ces deux aiguilles avec le méme protocole que celui
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utilisé pour I’induction du mode¢le (Figure II-2-7). Pour chaque aiguille, I’injection a été répétée dix
fois, chaque gel d’agarose injecté a été mis dans un tube et quatre tubes contrdles contenant Sul de
""E_FDG prélevés par une pipette calibrée ont également été préparés. Lactivité de chaque tube a
¢té mesurée a 1’aide d’un compteur de type Cobra. Pour chaque aiguille, la moyenne de I’activité
des 10 tubes d’agarose injectés a été comparée a celle des 4 tubes de contrdle (activité de tube de

contrdle étant divisée par 100 pour comparer avec 50 nl injecté dans le gel d’agarose).

2.2.3. TEP au '*F-DPA-714 chez des souris 2 7 jours aprés injection d’AK ou de sérum
physiologique
L’acquisition dynamique de 1 heure a été réalisée chez 5 souris épileptiques a 7 jours post

induction et chez 5 souris témoins suivant le protocole TEP au '*F-DPA714 décrit ci-dessus.

2.2.4. Autoradiographie in vitro au '*F-DPA-714
Dés la fin de acquisition TEP au '“F-DPA714, les souris ont été perfusées par voie
intracardiaque. La perfusion du cerveau par voie intracardiaque est obtenue par incision de

I’oreillette droite suivie d’une injection manuelle de sérum physiologique intraventriculaire gauche

a I’aide d’un cathéter de 23 G.

Apreés décapitation, les cerveaux ont été délicatement retirés de la boite cranienne, puis
congelés dans de I’isopentane a -40°C. Les cerveaux congelés ont été stockés dans le congélateur a

-80°C en attente de réaliser les coupes a I’aide d’un Cryostat (Leica CM3050).

Les cerveaux ont ¢été coupés en tranche de 10 pum d’épaisseur dans la région de
I’hippocampe : -1,34 mm, -1,58 mm, -1,82 mm (hippocampe dorsal) et -2,3 mm, -2,7 mm, -3,28
mm (hippocampe ventral) par rapport au bregma (Paxinos & Franklin 2001) et montés sur des

lames de type Superfrost a raison de 6 coupes par lame.
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Des lames de coupe du cerveau ont été incubées dans un tampon Tris-HCI contenant 37 MBq
de ""F-DPA-714 pendant 20 minutes a 4°C. Elles ont ensuite été lavées deux fois pendant 2 minutes
dans un tampon Tris-HCl 50mM (pH = 7,4) a 4°C. Aprés une immersion rapide dans de 1’eau

distillée a 4°, les lames ont été séchées.

L’autoradiographie a ensuite été obtenue en exposant les lames contre un écran sensible aux
rayonnements (Molecular Dynamics) pendant 24h, placées dans une cassette a température
ambiante. L’écran a été lu a I’aide d’un scanner Storm (Molecular Dynamics). Les résultats obtenus

ont été analysés a 1’aide du logiciel ImageJ.

3. Résultats

3.1. TEP au "*F-DPA-714 chez des souris C57BI6 normales, état basal

La quantification des signaux TEP (figure II-3-1) au niveau des hippocampes droits et
gauches de souris contréles montre que le signal TEP ne peut étre détectable qu’a partir de 30
secondes aprés le démarrage de I’acquisition. On observe un pic de captation dés la 2™ minute,
suivi d’une courbe plutdt stable entre 2™ et 10°™ minutes, puis une diminution entre les 10°™ et

50°™ minutes, qui tend a ralentir & partir 50°™ minute.
La captation est identique entre I’hippocampe droit et gauche chez 1’ensemble des animaux.

Ces courbes sont issues de la quantification des hippocampes de 8 souris montrant ainsi une bonne

reproductibilité des résultats obtenus avec le protocole d’imagerie mis en place.
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2,50 —e— Hippocampe droit
—m— Hippocampe gauche
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0 10 20 30 40 50 60
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Figure IT-3-1. Cinétique de captation du '*F-DPA-714 dans les hippocampes des souris normales
A titre de comparaison, la figure I1-3-2 montre 1’évolution du signal '*F-DPA-714 au niveau

des hippocampes chez une souris ou 1’injection n’était pas bien dans la veine. Le pic du signal est

bas et décalé dans le temps en comparaison aux courbes visualisées en figure 2.5.

60



2,5 -
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Figure II-3-2. Cinétique de captation du '*F-DPA-714 dans les hippocampes d’une souris
normale lorsque 1’injection n’était pas bien dans la veine.
Un autre exemple démontrant I’importance de la définition des paramétres d’acquisition est
illustré sur la figure suivante (figure I1-3-3). Elle montre qu’un mouvement de 1’animal entre la

TEP et le scanner peut induire un recalage erroné.

Figure 11-3-3. Mouvement de I’animal entre la TEP et le scanner
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3.2 Choix de ’aiguille pour induire le modéle
La figure II-3-4 montre que ’aiguille II ne dépose pas précisément 50 nl de volume, ce qui se

traduit par une faible activité injectée.

Bq Aiguille | Bb Aiguille Il
300 - 300 +
250 - 250 -+
200 - 200 -+
150 - 150 -
100 - 100 -

50 - 50 -

0 - 0

1 2 3 45 6 7 8 910 1 2 3 45 6 7 8 910

Figure I1-3-4. Répartition de ’activité injectée de chaque 1’aiguille.

Il n’y a pas de différence significative entre la moyenne de I’activité injectée au moyen de
I’aiguille I et les valeurs attendues obtenues pas pipetage du '*F-FDG alors que les valeurs obtenues
pour les injections au moyen de 1’aiguille II sont plus faibles que les valeurs contrdles (tableau I1-
3-1).

Tableau II-3-1. Moyenne et écart-type de I’activité injectée au moyen de chaque aiguille.

Tube du gel d’agarose (10)
Aiguille
Moyenne Ecart-type
I 234 28
I 87 81
Tube de contrdle (4)
262 51
3.3. Modele induit par injection intra hippocampique d’AK avec ’aiguille I

Des comportements anormaux (figure I1-3-5) ont été observés chez toutes les souris pendant
les 2 heures apres injection tels que : immobilisme prolongé (A), machonnement avec salivation,

rotations (B), mouvement clonique des pattes et chute (C). Certaines souris ont présenté des crises
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généralisées importantes (D) ayant entrain¢ la mort de I’animal. Le taux de mortalité constaté était
de 15 a20%.

L’effet de I’AK sur les souris peut également tre observé par analyses histologiques telles
que décrites dans la littérature (Bouilleret et al. 1999). La figure II-3-6 montre un aspect
pycnotique des cellules de la couche CA1 et CA4 du c6té droit a 7 jours apres injection validant la
procédure d’injection d’AK. Des cellules du c6té gauche sont a ce stade généralement préservées.

L’¢tude par imagerie TEP au '*F-DPA-714 permet également de caractériser 1’effet de
I’injection de KA. Les images TEP présentées dans la figure II-3-7 montrent un fort signal li¢ la
fixation du '"*F-DPA-714 au niveau de I’hippocampe droit des souris épileptiques par rapport & celui
des souris témoins obtenues par injection de sérum physiologique. Cette comparaison montre que

I’effet mécanique de 1’aiguille et du geste chirurgical est beaucoup moins important que celui d’AK.

A

15 secondes 30 secondes 45 secondes 60 secondes

0,5 seconde 1seconde 1,5 secondes 2 secondes

1 seconde 2 secondes 3 secondes 4 secondes

Figure I1-3-5. Comportements anormaux apres injection d’AK : (A) immobilisation pendant

une minute, (B) rotations, (C) chute rapide, (D) crises généralisées.
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Figure I1-3-6. Coloration au violet de crésyl 7 jours apres injection d’AK : aspect pycnotique

des cellules de la couche CA1 et CA4 du c6té droit (fleches).

3,00 -
2,50
2,00 -
1,50 - ——AK
~m—Temoin
1,00 |
n=5 pour
0,50 - chaque
& groupe
0,00 # , ( l : ; ,
0 10 20 30 40 50 60

Figure II-3-7. TEP au E_DPA-714 de souris AK (A) versus souris témoin (B) 7 jours apres

injection. (C) : courbe de temps-activité des souris AK et de témoins (moyenne et écart-type).
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L’observation des images d’autoradiographie a 7 jours (figure I1-3-8) aprés d’injection d’AK
(A) confirme le fort signal inflammatoire au niveau de I’hippocampe injecté. Ce signal n’est pas
limité au niveau dorsal mais est aussi visible jusqu’au niveau ventral. Au contraire, la fixation de
"F_.DPA-714 chez les animaux témoins est limitée 4 la zone d’injection et plus précisément au

niveau du trajet de ’aiguille (B).

L 1,58 1,82 23 27 3,28
‘ . - y
- > Pl - 1 " . - . 1 @ o
B

Figure I1-3-8. Autoradiographie au '*F-DPA-714 de souris AK (A) versus souris témoins (B)
a 7 jours apres injection. Les fléches rouges montrent des 1ésions apres injection d’AK et les fleches
bleues montrent le trajet de I’aiguille aprés injection de sérum physiologique. La numérotation des
coupes correspond aux différents niveaux repérés sur 1’atlas de Paxinos (Paxinos & Franklin 2001),

ou -1,8 correspond au niveau d’injection.

4. Discussion

4.1. Facteurs influant potentiellement la quantification du '*F-DPA-714

4.1.1. Conditions expérimentales

Bien que notre étude soit réalisée sur la méme souche de souris (C57Bl6), le méme sexe
(souris males) et le méme age (4 mois), une variabilité biologique pourrait étre observée, de 1’ordre
de 15-20%, comme précédemment rapporté (Hussey et al. 1998), (Eckelman et al. 2007). Ainsi,

notre protocole d’étude longitudinale doit favoriser les comparaisons d’observations effectuées a
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différents moments post-induction a 1’état basal de la méme souris pour s’affranchir de la variabilité
inter-sujet. De plus, pour I’ensemble des phases d’expérimentations, il est important d’observer
toujours les mémes conditions expérimentales : conditions d’hébergement de 1’animalerie,

d’anesthésie, de température, d’induction du modele, d’imagerie et d’analyse de données.

Les animaux ont été hébergés dans les conditions d’hébergement de I’animalerie du SHFJ.
Les animaux ont eu un acces illimité a I’eau et a la nourriture méme les jours d’imagerie. Ce n’est
généralement pas dans le cas pour les examens au '°F-FDG car le métabolisme glucidique peut étre
altéré par la glycémie alors que 1’état de jeune n’est pas nécessaire avant un examen TEP au '°F-

DPA-714.

Une anesthésie générale est obligatoire pour rendre les souris immobiles et minimiser le stress
pendant 1’acquisition d’images TEP. La dose d’anesthésique doit €tre maintenue la plus basse
possible pour ne pas de perturber I’état physiologique de 1’animal tout en étant suffisante pour
assurer ’anesthésie de la souris. Une dose d’anesthésique trop élevée peut tuer la souris apreés 60
minutes d’acquisition. Dans notre étude, la dose d’isoflurane varie souvent entre 1,5 a 2,5% pour

assurer une fréquence respiratoire entre 80 et 120 fois par minute.

Une étude récente a illustré que le signal TEP peut étre modifié en fonction de 1’animal, du
radiotraceur utilisé ou de 1’agent anesthésique (Kuntner et al., 2014). L’isoflurane peut diminuer la
captation de '*F-FDG ou augmenter la liaison & ''C-Raclopride mais aucune étude n’a été réalisée
pour évaluer la relation entre fixation du '*F-DPA-714 et I’isoflurane. Une étude in vitro a montré
qu’une anesthésie avec 3% de sevoflurane 2 heures par jour pendant 3 jours peut entrainer la
neuroinflammation avec une augmentation des inteurleukines (IL-6 par exemple) chez des souris

néonatales (age d’une semaine) mais pas chez des souris adultes (8 semaines) (Shen et al. 2013).
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Il est aussi facile d’imaginer qu’une anesthésie trop profonde peut modifier le rythme
cardiaque et la perfusion tissulaire induisant ainsi des variations importantes de la distribution du
traceur dans 1’organisme (fonction d’entrée). Pour ces raisons, un controle de l’intensité¢ de

I’anesthésie est indispensable a la conduite d’une telle étude.

Le controle de la température corporelle des animaux est important lorsque les souris sont
anesthésiées. En effet, sous anesthésie, la température interne des rongeurs s’équilibre rapidement
avec celle de la surface sur laquelle ils sont posés (Suckow et al. 2009). Ainsi, les animaux
deviennent hypothermiques ce qui modifie leur état physiologique, pouvant conduire a la mort dans
les cas extrémes, mais modifie aussi leur métabolisme ainsi que les parameétres de perfusion
tissulaire. C’est la raison pour laquelle la température du tapis chauffant doit étre systématiquement

vérifiée (37°C) avant de démarrer 1I’examen.

4.1.2. Voie d’injection

Trois principales méthodes peuvent étre utilisées pour administrer le radiotraceur chez des
rongeurs : la voie intrapéritonéale, la voie rétro-orbitaire et la voie intraveineuse. Seule, la voie
intraveineuse est compatible avec une acquisition dynamique et permet d’¢tudier la
pharmacocinétique du traceur. L’administration est souvent réalisée par la veine latérale de la queue.
La taille de l’aiguille recommandée est entre 26G et 28G. Le volume injecté pour limiter la
surcharge volumique est d’environ de 5ml/kg pour la souris (Diehl et al. 2001). Ainsi, pour une

souris de 30 g, il ne faut pas dépasser 150ul de volume injecté.

Deux techniques différentes sont disponibles pour la voie intraveineuse. Chaque technique a
ses avantages et ses inconvénients (Vines ef al. 2011). Une injection directe a la seringue est simple
a réaliser et pratique pour une acquisition statique. Le volume mort de la seringue est quasiment nul,

et cette approche limite les possibles problémes de bulle d’air et d’activité résiduelle dans la
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seringue. Cependant, I’inconvénient réside dans le fait que le manipulateur ne peut pas vérifier si
I’aiguille est bien positionnée dans la veine avant injection. Ainsi, si une petite quantité¢ de traceur
est dans I’espace interstitiel, la quantification est potentiellement erronée. Il s’agit d’un aspect
pratique important, tout particulierement dans une étude longitudinale chez des souris C57Bl6, dont
les veines caudales sont petites et fragiles.

L’autre technique consiste en une injection indirecte via un microtubule en polyéthyléne
préposition dans la veine caudale de 1I’animal. Cette technique est complexe en raison d’un volume
mort important créé par le microtubule. Ainsi, il faut étre extrémement vigilant lors d’un
remplacement de la seringue de sérum physiologique par la seringue radioactive parce que de 1’air
peut entrer dans le microtubule au moment du changement. Une grande bulle d’air entrant dans la
veine peut tuer la souris par embolie pulmonaire pendant I’examen. De plus, pour calculer ’activité
injectée précise, il est nécessaire de mesurer 1’activité résiduelle dans 1’ensemble du systeme

d’injection (aiguille, microtubule et seringue).

Notre but était de minimiser au mieux le volume mort. Il n’existe pas actuellement de cathéter
commercialisé avec aiguille de taille appropriée pour la veine de la souris comme dans le cas du rat.
Nous avons donc d’abord utilisé une aiguille papillon de 27G (Vygon) mais un grand volume mort
(150ul) résultant du grand diameétre interne du tubule (0.8mm) et de sa longueur de 300mm rendait

la manipulation difficile.

Un nouveau cathéter a donc été fabriqué au laboratoire par fixer cette aiguille de 27G (Vygon)
a un microtubule de diamétre interne (0,38mm) (PE20, Harvard Apparatus) compatible a cette taille
d’aiguille. L’autre alternative disponible en terme de microtubule est le PE10 de diamétre interne de
0.28mm mais compatible a I’aiguille de 30G. Cette fabrication rend le controle du volume mort plus
souple en modifiant la longueur du microtubule. Un petit volume mort est préféré mais la longueur

du microtubule doit rester assez longue pour avoir suffisamment d’espace en manipulant. Un
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microtubule trop court rend plus difficile la mise en place de la seringue sur la pompe comme
montrée dans la figure II-2-4. Nous avons adopté une longueur de 180 mm pour avoir un volume

mort de 20pul qui est parfaitement compatible avec notre protocole d’acquisition.

4.1.3. Acquisition dynamique de 60 minutes

Bien que ’acquisition dynamique soit laborieuse (pose de cathéter, plus long est le temps
d’acquisition, plus grand est le risque que la souris meurt, limite de nombre de souris imagées par
jour), elle donne accés a un plus grand choix de méthodes de quantification des images. En effet, la
fixation peut étre calculée pour n’importe quel intervalle de temps grace a ’acquisition en mode
séquentiel. Ainsi, par exemple, le %ID/cc peut étre calculé¢ sur ’ensemble des 60 minutes pour
maximiser le rapport signal sur bruit ou sur les 10 derniéres minutes correspondant a la période

durant laquelle le signal est plus stable (figure I1-3-1).

Le %ID/cc est un paramétre semi-quantitatif utile pour comparer différents examens mais qui
ne refléte pas une information biologique spécifique. Cependant, une acquisition dynamique de 60
minutes permet de faire de la modélisation cinétique pour mesurer des parametres plus pertinents
tels que le volume de distribution ou le potentiel de liaison. Vicidomini et al. ont également validé
le fait qu’une durée de 60 minutes était adaptée pour I’imagerie TEP au '*F-DPA-714 chez la souris
C57BIl6 (Vicidomini et al. 2015). En effet, cette équipe a démontré une haute liaison spécifique du
radiotraceur inchangé a la TSPO et une absence de radiométabolite dans le cerveau a 60 minutes

apres injection du radiotraceur.

La modélisation cinétique de traceurs ciblant la TSPO a partir d’acquisitions réalisées chez la
souris est encore loin d’étre aisée en raison notamment de 1’absence d’une région de référence ou de

la difficulté a mesurer la fonction d’entrée chez la souris. Ces difficultés sont détaillées dans le
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chapitre 4 consacré a une étude de modélisation et quantification plus sophistiquées. C’est la raison
pour laquelle la quantification au moyen du %ID/cc est I’approche la plus fréquemment utilisée
dans des études TEP ciblant la TSPO chez les souris. La standardisation des conditions
expérimentales nous a cependant donné la possibilité de réaliser des analyses cinétiques plus
complexes, qui seront ¢galement présentées dans le chapitre 4.

Parmi les paramétres importants a controler pour exploiter les mesures dynamiques, la
méthode d’injection du traceur et le contrdle de DI’activité injectée sont cruciaux. L’injection en
masse demande un calcul rigoureux prenant en compte la radioactivité spécificité (RAS) disponible
le jour de I’examen. Comme la RAS décroit au cours du temps (période de 110 minutes pour fluor-
18) et que la durée moyenne d’un examen est d’environ 75 minutes (60 minutes de TEP + 5
minutes de scanner et plus ou moins 10 minutes de préparation), 4 la fin du 3™ examen réalisé le
méme jour a partir de la méme radiosynthése, 2 périodes de décroissance se sont déja écoulées.
Ainsi, la dose injectée doit étre diminuée d’un facteur 4 chez le 4°™ animal par rapport au premier
si on veut avoir la méme masse injectée. Une dose injectée si faible aboutit & la diminution
inacceptable de la qualité d’image. En fonction de la RAS, nous avons donc réalisé au maximum 3

examens par jour pour assurer une masse injectée faible et stable entre différents examens.

Cette masse injectée n’est pas un élément critique dans les études réalisées chez 1’homme
mais constitue un probléme important dans des études in vivo des récepteurs chez les rongeurs en
raison de la relativement faible densité¢ de récepteurs (Kuntner & Stout 2014). La masse injectée
peut perturber la cinétique physiologique de liaison aux récepteurs et il est recommandé de ne pas
de dépasser 10% de 1’occupation maximale des récepteurs dans des études in vivo de la cinétique de
liaison (Hume et al. 1998). Maeda et al. ont démontré 1’effet de la RAS en réalisant une étude avec
une haute RAS de ''C-PIB (~200GBg/umol) chez des souris d’Alzheimer transgéniques. Une
diminution de la RAS pour atteindre 20GBg/umol a entrainé une diminution importante du rapport

signal-sur-bruit et la diminution de la liaison dans I’hippocampe et le cortex, réduisant ainsi la
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sensibilité de détection des plaques amyloides (Maeda et al. 2007).

De plus, une phase de perfusion bien contrélée est nécessaire pour avoir un résultat

reproductible entre différents examens (figure I1-3-1).

4.1.4. Reconstruction d’images

En recherche, les images TEP ont été généralement stockées en list-mode. Les informations
relatives a une coincidence détectée (coordonnées spatiales et temporelles, énergies) sont
sauvegardées en mémoire du processeur sous la forme d’une liste qui nécessite une grande taille de
stockage mais peut étre relue afin de reconstruire les images au moyen de différents algorithmes ou

en utilisant des échantillonnages temporels différents.

Ces données brutes ont ensuite été converties soit en sinogramme 2D par recombinaison
(rebinning) soit en sinogramme 3D. La profondeur d’interaction dans laquelle un événement
d’annihilation se produit a I’intérieur des cristaux peut avoir un impact significatif sur la résolution
spatiale de 1’image, notamment pour le systéme préclinique avec petit diamétre d’anneau. Ainsi, le

positionnement des événements d’angle oblique est important.

Dans notre protocole, a ¢été appliqué un Fourier rebinning (FORE) dans lequel des
coincidences obliques ont ét¢ ordonnées dans une coupe transaxiale en utilisant la relation de
fréquence-distance des données dans I’espace Fourier (Defrise et al. 1997). Le sinogramme 2D a été

ensuite reconstruit par des algorithmes 2D conventionnels.

Les algorithmes de reconstruction 2D conventionnels incluent la méthode analytique de
rétroprojection filtrée (FBP) ou les approches itératives, telles que I’OSEM 2D (ordered-subsets

expectation-maximization). La méthode analytique est une méthode de référence en quantification
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car elle n’introduit pas de biais. Cependant, en raison du diameétre de 1’anneau de détecteur
relativement petit et de la longueur du champ de vue axial, le systéme Inveon est plus enclin a la
dégradation de résolution radiale et axiale dans le champ de vue, qui est mieux traitée par
reconstruction itérative que par FPB (Bao ef al. 2009). Ainsi, les images reconstruites par FORE
suivi d’OSEM 2D avec des paramétres décrits dans notre protocole peuvent atteindre une résolution
de 1,5 mm au centre du CDV (Visser ef al. 2009). La reconstruction itérative évite également la
présence d’artefacts de raies. En termes de quantification, récemment, en comparaison avec le FBP
sur le systéeme Inveon, (Yu et al. 2015) ont démontré que I’OSEM 2D donnaient des résultats

robustes.

Pour obtenir des images TEP quantitatives, des corrections doivent obligatoirement étre
appliquées. La correction du temps mort et de la décroissance est généralement effectuée lors de
I’acquisition des données. La normalisation, la correction de I’atténuation et de la diffusion sont

implémentées dans la reconstruction itérative.

La correction de I’effet du volume partiel est nécessaire mais n’est pas obligatoire. Ce sujet

sera discuté en détail dans le chapitre 4.

4.1.5. Traitement d’images

Notre ¢étude utilise des images d’IRM pour le repérage anatomique des signaux
inflammatoires révélés par la TEP. L’image anatomique aide aussi a tracer des régions d’intérét au
niveau de I’hippocampe 1ésé ainsi que dans les zones extrahippocampiques. Pour analyser les
images dans ce chapitre et dans le chapitre suivant, nous utilisons I’atlas anatomique d’IRM de
Mirrione disponible dans le logiciel Pmod qui a été utilisé par de nombreux auteurs et est simple a

appliquer.
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L’inconvénient de cet atlas commercialisé est qu’il est impossible de modifier les régions
d’intérét prédéfinies. Ainsi, nous ne pouvons pas découper la région du cortex en différentes zones
qui nécessitent d’étre distinguées pour I’étude de 1’épilepsie (cortex frontal, cortex pariétal, cortex
piriforme ou cortex entorhinal) ou réduire le volume de la région d’intérét pour s’adapter aux petites
Iésions au niveau du thalamus ou de 1’amygdale. Comme 1’hippocampe sclérotique est atrophié,
’utilisation de 1’atlas Pmod peut sous-estimer des signaux inflammatoires tardifs en raison d’un

effet de volume partiel.

D’autres atlas existent également. L’impact de 1’atlas sur la quantification sera rapporté dans
le chapitre 4. Dans notre étude, le recalage de la TEP sur I'IRM a été fait a I’aide des contours du cerveau
obtenu a partir du scanner. Tout mouvement important entre 1’acquisition TEP et I’acquisition scanner est
susceptible de compliquer 1’étape de recalage automatique et méme de fausser le résultat de quantification a
cause d’une carte d’atténuation potentiellement mal alignée avec les données TEP. Il est obligatoire de bien
fixer la souris pendant I’examen pour éviter les mouvements fortuits. Une fixation de la téte au moyen d’un
cadre stéréotaxique est aussi souhaitable pour éviter les faibles mouvements liés a la respiration mais nous ne

disposions pas de ce type fixation compatible avec la machine microTEP-CT disponible.

4.2. Effet mécanique de I’aiguille sur la neuroinflammation

Comme le geste chirurgical entraine une inflammation, notre objectif était de chercher une
aiguille la plus fine possible pour limiter la destruction mécanique du tissu. Bien que 1’aiguille II
soit plus fine, les résultats d’induction du mode¢le ne se sont pas avérés reproductibles : certaines
souris ne présentaient pas de mort neuronale au niveau CA1 a 7 jours apres injection d’AK. Comme
démontré par une injection de '*F-FDG dans les gels d’agarose (Figure II-3-4), I’injection par

Iaiguille II ne déposait pas le volume injecté de fagcon reproductible.
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Cette aiguille est possiblement trop souple et trop fine de sorte que la pression du tissu
(simulée par le gel d’agarose) empéche un dépdt précis de 50nl. Nous avons donc utilisé 1’aiguille 1

pour I’ensemble de I’expérimentation malgré son diamétre plus élevé.

La TEP et I’autoradiographie ont aussi montré 1’effet mécanique trés limité de 1’aiguille I par
rapport a I’effet de I’AK (Figures II-3-7 et I1-3-8). Ces images ont montré la capacité de la TEP a
détecter des signaux inflammatoires au niveau de I’hippocampe ayant regu 1’injection d’AK bien

que sa taille soit minuscule (environ 2,5 mm dans le grand axe au niveau de I’hippocampe dorsal).

S. Conclusion

Ce chapitre a décrit I’optimisation et le choix du protocole expérimental mis en ceuvre pour
I’imagerie TEP au '*F-DPA-714 dans un modéle d’épilepsie chez la souris. Ce travail préliminaire a
montré la faisabilité de la TEP pour détecter des signaux inflammatoires a 7 jours aprés injection

d’AK dans le modéle considéré.

C’est sur cette base que nous avons ensuite réalisé une étude longitudinale pour comprendre
le réle de neuroinflamation dans la constitution de la sclérose hippocampique. Le prochain chapitre
va présenter cette ¢tude longitudinale, qui avait pour but d’étudier la relation entre

neuroinflammation et 1’évolution de la sclérose hippocampique au cours de sa constitution.
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Chapitre III. Apport de I’imagerie de la TSPO dans le suivi de la sclérose

hippocampique chez un modéle d’épilepsie mésiotemporale chez la souris

1. Introduction et objectifs

La sclérose de I’hippocampe est présente dans une des formes d’épilepsie la plus fréquente et
la plus pharmacorésistante chez I’homme (Blumcke et al. 2013). La résection chirurgicale est
efficace, permettant d’obtenir environ 80% de guérisons avec suppression compléte des crises (von

Lehe et al. 2006).

Comme expliqué précédemment, le modele d’épilepsie induit par injection
intrahippocampique d’AK chez la souris est un modele bien reproductible présentant des aspects
histologiques et cliniques proches de ceux rencontrés dans 1’épilepsie du lobe temporal chez

I’homme.

De récents travaux ont révélé 1’existence de processus inflammatoires au niveau de la sclérose
hippocampique chez des patients épileptiques ainsi que dans des modeles rongeurs. La protéine
translocatrice de 18kDa (TSPO) est, a I’heure actuelle, considérée comme un marqueur de la

neuroinflammation qui peut étre imagée in vivo par la TEP a 1’aide du E_DPA-714.

Nos objectifs sont :

- de déterminer si la TEP 'F-DPA-714 peut suivre in vivo la neuroinflammation impliquée
dans différentes phases de la constitution de la sclérose hippocampique.

- de comparer le signal TEP au signal observé sur 1’autoradiographie in vitro au '*F-DPA-714

- de corréler I’évolution du signal TSPO aux différents types des cellules gliales par

immunohistofluorescence.
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2. Matériels et méthodes
2.1. Modéle d’animal
Le mod¢le est celui décrit dans la partie 2.2 du chapitre 2 concernant le protocole d’injection

intrahippocampique d’AK chez la souris.

2.2, Protocole d’étude longitudinale
Le planning d’imagerie longitudinale est résumé sur la figure suivante (figure III-2-1), qui

inclut les séances d’imagerie TEP au '*F-DPA-714, I’autoradiographie in vitro au '*F-DPA-714 et

I’immunofluorescence.
Epileptogeneése Ictogenése
pa - & .
- @ N C
Etat basal 7 jours 14 jours 1 mois 6 mois
Groupe L | l l | >
’AK | T | | | |
Injection
d’AK
Etat basal 7 jours 14 jours 1 mois 6 mois
Groupe : l : : : >
témoin T

Injection du sérum
physiologique

Figure I1I-2-1. Planning d’imagerie longitudinale.

La TEP a été réalisée chez des souris a 1’état basal (qui recevront par la suite une injection
d’AK dans le groupe AK (n=9) ou de liquide physiologique dans le groupe témoin (n=8)), puis a 7
jours (n=6 et n=5 respectivement), a 14 jours (n=6 et n=4 respectivement), a 1 mois (n=8 et n=8

respectivement) et a 6 mois (n=8 et n=6 respectivement).

Des scans ont été répétés chez le méme animal autant que possible. Tous les animaux n’ont

pas pu étre imagés a tous les temps parce que le nombre d’examens par jour était limité en raison de
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la décroissance de la RAS (comme expliqué dans la discussion de la partie 4.1 du chapitre 2 sur
I’acquisition dynamique de 60 minutes) ou parce que la pose du cathéter a échoué en raison de la

fragilité de la veine apres plusieurs examens consécutifs.

Des souris AK supplémentaires a 1 jour (n=4) et a 3 jours (n=4) ont été ajoutées afin
d’analyser la neuroinflammation dans la période de I’état de mal et a un temps précoce de

I’épileptogénese respectivement.

Trois souris supplémentaires ont été euthanasiées a 1’état basal et aux différents moments
correspondant a 1’imageriec TEP des souris AK et des souris témoins afin de réaliser

I’autoradiographie in vitro au '*F-DPA-714 et I'immunofluorescence.

2.3. Acquisition dynamique TEP-CT au '*F-DPA-714 et traitement d’images
Les acquisitions ont été réalisées et les données analysées comme décrit dans la partie 2.1 du

chapitre 2 sur le protocole d’acquisition d’imagerie au '*F-DPA-714.

L’étude de déplacement par injection de 1mg/kg de DPA-714 froid a 60 minutes apres
injection de '"F-DPA-714, en vue de déterminer la spécificité de fixation du marqueur, a été réalisée
a 3 jours apres injection d’AK (n=3). A ce stade le signal TEP était ¢levé et diffus dans I’ensemble

du cerveau.

24, Autoradiographie in vitro au "*F-DPA-714

Les autoradiographies ont été réalisées comme décrit dans la partie 2.2 du chapitre 2

concernant ’autoradiographie in vitro au '""F-DPA-714.
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Pour localiser le signal '*F-DPA-714 et dessiner des régions d’intérét (ROI), les coupes
ayant servi a I’autoradiographie ont été¢ colorées a I’Hématoxyline et a I’Eosine (H&E). Ensuite,
elles ont été imagées a l’aide d’un scanner ImageScanner (GE) et recalées aux images

d’autoradiographie correspondantes en utilisant Pmod 3.6. (Figure I11-2-2).

Figure II1-2-2. Coupes colorées au H&E au niveau de I’hippocampe dorsal (A) et ventral (C)
utilisées pour localiser et dessiner manuellement des ROI, qui ont ensuite été appliquées sur des
images d’autoradiographie (B, D). Hippocampes droit (1) et gauche (2), striatum droit (3) et gauche

(4), thalamus (5), amygdales droit (6) et gauche (7), cortex droit (8) et gauche (9) et ventricules (*).

Pour une analyse semi-quantitative, nous avons analysé 6 coupes par souris. Pour chaque
coupe, les ROI ont été manuellement dessinées dans I’hippocampe droit et gauche, les striatum droit
et gauche, le thalamus, les amygdales droite et gauche, le cortex droit et gauche (Figure III-2-2)
permettant de mesurer une intensit¢é moyenne du signal pour chaque région. Pour chacune de ces
régions, I’intensité moyenne du signal a été normalisée a celle de la coupe entiére. L’analyse a été
faite a ’aide du logiciel Image]J. Les avantages et les limites a 1’utilisation de la coupe enti¢re du

cerveau comme la zone de référence seront discutés dans la partie discussion de ce chapitre.
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Etude de blocage par DPA-714 froid, en vue de déterminer la spécificité de fixation du
marqueur. L’¢tude a été réalisée en utilisant le méme protocole d’autoradiographie in vitro au '°F-

DPA-714 avec ajout de 4 pmol de DPA-714 froid a la solution du radioligand.

2.5. Immunohistofluorescence (IHF)
L’expérimentation a été réalisée sur des coupes adjacentes a celles utilisées pour 1’étude en

autoradiographie.

Etape de préparation. Des coupes congelées ont été fixées avec le PFA 10% pendant 15
minutes, puis lavées dans du PBS pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été plongées dans la solution
NH4CI pendant 5 minutes pour neutraliser des molécules de PFA libres qui n’ont pas servi a la
fixation de 1’échantillon, puis lavées dans du PBS pendant 5 minutes. La perméabilisation des
cellules a été ensuite réalisée en plongeant les coupes dans une solution de méthanol/acétone
pendant 5 minutes, suivie d’une solution de triton-X100 a 1% pendant 5 minutes, avant d’étre de
nouveau lavées dans du PBS pendant 5 minutes. Cette étape de préparation s’est terminée par une
saturation des sites non-spécifiques en incubant des coupes dans une solution d’albumine bovine
(BSA 10%) et 0,5% de Tween pendant 15 minutes. Cette étape de préparation est résumée sur la

figure I11-2-3.

Triple marquage de microglie (CD11b), astrocyte (GFAP) et TSPO. Les coupes préparées
ont ét¢ incubées pendant 1 heure avec 1’anticorps primaire, puis lavées 3 fois 10 minutes dans du
PBS, avant d’étre incubées avec 1’anticorps secondaire pendant 30 minutes. L’incubation a été
réalisée a température ambiante. Apres 3 ringages de 10 minutes dans du PBS, des lames ont été
montées en utilisant un milieu de montage contenant du DAPI, un marqueur du noyau qui émet une

fluorescence dans le bleu aprés stimulation laser.
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Fixation Neutralisation Perméabilisation Saturation
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PFA 10% NH4Cl 4% Méthanol/Acétone puis BSA 10% + Tween 0.5%
triton-X100 1%

Figure I11-2-3. Schéma de I’étape de préparation pour immunofluorescence.

La liste des anticorps primaires et secondaires utilisés est donnée dans le tableau suivant.

Tableau III-2-1. Liste des anticorps utilisés pour les détections immunohistochimiques

Source animale de .
Antigéne Dilution Fournisseur
I’anticorps
Anticorps primaires
TSPO Lapin 1/500 Abcam
CDI11b Rat 1/200 Abcam
GFAP Poulet 1/500 Abcam
CD31 Rat 1/500
Anticorps secondaires
Anti-IgG de lapin
Ane 1/1000 Molecular Probes
couplé a I’Alexa-488
Anti-IgG de rat couplé
Ane 1/1000 Molecular Probes
a1’Alexa-546
Anti-IgG de poulet
Chévre 1/1000 Molecular Probes
couplé a I’Alexa-647




Double marquage de TSPO et des cellules endothéliales (CD31). L’expérimentation a été

réalisée avec le méme protocole d’immunofluorescence que celui décrit ci-dessus.

Acquisition des images. Une acquisition en mode mosaique permettant de visualiser toute la
coupe avec un grossissement de 20X a été réalisée a I’aide d’une caméra connectée au microscope
AxioObsever Z1 (Zeiss). L’acquisition s’est faite en mode séquentiel pour éviter la contamination
de fluorescence entre les canaux de différentes longueurs d’onde. Les temps d’exposition pour
chaque canal ont été réglés de telle sorte que la luminosité des pixels n’a jamais été saturée. Ces
paramétres ont été maintenus pendant toute 1’acquisition et pour toutes les expérimentations. La

fusion des images mosaiques a été réalisée par le logiciel AxioVision 4.6 (Zeiss).

Analyse de la distribution des cellules gliales au niveau des hippocampes. L’image des
noyaux DAPI a été utilisée pour déterminer les régions hippocampiques. Pour visualiser les
microglies et les astrocytes de maniere reproductible entre différentes expérimentations, un
seuillage automatique (Moment Dark) a été appliqué a toutes les images (Notter et al. 2017). Le

traitement a été fait en utilisant ImageJ.

Analyse de colocalisation. Une colocalisation du marquage correspond a une superposition
des marquages vert et rouge visualisée sur 1’image par du jaune ou a une superposition du vert et

magenta visualisée sur I’image par du blanc.

Analyses statistiques. Toutes les données quantitatives (TEP et autoradiographie) ont été
analysées en utilisant des tests non-paramétriques et les résultats sont présentés au moyen de la
médiane (25% percentile — 75% percentile). Pour les données TEP, nous avons utilisé le test de
Wilcoxon apparié pour comparer des résultats entre chaque temps avec ceux de 1’état basal de la

méme souris. Pour les données d’autoradiographie, le test Mann-Whitney a été utilis€ pour
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comparer des résultats entre chaque temps avec ceux de 1’état basal. Des analyses ont été effectuées
en utilisant le logiciel Prism 6 (GraphPad). La valeur de p<0,05 a été interprétée comme

statistiquement significative.

3. Résultats

3.1. Evolution des signaux '*F-DPA-714 dans ’étude TEP longitudinale

A Détat basal, la fixation cérébrale du '"*F-DPA-714 varie de 1,34 %ID/cc [1,32-1,40] dans le
cortex a 1,85 %ID/cc [1,71-1,87] dans le cervelet. Chez les animaux du groupe témoin (qui
recevront par la suite une injection de liquide physiologique au niveau de 1’hippocampe droit), la
fixation est 1,51% %ID/cc [1,41-1,58] et 1,42 %ID/cc [1,34-1,47] dans les hippocampes droit et
gauche respectivement. Chez les animaux du groupe d’AK qui recevront par la suite I’AK, cette
fixation hippocampique est 1,45 %ID/cc [1,38-1,54%] a droite et 1,39 %ID/cc [1,29-1,45]. Aucune
différence significative n’est observée entre I’hippocampe droit et gauche, ni dans le groupe AK, ni

dans le groupe témoin a 1’état basal (Figure I11-3-1).

Etat basal
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Figure I11-3-1. Fixation hippocampique (%ID/cc) a I’état basal.
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Apres la réalisation des injections intra-hippocampiques de solution saline ou d’AK, les
animaux sont suivis par TEP a 7, 14 et 30 jours puis @ 6 mois. Deux temps supplémentaires réalisés
a 1 jour et a 3 jours ont été ajoutés, uniquement pour le groupe AK afin de visualiser I’inflammation

au sein de 1’état de mal et au moment ou commence la période silencieuse (épileptogénese).

Chez les souris témoins, a tous les moments et dans toutes les régions, aucune différence
significative des signaux TEP n’est retrouvée comparativement a 1’état basal. Méme 7 jours apres la
chirurgie, la fixation de I’hippocampe injecté est de 1,48 %ID/cc [1,29-1,82] ce qui n’est pas
significativement différent par rapport a I’état basal. Il n’y a pas non plus de différence significative
de fixation dans les hippocampes a 6 mois (1,67% [1,38-1,96]) apreés la chirurgie par rapport a celle

de I’¢tat basal (Figure I11-3-2).
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Figure II1-3-2. Images cérébrales des plans coronal (images du haut) et transaxial (images du

bas) de fixation de '"F-DPA-714 chez la méme souris témoin aux différents moments (A) et son

évolution (%ID/cc) au cours du temps dans les hippocampes (B) et dans d’autres régions du cerveau

(©).
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Chez les souris AK, dans les hippocampes, par rapport a 1’état basal, le signal est fortement
augmenté et atteignait un pic a 3 jours apres injection, prédominant du coté injecté. Du coté
controlatéral a I’injection, le signal diminue ensuite progressivement pour revenir a 1’état basal a 1
mois apreés injection d’AK. Du coété de D’injection, le signal observé diminue également
progressivement, se maintenant cependant stable entre 7 jours et 1 mois avant de décroitre au-dela
sans jamais retourner a 1’état basal puisqu’il persiste encore 6 mois apres induction du modéle

(Figure I11-3-3A, 3B).

A H -
Etat basal AK 1j AK 3j AK 7j
AK 14j AK 1m AK 6m
I -
0.0 %ID/cc 3.0

Figure III-3-3A. Images cérébrales des plans coronal et transaxial de fixation de '*F-DPA-
714 chez la méme souris témoin aux différents moments : état basal, 1 jour (état de mal), 3 jours
(fin d’¢état de mal et début de la période silencieuse), 7 jours (au milieu de 1’épileptogénese), 14

jours, 1 mois, 6 mois (ictogénese).
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Figure I1I-3-3B. Evolution de la fixation de '"*F-DPA-714 (%ID/cc) au sein des hippocampes.
* correspond a la différence significative entre chaque moment apres injection d’AK et a I’état basal
et ** correspond a la fois la différence significative a 1’état basal et a d’autre moments apres

injection d’AK (test de Wilcoxon).

Chez les souris AK, dans les zones extrahippocampiques, 3 jours aprés injection, la
fixation est massive dans I’ensemble du cerveau (striatum, cortex, thalamus, amygdales et méme
cervelet). Ces signaux par la suite diminuent au cours du temps et reviennent a un niveau basal a un
moment différent en fonction de la région : le cervelet a 7 jours, le striatum, le thalamus et les

amygdales a 14 jours et le cortex a 1 mois.

Figure III-3-3C (en dessous). Evolution de la fixation de '*F-DPA-714 (%ID/cc) dans les
zones extrahippocampiques. * correspond a la différence significative entre chaque moment apres
injection d’AK et a I’état basal et ** correspond a la fois la différence significative a 1’état basal et a

d’autre moments apres injection d’AK (test de Wilcoxon).
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La figure I1I-3-4 montre un déplacement du signal '*F-DPA-714 dans différentes régions
(hippocampes, cortex, cervelet) par injection de DPA-714 froid a 60 minutes apres le scan chez une
souris épileptique a 3 jours démontrant la spécificité du signal dans I’ensemble du cerveau a 3 jours

apres injection d’AK.
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Figure ITI-3-4. Déplacement du signal '*F-DPA-714 par injection de DPA-714 froid a 60 minutes.

3.2 Caractérisation par autoradiographie in vitro au '*F-DPA-714

3.2.1. Analyse visuelle

L’autoradiographie permet de visualiser avec une résolution spatiale plus élevée la
distribution dun traceur a [’échelle des structures cérébrales en s’affranchissant de la

biodistribution et du métabolisme de ce traceur.

Dans le cerveau des souris a I’état basal, nous observons un signal intense et localisé

uniquement au niveau des ventricules latéraux et du 3" ventricule. Dans le cerveau des souris

témoins, outre le signal ventriculaire, nous observons un hypersignal localisé¢ le long du trajet de
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I’aiguille a 7 et 14 jours apres injection qui n’est plus présent a partir d’un mois et au-dela (Figure

I11-3-5).

Etat basal

Témoin_7j

Témoin_14j

Niveau de gris (sans unité)

Témoin_1m

Témoin_6m

Figure III-3-5. Autoradiographie in vitro au "“F-DPA-714 sur des coupes du cerveau des
souris a 1’état basal et des souris témoins aux différents moments apres injection. Les images ont été
représentées aux différents niveaux par rapport au bregma (-1,34mm ; -1,82mm ; -2,7 mm). Les
pointes de fleches rouges correspondent aux signaux intenses et localisés au niveau des ventricules
3éme

bilatéraux et du ventricule. Les fleches rouges correspondent au trajet d’aiguille a 7 et 14 jours

apres injection de sérum physiologique.
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Chez les souris AK, en dehors des signaux ventriculaires, un signal localisé et élevé est
visible dans 1’hippocampe droit a partir de 7 jours jusqu’a 6 mois, plus intense a 1 mois apres
induction du modg¢le. Le signal dans 1’hippocampe gauche est également plus €levé entre 7 jours et

1 mois mais d’une amplitude relative plus faible en comparaison a I’hippocampe droit (Figure III-

3-6).
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Figure III-3-6. Autoradiographie in vitro au "F-DPA-714 sur des coupes du cerveau des

souris AK aux différents moments apres injection. Les images ont été représentées aux différents
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niveaux par rapport au bregma (-1,34mm ; -1,82mm ; -2,7 mm). Les fléches rouges correspondent
aux signaux é¢élevés au niveau des hippocampes ipsilatéraux et les fleches vertes au niveau des

hippocampes controlatéraux.

Concernant le signal élevé au sein de I’hippocampe droit entre 7 jours et 6 mois, nous
observons qu’il prédominait au site de I’injection (-1,8mm) et mais s’étend au moins 0,5mm en

avant (ensemble de I’hippocampe dorsal) et Imm en arriére (une partie de 1I’hippocampe ventral).

En dehors des hippocampes (figure III-3-6), entre 7 jours et 1 mois, nous observons

¢galement des foyers d’hyperfixation au niveau du cortex droit au-dessus de 1’hippocampe droit, et

au niveau du noyau de I’amygdale basolatérale (fleche jaune), proche du ventricule latéral.

Les tests réalisés par co-incubation du

Non-bloqué Bloqué

traceur radiomarqué avec un exces de ligand

froid montrent une nette diminution du signal

dans I’ensemble de la coupe du cerveau de

Figure I11-3-7. Etude de blocage par

souris AK 1 mois aprés induction du modele DPA-714 froid

illustrant ainsi la spécificité du marquage observé.

3.2.2. Analyse semi-quantitative

Par comparaison aux souris témoins, le signal dans I’hippocampe droit commence a
augmenter 3 jours apres injection d’AK pour parvenir a un plateau entre 7 jours et 1 mois. Son
intensité diminuée a 6 mois est toujours plus élevée comparée a celle des souris témoins. Une
hyperfixation est également observée dans I’hippocampe gauche de 7 jours a 1 mois mais revient au

niveau des souris témoins a 6 mois (Figure I11-3-8A).
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Figure ITI-3-8. Evolution du signal d’autoradiographie au '*F-DPA-714 au cours du temps
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dans les zones hippocampiques (A) et extrahippocampiques (B). Les petits astérisques (*) illustrent
des différences significatives entre le temps considéré et le niveau témoin de cette méme région
(test Mann-Whitney). Hippocampe droit (HD), hippocampe gauche (HG), cortex droit (CD), cortex

gauche (CG), amygdale droit (AD), amygdale gauche (AG), thalamus (T) et CE (cerveau entier).

En dehors des hippocampes, une hyperfixation est également observée dans le cortex droit
entre 7 jours et 14 jours et revient au niveau des souris témoins a 1 mois. L’hyperfixation dans
I’amygdale droite n’est observée qu’a 7 jours. Aucune différence significative n’est observée au
niveau du cortex gauche, du thalamus et de I’amygdale gauche a n’importe quel moment (Figure

I11-3-8B).

3.3. Caractérisation de la sclérose hippocampique par immunohistofluorescence sur

des images mosaiques

3.3.1. Evolution des cellules microgliales au cours du temps

A Détat basal, des microglies sont présentes dans des zones riches en fibres nerveuses (corps

calleux, fimbrix) et dans des zones périvasculaires. Au sein de I’hippocampe, le signal associé aux

microglies est faible et difficile a observer (Figure I11-3-9A).
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Figure I1I-3-9A. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 1’état basal.
CD11b (magenta), DAPI (bleu). Zone du corps calleux (fleche jaune) et zone périvasculaire (fleche
verte). Cette figure de DAPI (bleu) montre aussi un hippocampe normal avec des couches

pyramidales et ses projections (strata) et le gyrus dentelé (DG) (les fleches blanches).

A 1 jour aprés injection d’AK, D’activation microgliale est encore faible au sein de
I’hippocampe. Nous n’observons que certaines microglies commencent a s’accumuler dans la zone

de CA3a des hippocampes (Figure I11-3-9B).

Figure I1I-3-8B. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 1 jour apres
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injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu). Microglies s’accumulant au niveau de CA3a

bilatéral (fleches jaunes).

A 3 jours apres injection d’AK, nous observons une activation microgliale bilatérale. A droite,
des microglies activées prédominaient dans la couche pyramidale de CA3a, alors qu’a gauche, elles
sont prédominantes dans les zones de projections axonales et dendritiques des cellules pyramidales

(strata oriens et radiatum) (Figure II1-3-9C).

Figure II1-3-9C. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 3 jours apres
injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu). A droite, microglies activées prédominantes au
niveau de la couche pyramidale de CA3a bilatéral (fleche jaune). A gauche, elles prédominent au

niveau des strata oriens et radiatum (fléches vertes).

A 7 jours apres injection d’AK, nous observons une nette activation microgliale bilatérale
importante et prédominante du co6té injecté (Figure I11-3-9D).

A droite, ’activation microgliale est observée essentiellement au sein de la couche des
cellules pyramidales, de CA1 a CA3 bien que prédominante au niveau de I’aire CA3 (a-c) ainsi que
sur leur zones de connexion au niveau des strata oriens, et lacunosum polymorphe, mais respectant
la couche moléculaire des grains. D’autre part, une nette activation au sein des cellules du hile est

aussi retrouvée.
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A gauche, la distribution microgliale n’était présente que le long des projections axonales et
dendritiques dans les strata oriens et radiatum des cellules pyramidales, respectant les couches

cellulaires pyramidales et du hile.

Figure III-3-9D. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 7 jours

apres injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu).

A 14 jours aprés injection d’AK, a droite, I’activation microgliale était diminuée
particulierement au niveau du hile et de la couche pyramidale CA3, avec aussi une nette perte de
ces cellules (disparition des noyaux DAPI en bleu). L’activation microgliale persistait dans 1’aire de
CA1 et CA3c résiduelle (strata + couche pyramidale). Au niveau de I’hippocampe gauche, une nette

diminution de I’activation microgliale dans les strata est également observée.

Figure III-3-9E. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 14 jours
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apres injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu). Perte des noyaux DAPI au niveau de CA3 a

droite alors ils sont préservés a gauche (fleches blanches).

A 1 mois aprés injection d’AK, du coté droit, une nette diminution des microglies activées est
notée mais persiste néanmoins dans la couche pyramidale résiduelle de CA1 et CA3 et dans ses

strata correspondant. A gauche, nous n’observons plus 1’activation microgliale.

Figure II1-3-9F. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 1 mois apres
injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu). Les noyaux DAPI sont quasiment disparus au

niveau de la couche pyramidale a droite alors qu’ils sont préservés a gauche.

A 6 mois apres injection d’AK, du c6té droit, la densité de cellule CD11b activée est faible et
principalement localisée dans la zone cicatricielle des aires CAl et CA3. Dans ces mémes zones,
une perte compléte des couches de cellules pyramidales est nettement observable. Une dilatation
importante du ventricule droit est également observée. Du c6té de I’hippocampe gauche, nous

n’observons pas de microglie activée en densité supérieure a un animal controle.
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Figure II1-3-9G. Distribution spatiale des microglies au sein des hippocampes a 6 mois apres

injection d’AK. CD11b (magenta), DAPI (bleu). Accumulation des cellules CD11b positives dans
la zone cicatricielle des aires CA1 et CA3 (fleches jaunes). Disparition totale des noyaux DAPI au
niveau de la couche pyramidale a droite, bien préservés a gauche. Dispersion importante du gyrus

dentelé. Dilatation importante du ventricule droit (fléche verte).

3.3.2. Evolution des cellules astrocytaires au cours du temps

A Détat basal, les astrocytes sont présents de maniére abondante et prédominante dans les
strata et la couche moléculaire, mais ne sont pas présents dans les couches pyramidales et
granulaires. Ils sont également abondants sur la paroi des ventricules et des vaisseaux. La

distribution des astrocytes n’est pas dense, avec des espaces entre astrocytes.
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Figure III-3-10A. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 1’état basal.
GFAP (rouge), DAPI (bleu). Zone du corps calleux (fleche jaune) ; paroi des ventricules et des
vaisseaux (fléches vertes) ; strata oriens, radiatum et lucidum des cellules pyramidales et couche

moléculaire des grains (fleches blanches).

A 1 jour aprés injection d’AK, nous commengons a observer une activation astrocytaire

bilatérale avec une distribution plus dense du c6té droit (fleche jaune).

Figure II1-3-10B. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 1 jour apres

injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).
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A 3 jours aprés injection d’AK, I’activation astrocytaire est importante de facon bilatérale
avec une distribution plus dense du coté droit (fleche jaune). Cependant, comme a 1 jour,
I’activation astrocytaire reste dans les strata oriens, radiatum et lucidum respectant les couches des

cellules pyramidales et des grains, méme du c6té de 1’injection.

Figure III-3-10C. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 3 jours

apres injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).

A 7 jours apres injection d’AK, ’activation astrocytaire est bilatérale de maniére homogeéne
dans I’ensemble des hippocampes. La distribution était trés dense avec peu d’espace entre des

astrocytes (Figure I111-3-10D).

500 ym 500 pm

Figure III-3-10D. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 7 jours

apres injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).
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A 14 jours apres ’injection d’AK, du co6té de I’injection, I’activation astrocytaire persiste de
facon intense, prédominante dans le hile et ’aire de CA3. Les cellules astrocytaires commengent a
entrer au sein des couches granulaire (fléche jaune) et pyramidale (fleche verte). A gauche, la

densité astrocytaire diminue mais n’est pas revenue a I’état basal (Figure I11-3-10E).

Figure III-3-10E. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 14 jours

apres injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).

A 1 mois aprés ’injection d’AK, Dactivation astrocytaire du coté droit s’accentue,
prédominante dans les zones de mort neuronale comme en regard des couches des cellules
pyramidales (fléches vertes) mais est aussi abondante dans la couche granulaire (fléche jaune). A

gauche, la densité astrocytaire n’est toujours pas revenue a I’état basal (Figure I11-3-10F).

Figure II1-3-10F. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 1 mois apres
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injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).

A 6 mois aprés I'injection d’AK, a droite, la SH est constituée, avec une mort neuronale
importante dans la couche pyramidale, remplacée par une astrogliose importante constituant la
cicatrice englobant la 1ésion (fléches vertes); des astrocytes étaient toujours présents de maniere
abondante dans la couche granulaire (fléche jaune). A gauche, la densité astrocytaire était toujours

¢levée par rapport a 1’état basal (Figure I11-3-10G).

Figure III-3-10G. Distribution spatiale des astrocytes au sein des hippocampes a 6 mois

apres injection d’AK. GFAP (rouge), DAPI (bleu).

34. Analyse de colocalisation entre TSPO/microglie et TSPO/astrocyte sur des
images a plus fort grossissement au niveau de CA1 et du hile des hippocampes

A Détat basal, des microglies (magenta) sont en état quiescent avec des prolongements fins et
ramifiés caractéristiques et présentent une trés faible colocalisation avec la TSPO (vert) (Figure
ITI-3-10A). Des astrocytes (rouge) présentent une morphologie normale telle que classiquement
représentée avec une forme d’étoile et des branches fines et ne sont pas colocalisées avec la TSPO
(vert) (Figure III-3-10B). La TSPO est principalement colocalisée avec des cellules endothéliales
(rouge) a I’¢état basal (Figure III-3-10C). La forme de TSPO est soit allongée soit ronde, en

fonction de la forme des vaisseaux représentés sur la coupe.
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Figure II1-3-11. Colocalisation entre TSPO et différents types de cellules a 1’état basal. La
TSPO est faiblement colocalisée avec des microglies (A), peu avec des astrocytes (B) et beaucoup

avec des cellules CD31 positives (C) (fleches blanches).
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A partir de 3 jours aprés injection d’AK, nous commengons a observer une augmentation
du signal du TSPO (vert) venant principalement des cellules microgliales activées (magenta). La
densité astrocytaire (rouge) augmente également mais reste encore avec sa forme habituelle et n’est

pas colocalisée avec la TSPO (Figure I11-3-12).

Figure III-3-12. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau du hile de I’hippocampe ipsilatéral a 3 jours aprés injection d’AK. Des fléches

blanches représentent une bonne colocalisation entre CD11b et TSPO.

A 7 jours apres injection d’AK, les cellules microgliales activées présentent des corps
cellulaires denses surexprimant la TSPO se situant essentiellement dans le hile et la couche
pyramidale de CA3 de I’hippocampe ipsilatéral. Les astrocytes présentent des corps cellulaires

hypertrophiés surexprimant la TSPO (figure III-3-13A). Dans I’hippocampe controlatéral, la
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surexpression de TSPO est observée dans des microglies activées qui n’entrent pas dans la couche

pyramidale (figure I1I-3-13B).

Figure II1-3-13A. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau du hile de I’hippocampe ipsilatéral a 7 jours aprés injection d’AK. La fléche jaune

montre une bonne colocalisation entre GFAP et TSPO.
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Figure II1-3-13B. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau de CAl de I’hippocampe controlatéral a 7 jours apreés injection d’AK. Des

microglies activées surexprimant la TSPO n’entraient pas dans la couche pyramidale (bleu).

Entre 14 jours et 1 mois aprés injection d’AK, des microglies activées surexprimant la
TSPO persistent au niveau de CA1l de I’hippocampe ipsilatéral (Figure III-3-14A) alors qu’elles
diminuent au niveau du hile (Figure III-3-14B). Le nombre des astrocytes dans le méme temps
augmente et leurs corps cellulaires apparaissent hypertrophiés surexprimant la TSPO,

essentiellement au sein de la couche granulaire (Figure I11-3-14B).
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Figure II1-3-14A. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau de CA1 de I’hippocampe ipsilatéral a 14 jours aprés injection d’AK montrant une

persistance des microglies activées surexprimant la TSPO dans la zone de mort neuronale.
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Figure II1-3-14B. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau du hile de I’hippocampe ipsilatéral a 14 jours aprés injection d’AK. Des fléches

jaunes montrent une bonne colocalisation entre GFAP et TSPO dans la couche granulaire.

A 6 mois aprés injection d’AK, la surexpression de TSPO se situe dans des astrocytes, qui
constituent une zone cicatricielle en lieu et place des cellules pyramidales disparues, mais aussi au
sein de la couche préservée mais dispersée des grains. A ce niveau les astrocytes présentent un
corps cellulaire hypertrophié. Des cellules CD11b positives d’aspect rond, amiboide, qui ne permet

pas de distinguer entre microglie activée ou macrophage, sont également trouvées dans la zone
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cicatricielle surexprimant la TSPO (Figure III-3-15A). Une hypervascularisation a été observée a

ce temps de I’injection (Figure I11-3-15B).

Figure III-3-15A. Image de triple marquage GFAP (rouge) / CD11b (magenta) / TSPO (vert)
prise au niveau de la sclérose hippocampique a 6 mois apres injection d’AK. La fléche jaune montre
la cicatrice astrocytaire surexprimant la TSPO. Les pointes de fléches jaunes montrent une bonne
colocalisation entre GFAP et TSPO dans la couche granulaire. Les fléches blanches montrent des

cellules CD11b positives surexprimant la TSPO.
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Figure II1-3-15B. Image de double marquage CD31 (rouge) / TSPO (vert) prise au niveau de
la zone cicatricielle de la SH a 6 mois apreés injection d’AK montrant une hypervascularisation dans

la SH.

3.5. Caractérisation des signaux TSPO extrahippocampiques par immunofluorescence

Des foyers d’hypersignaux extrahippocampiques découverts sur 1’autoradiographie ont été
confirmés par I’immunohistofluorescence. La figure III-3-16A montre une accumulation des
microglies activées surexprimant la TSPO au niveau du noyau latéral du thalamus et la Figure III-

3-16B au niveau du noyau basolatéral de I’amygdale.
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Figure III-3-16. Images de double marquage CD11b (magenta) et TSPO (vert) montrant le
foyer hypersignal au niveau du noyau latéral du thalamus (carré jaune, A) et du noyau d’amygdale
basolatérale (carré blanc, B) sur la coupe du cerveau de souris a 7 jours apres injection d’AK.

Noyau DAPI (bleu).
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4. Discussion
4.1.  Faisabilitt de la TEP 'F-DPA-714 longitudinale pour suivre la

neuroinflammation impliquée dans la constitution de la sclérose hippocampique chez la souris

Notre étude a démontré la faisabilité de la TEP '"F-DPA-714 pour visualiser et suivre la
neuroinflammation méme dans une petite structure comme 1’hippocampe 1€sé de souris jusqu’a 6
mois apres induction du modele. Nous avons aussi observé un signal TEP élevé dans I’ensemble du
cerveau aux temps précoces (3 jours et 7 jours aprés injection d’AK). Ce signal élevé diffus
(observé méme dans le striatum et le cervelet) est possiblement lié a une réaction globale
inflammatoire au niveau cérébrale li¢ a I’injection d’AK puisque non observé chez les animaux

contrdles ou est di a la contamination par le signal élevé de 1’hippocampe 1ésé.

Ici, nous nous concentrerons sur la comparaison de 1’évolution du signal TEP au niveau de la
sclérose hippocampique a ceux observés pour d’autres modeles d’épilepsie ou de

neuroinflammation localisée décrits dans la littérature.

Concernant I’inflammation observée au niveau de la sclérose hippocampique, des résultats
similaires ont été mis en évidence chez des rats épileptiques aprés induction de la pathologie par
injection systémique d’AK (Amhaoul et al. 2015) ou de pilocarpine (Brackhan et al. 2016).
Globalement, le signal TEP inflammatoire (‘*F-PBR111 ou ''C-PK 11195 respectivement) atteint un
pic durant la période d’épileptogénése et diminue au cours du temps dans la période d’ictogénése en

fonction du modele. Cette évolution est résumée dans la figure suivante (figure I11-4-1).
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== Modeéle souris d'AK - Modeéle rat de pilocarpine

|
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Figure II1-4-1. Allure de I’évolution de la fixation TEP (%ID/cc) chez les modéeles de souris
AK (courbe bleue) et de rat pilocarpine (courbe rouge) au niveau de 1’hippocampe sclérotique. Ces
courbes ont €té tracées en fonction de nos résultats et de la description de 1’évolution temporelle du
modele de rat pilocarpine rapportée dans (Brackhan ef al. 2016). L’intensité est sans unité et n’est

pas comparable d’une courbe a 1’autre.

4.1.1. Différence au temps précoce
Nous posons différentes hypotheses pour expliquer la différence de position du pic de fixation
du radiotraceur TSPO entre le modéle souris induit par injection intrahippocampique d’AK et le

modele rat induit par injection systémique de pilocarpine.

La premiére hypothése est que la fixation du radiotraceur TSPO puisse dépendre de
I’intégrité de la BHE. Breuer (Breuer 2016) a démontré dans sa theése une rupture de la BHE dans
ces deux modéles en utilisant I’IRM au Gadolinium. L’évolution du signal T1 au Gadolinium est

résumée dans la figure suivante.
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== Modéle souris d'AK - Modéle rat de pilocarpine
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Figure I1I-4-2. Allure de I’évolution du signal T1 Gadolinium entre le modele de souris AK
(courbe bleue) et le modele de rat pilocarpine (courbe rouge) au niveau de 1’hippocampe
sclérotique. Ces courbes ont été tracées en fonction de la description de 1’évolution temporelle
rapportée dans (Breuer 2016). L’intensité est sans unité et n’est pas comparable d’une courbe a

I’autre.

Dans le modéle souris d’AK, le pic du T1 Gadolinium est a 2 jours apres injection d’AK et
correspond au pic de fixation du '*F-DPA-714 a 3 jours dans notre étude. La diminution progressive
du signal T1 Gadolinium est d’allure similaire a celle de '*F-DPA-714. Cette allure similaire
renforce 1’hypothése que la rupture de la BHE pourrait contribuer pour partie au signal de fixation

du radiotraceur TSPO.

Le pic du signal du radiotraceur TSPO a été également trouvé a 4 jours apres injection d’acide
quinolinique (produit excitotoxique) dans le striatum du rat (Arlicot et al. 2014). L auteur a expliqué
ce pic plutdt par la rupture de BHE parce que le signal n’était pas localisé au niveau de 1’injection
mais avait diffusé dans I’hémispheére ipsilatéral. Comme dans notre étude, le signal a 3 jours était
trés étendu, méme jusqu’a la zone controlatérale, possiblement en raison de I’état de mal pouvant

entrainer une rupture de BHE bilatérale, comme démontré par Breuer et al. (Breuer 2016).
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L’absence du radiométabolite du '*F-DPA-714 n’a été démontrée que dans le cerveau de la
souris normale. Une rupture de la BHE permet potentiellement a des radiométabolites de traverser
et d’entrer dans le cerveau. En raison des difficultés techniques, aucune étude de radiométabolites
n’a été réalisée dans cette condition. La limite du paramétre semi-quantitatif %ID/cc que nous
utilisons réside aussi dans le fait que la captation du traceur est influencée par des facteurs tels que
la perfusion tissulaire ou I'intégrité¢ de la BHE. La figure II1-3-4 illustre cependant la spécificité du

signal TSPO dans I’ensemble du cerveau par un déplacement a 60 minutes.

Pour les études d’imagerie de la TSPO chez la souris, il n’existe actuellement pas de
meilleure méthode de quantification que celle présentée dans cette étude. Premierement, en raison
du petit volume sanguin de la souris, il est impossible d’obtenir un prélévement sanguin artériel qui
permettrait de générer une fonction d’entrée, et deuxiémement, il n’existe pas de région de
référence appropriée en raison de I’expression omniprésente de TSPO, méme a 1’état basal, dans le

cerveau sain, par des cellules endothéliales (Notter ef al. 2017, Veronese et al. 2017).

Malgré ces limitations, le %ID/cc est le paramétre le plus utilisé par différents auteurs pour
des études chez la souris. En effet, une augmentation de captation de 'F-DPA-714 peut étre
détectée dans le tronc cérébral de souris atteintes de sclérose latérale amyotrophique (Gargiulo ef al.
2016) ou de Iésion traumatique cérébrale (Israel ef al. 2016). Dans un modele de souris Alzheimer,
des captations élevées de '*F-PBRO6 (James et al. 2015) ou de ''C-PBR28 (Mirzaei et al. 2016)
peuvent aussi étre visualisées et quantifiées dans le cortex et les hippocampes au moyen de cette

approche.

La deuxiéme hypothése pourrait étre une raison liée a la pathologie épileptique. En effet,
chez le modgele rat pilocarpine, le pic de T1 Gadolinium a été aussi retrouvé a 2 jours apres injection

de pilocarpine alors que le pic de fixation du radiotraceur TSPO était atteint a 7 jours. De la méme
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maniére, dans le modéle LPS intracérébral chez le rat, le pic de signal de I'IRM apres injection de
Gadolinium a été retrouvé a 1 jour apres injection de LPS alors que le pic de fixation du
radiotraceur TSPO était observé a 4 jours (Ory et al. 2016). Ces arguments suggerent d’autres
raisons contribuant au pic précoce de la fixation du radiotraceur TSPO en fonction des modéeles en

dehors de la rupture de la BHE.

La durée de I’état de mal peut étre une des raisons contribuant au pic de fixation du
radiotraceur TSPO a des temps précoces. Dans notre étude, nous n’avons pas analysé profondément
I’état de mal mais selon différentes équipes utilisant ce modele, 1’état de mal disparaissait
spontanément apres une durée de 48h. Un pic d’inflammation a 3 jours, soit 24h apreés la disparition
de I’état de mal pourrait avoir un lien avec cet état de mal. Au contraire, 1’état de mal chez le
modele rat pilocarpine, étant beaucoup plus sévere et diffus, pour que 1’animal survive, il doit étre
stoppé par administration de diazepam. L’arrét précoce de 1’état de mal ou I’administration de

benzodiazépine pourrait expliquer la cinétique du signal inflammatoire dans ce mode¢le.

L’excitabilité neuronale entrainant un recrutement précoce des microglies activées pourrait
étre aussi une des raisons du pic précoce a 3-4 jours (Eyo ef al. 2017). Cette discussion sera
détaillée dans la partie suivante sur I’immunofluorescence des microglies. En effet, I’injection des
produits excitotoxiques tels que I’AK ou I’acide quinolinique entraine un pic précoce de
I’inflammation. Une excitation neuronale a été aussi démontrée lors d’une administration locale de
LPS (Rodgers et al. 2009) qui pourrait contribuer au pic précoce de I’inflammation. Au contraire,
dans des modéles de morts neuronales sans excitabilité neuronale comme le modéle d’ischémie, le
pic inflammatoire précoce n’a pas été retrouvé (Martin et al. 2010). L’évolution du signal TEP

inflammatoire au cours du temps de ces modeles est résumé dans la figure 111-4-3
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Modeéle rat excitotoxique

Modéle rat LPS Modéle rat ischémique

v

90 jours

Figure I11-4-3. Allure de I’évolution du signal du radiotraceur TSPO entre différents modeles

neuroinflammatoires :

- modele de rat excitotoxique (courbe bleue) (Arlicot et al. 2014) montrant le pic a 4 jours
au niveau du striatum injecté, suivi d’un haut plateau du signal entre 4 et 30 jours
correspondant a la mort neuronale et revenant a 1’état basal a 90 jours;

- modele du rat LPS (courbe rouge) (Ory et al. 2016) montrant un pic a 4 jours
correspondant a ’activation précoce des microglies en réponse au LPS au niveau du
striatum injecté, mais aussi potentiellement a 1’excitation neuronale et montrant aussi une
tendance descendante rapide en raison d’absence de mort neuronale dans ce modgle;

- modele de rat ischémique (courbe verte) (Martin ef al. 2010) montrant un pic a 11 jours
dans la région d’infarctus correspondant a la mort neuronale importante suite a une

ischémie cérébrale, sans pic inflammatoire précoce.

Ces courbes ont été tracées en fonction de la description de leurs évolutions temporelles.

L’intensité est sans unité et n’est pas comparable d’une courbe a 1’autre.
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4.1.2. Différence au temps tardif

Notre étude a démontré une persistance du signal TEP '*F-DPA-714 au niveau de la sclérose
hippocampique méme a 6 mois apres injection d’AK qui est cohérente avec des observations faites
par imagerie TEP utilisant le ''C-PBR28 chez des patients atteint d’une épilepsie du lobe temporal
avec une sclérose hippocampique (Hirvonen et al. 2012). La différence par rapport aux modeles
d’épilepsie chez le rat pourrait étre expliquée par I’induction hautement reproductible de la sclérose
hippocampique dans le modéle de souris comparée a la faible reproductibilité de cette 1ésion chez le

modeéle de rat.

La persistance du signal '*F-DPA-714 pourrait étre également liée & la persistance des crises
spontanées pendant toute la vie de la souris dans ce modele d’AK intra hippocampique. Dans notre
¢tude, nous n’avons pas réalis¢ une surveillance d’EEG, cependant, de nombreuses études
précédentes ont montré que toutes les souris avec sclérose hippocampique induite par injection
d’AK présentent une fréquence élevée de crises épileptiques pharmacorésistantes (Bouilleret et al.
1999, Heinrich et al. 1998, Riban et al. 2002). En outre, des études chez le rat ont montré une
relation entre TSPO et la fréquence des crises. De plus, dans un modele induit par stimulation
¢lectrique locale de I’amygdale, une augmentation de la TSPO a été trouvée seulement chez des rats
présentant une pharmaco-résistance avec une haute fréquence d’apparition des crises (Bogdanovic

etal. 2014).

Dans notre étude, nous avons fait un suivi des souris entre 4 mois et 10 mois, et durant cette
période, nous avons également étudié I’impact de 1’age sur la captation basale de TSPO. Aucune
différence significative n’a été trouvée au niveau des hippocampes entre des souris témoins agées
de 10 mois et des souris a I’état basal agées de 4 mois. Dans d’autres études s’intéressant au
vieillissement, il a été montré un signal élevé de TSPO chez des souris C57Bl16 agées de 26 mois en

utilisant le "*F-GE180 (Liu ef al. 2015). L’absence de signal TSPO élevé chez les jeunes a été
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confirmé par une étude de souris Alzheimer ou aucune différence significative n’a pu étre observée
chez des souris de type de sauvage (C57B16) entre 5 a 6 mois et 15 & 16 mois, ou méme chez des
souris Alzheimer transgéniques de 5 & 6 mois. Le signal élevé de '*F-PBR06 n’a été observé que
dans le cortex et les hippocampes chez des souris Alzheimer transgéniques de 15 & 16 mois (James

et al. 2015).

En comparant différents modeles neuroinflammatoires, la figure I1I-4-4 résume I’ensemble
des hypothéses pouvant expliquer 1’évolution temporelle des signaux TEP inflammatoires dans le
modele de souris épileptique. Les études utilisant 1’autoradiographie et I’immunofluorescence que

nous avons réalisées ont cherché a clarifier ces hypothéses.

Modéle souris d'AK

| |
| | |
| | |
| | |
11 | |
11 i | 1
11 | | |
11 | | |

: Ll 1 1 1 >
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]

0 37 14 30 180 jours

_Biités de fétstde sl N Sclérose hippocampique

- Excitation neuronale Crise epileptique

e S
T -

Contribution de la rupture
de la BHE???

Figure ITI-4-4. Résumé de différentes hypothéses expliquant I’évolution de la fixation '*F-

DPA-714 durant la constitution de la sclérose hippocampique chez le modéle souris d’épilepsie.
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4.2. Autoradiographie au 'F-DPA-714 confirmant le signal TEP TSPO dans la

sclérose hippocampique

Limites de quantification. Notre étude par autoradiographie est sous-optimale en termes de
quantification. Tout d’abord, concernant la quantification absolue, nous n’avons pas réussi a faire
une courbe de calibration avec le radionucléide '°F comme on peut le faire avec du tritium (CH).
Cependant, méme avec une courbe de calibration, une captation du '*F-DPA-714 variant entre
différentes coupes rendent les mesures difficiles. La figure III-4-5 montre une variation de
captation du signal entre différentes coupes d’épaisseur de 10um, séparées de 10pm au niveau de
I’hippocampe dorsal d’une souris AK a 14 jours apres injection : (A) avant normalisation, (B) aprés
normalisation par I’intensité moyenne de la coupe entiére. Avant normalisation, le rapport entre

I’écart-type et la moyenne de la région de

I’hippocampe droit sur 5 coupes est 40%, alors ”

* s ®
qu’aprés normalisation, ce rapport diminue a 10%. ’
Cette variation entre coupes peut étre liée a la - *.

.. Y, cr s .’
variation de [’épaisseur de coupe liée a une
imperfection de notre Cryostat. g o‘ ‘
, ' ' .
Figure III-4-5. Variation de captation du ‘ ! ‘ .
signal entre différentes coupes de 10um . o

d’épaisseur, séparées de 10um au niveau de ‘ ) ‘1

I’hippocampe dorsal d’une souris AK a 14 jours

apres injection.

Une deuxiéme limite concerne 1’analyse semi-quantitative. Une région controlatérale est

souvent utilisée comme la zone de référence pour des modeles de neuroinflammation localisée
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(Arlicot ef al. 2014, Ory et al. 2016). Cependant, dans notre modele d’épilepsie, méme avec une
1ésion localement induite, des crises épileptiques peuvent affecter n’importe quelle région corticale
et sous-corticale dans le cerveau. Dans notre étude, nous avons trouvé un fort signal TEP dans
I’ensemble du cerveau, méme dans le cervelet a 3 jours apres injection d’AK (figure III-3-3). Dans
le modele d’épilepsie chez le rat, un fort signal TEP pouvait étre observé dans I’ensemble du

systéme limbique a 7 jours apres induction (Brackhan et al. 2016).

Il n’existe pas actuellement de zone de référence validée dans ce modele. Pour surmonter ce
probléme, nous avons sélectionné le signal moyen du cerveau entier comme la zone de référence
avec une hypothese selon laquelle le signal moyen de cette grande région (environ 100 fois plus que
la région des hippocampes et 1000 fois plus que le signal des régions ventriculaires) refléte
principalement le signal non spécifique de chaque coupe. En utilisant cette méthode, nous avons
¢galement limité la variation de captation du signal entre les coupes comme démontré ci-dessus.
Cependant, le biais possible est une sous-estimation du signal spécifique aux temps précoces a 3

jours et a 7 jours ou le signal non spécifique est fort et diffus dans le cerveau entier.

Malgré toutes ces limites, nous avons confirmé que le signal TSPO est élevé dans
I’hippocampe 1¢ésé aux différents moments, méme a 6 mois aprés induction. L’évolution des signaux

d’autoradiographie et de la TEP est résumée dans la figure suivante (figure I11-4-6).

——Signal TEP  =——Signal autoradiographie

|
1
|
|
1 1
1 } ——
R :
" 1 1
| — | | I)
[ ' . [ ]
0 37 14 30 180

Figure I11-4-6. Allure de 1’évolution du signal TEP et autoradiographie au '*F-DPA-714 au
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cours du temps dans I’hippocampe 1és¢ dans un modele d’épilepsie chez la souris. L’intensité est

sans unité et n’est pas comparable d’une courbe a I’autre.

En dehors de la sous-estimation du signal d’autoradiographie a 3 jours, nous avons également
trouvé un signal TSPO ¢levé (TEP, autoradiographie) entre 7 jours et 1 mois dans I’hippocampe
1és¢ concordant avec d’autres modeles de neuroinflammation dans lesquelles le haut signal TSPO
correspond a une mort neuronale recrutant des microglies activées dans cette période (Arlicot et al.

2014, Martin et al. 2010).

Cependant, dans le modele d’excitotoxique (Arlicot ef al. 2014), le signal TSPO revient a
I’¢état basal a 90 jours apres induction et dans le modele d’ischémie cérébrale (Martin et al. 2010), le
signal TSPO était également descendu a 30 jours, alors que celui dans 1’hippocampe 1€sé reste élevé

jusqu’a 6 mois apres induction évoquant une relation entre la neuroinflammation et la SH.

En résumé, malgré des limites dans notre approche de quantification, 1’autoradiographie in
vitro au '*F-DPA-714 a confirmé le signal TSPO élevé détecté par la TEP durant la constitution de
la SH puis aprés que la SH soit bien établie. La prochaine partie discute 1’évolution de différents

types de cellules gliales dans la constitution de la SH.

4.3. Origine du signal TSPO venant successivement d’une activation initialement
microgliales puis astrocytaires

Nous avons démontré que la TSPO peut venir de différents types de cellules : microglies
activées, astrocytes activées, et cellules endothéliales. Nous avons démontré que 1’activation gliale
est composante dans la constitution de la SH. Sa relation avec 1’évolution du signal TEP est

résumée dans la figure I11-4-7.
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Nous avons également observé une augmentation de la densité vasculaire dans la SH a 6 mois
apres injection. Cependant, 1’évolution des cellules endothéliales durant la constitution de la SH
reste encore a étudier. En parallele, nous essayons de distinguer le signal TEP TSPO d’origine
endothéliale et gliale en posant avec 1’hypothése que la BHE crée une différence de cinétique de

captation entre ces deux « types » de la TSPO.

Modéle souris d'AK

Epileptogénese Ictogénese
I | |
I | | |
I I | I
I I I I
11 | I
11 | 1 |
11 I | I
- :
: [ ] [ ] [ ] [ ] [] )
0 37 14 30 180 jours
Activation glial Sclérose hippocampique
diffuse
< J’ 5 J’
Activation microgliale localisée, Astrogliosis importante
suivi d’activation astrocytaire Microglie/Macrophage
dans la zone de mort neuronale Angiogenese

Figure I11-4-7. Schéma résumant la relation entre 1’évolution de 1’activation gliale et celle de

la TEP TSPO durant I’épileptogénése et I’ictogénése.

4.3.1. Epileptogénese

C’est une période importante décrite dans différents modéles d’épilepsie puisque de
nombreuses études ont révélé différents mécanismes dont la neuroinflammation qui participent a la
transformation d’un cerveau sain en cerveau ¢épileptique. En fonction de la distribution de

I’activation gliale, nous posons I’hypothése de deux fonctionnements différents de cette activation.
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4.3.1.1. Effets néfastes des microglies

Une activation microgliale localisée a été observée dans la couche pyramidale de CA3 a partir
de 3 jours aprés injection d’AK, majoritairement dans le hile et I’aire de CA3 et a un moindre degré
dans I’aire de CALl. Elle peut étre expliquée simplement en raison d’un recrutement microglial en
réponse a la mort des cellules moussues du hile et des cellules pyramidales de CA3 de maniére plus
rapide et plus nombreuse que des cellules pyramidales de CA1. En effet, Bouilleret et al. ont montré
une perte cellulaire au niveau du hile survenant dans les 2 a 24 heures qui suivent ’injection d’AK.
Cette mort neuronale précoce est expliquée par une haute affinité¢ de I’AK aux récepteurs présents
dans des cellules de CA3 et des synapses des fibres moussues au niveau du hile (Ben-Ari & Cossart

2000).

Cependant, 1’activation microgliale dans cette zone est-elle simplement une réponse a une
mort neuronale ou initie-t-elle également une progression de la maladie ? En effet, 1’activation
microgliale secréte différentes cytokines dont I'IL-1p qui est retrouvée abondamment dans des
cerveaux épileptiques (Ravizza et al. 2008). L’IL-1p agit directement sur des cellules endothéliales
modifiant la perméabilité de la BHE, permettant ainsi a des leucocytes périphériques de traverser le
cerveau et de contribuer a 1’épileptogéneése. Cette rupture de la BHE a également expliqué un haut

signal TEP TSPO diffus a cette période.

De plus, la phagocytose médiée par les microglies joue également un rdle dans la
réorganisation synaptique et la formation du circuit neuronal (Xavier et al. 2014). La localisation
dans cette étude de microglie activée au sein de la boucle intrahippocampique trisynaptique va dans
ce sens. Sa contribution au bourgeonnement aberrant des fibres moussues, qui est un aspect

important des crises récurrentes, n’est toujours pas claire.
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4.3.1.2. Effets protecteurs des microglies

Dans notre étude, nous avons observé des activations microgliales qui ne sont pas seulement
limitées a des couches pyramidales ou la mort neuronale est induite par 1’injection d’AK mais aussi
dans des zones de strata, des zones de projections axonales et dendritiques qui sont riches en
connexions synaptiques. Cette distribution a renforcé 1’hypothése que les microglies n’ont pas
seulement la capacité d’éliminer des débris cellulaires mais jouent aussi le role d’harmonisation de
la fonction synaptique en contrélant le comportement des récepteurs de neurotransmetteurs (Xavier

etal. 2014).

De plus, dans I’hippocampe controlatéral ou la mort neuronale n’est pas observée dans ce
modele, nous avons également une activation astrocytaire et notamment une activation microgliale
seulement dans des zones de strata. En effet, I’activation microgliale n’a pas souvent un effet direct
sur la modulation de transmission synaptique mais elle va activer des astrocytes modulant la
neurotransmission (Pascual et al. 2012). Cela explique une activation microgliale et astrocytaire
simultanément a cette période. Ainsi, I’activation microgliale via 1’activation astrocytaire pourrait
moduler le seuillage et I’intensité des activités synaptiques dans le circuit local. Un prélévement de
I’hippocampe controlatéral a ce moment pourrait permettre d’étudier davantage des mécanismes
moléculaires au niveau des microglies activées (interleukine, voie de signalisation) pouvant atténuer

atténuant les crises.

En résumé, la TEP ciblant la TSPO permet de détecter un fort signal inflammatoire durant la
période d’épileptogénése. Cette information laisse ouverte la possibilit¢ de quantifier le signal
inflammatoire au cours de traitement, pour disposer d’un biomarqueur permettant de tester
I’efficace de différentes molécules présentant des propriétés anti inflammatoires ou anti épileptiques.
Cependant, nous avons également montré que la neuroinflammation dans cette période n’est pas un

phénomene simple car elle présente probablement a la fois une composante protectrice et une
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composante destructrice comme toute réaction du systéme immunitaire.

Ainsi, un traitement anti inflammatoire simple comme minocycline inhibant 1’activation
microgliale est difficilement envisageable. Il est indispensable de développer des médicaments plus
ciblés soit contre des effets néfastes (anti IL-1B par exemple) soit pour promouvoir des effets

potentiellement protecteurs.

4.3.2. Ictogénése

Cette phase se caractérise par des crises épileptiques spontanées et récurrentes persistant
durant toute la vie de la souris. La plupart des stratégies neuroprotectrices sont développées pour
agir dans la période d’épileptogénése pour éviter la formation du cerveau épileptique alors que
I’ictogénese est la période possiblement plus réaliste a cibler en recherche translationnelle, sachant
que le diagnostic d’épilepsie n’est généralement confirmé que quand les patients présentent des
crises récurrentes : il est ainsi quasiment impossible de sélectionner les patients dans la période sans

crise d’épilepsie (épileptogénese) pour tester 1’efficacité de nouveaux traitements.

Nous avons démontré une persistance des cellules gliales qui pourrait étre détectées par la
TEP ciblant la TSPO dans cette période, ouvrant ainsi une autre fenétre thérapeutique de 1’épilepsie
ciblant la neuroinflammation. Nous pouvons séparer cette période en deux phases en fonction du

type de cellules gliales prédominant.

4.3.2.1. Phase précoce — role de la microglie activée localisée a la couche pyramidale
CAl
Durant la période précoce d’ictogénése (entre 14 jours et 1 mois), le signal TSPO diminue,

correspondant a une nette réduction du nombre de microglies activées au niveau du hile. Cependant,
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ce signal reste encore €levé principalement du fait de microglies activées résiduelles dans la couche

CAL.

En effet, par rapport a des cellules pyramidales de CA3, celles de CA1 sont moins sensibles a
I’AK. Ceci explique pourquoi une injection systémique d’AK chez le modéle du rat entraine une
mort neuronale plus importante dans la zone CA3. Dans le mode¢le de souris induit par une injection
intrahippocampique d’AK au niveau de CAl, la mort neuronale survient également précocement
dans la zone CA3c/CA4 alors que des cellules de CA1 présentent une forme pycnotique (elles sont

endommagées mais possiblement ne sont pas encore mortes).

Les cellules pycnotiques de CA1 jouent-elles un role dans la progression de la maladie ? Ainsi,
par rapport aux cellules pyramidales CA1 normales, ces cellules fragilisées peuvent étre plus
sensibles (par rapport aux cellules CA1 normales) aux crises épileptiques qui contribuent a leur
disparition définitive. La mort neuronale entraine alors 1’activation microgliale dans la couche CA1
qui, une fois détruite, contribue au recrutement astrocytaire « activé» qui prend le relais de
I’excitabilité. Cela conduit ainsi a un circuit épileptique (hile-CA3-CA1l) responsable des crises
persistantes toute la vie de la souris. Alors que chez le modele du rat, des cellules CA1 « saines »
sont moins sensibles a des crises récurrentes, elles survivent et empéchent la formation du circuit

épileptique, de sorte que les crises peuvent disparaitre au temps tardif.

En résumé, un traitement anti-crise débutant précocement dans cette phase précoce pourrait

empécher potentiellement la mort neuronale dans la couche CAl et ainsi diminuer le recrutement

microglial.
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4.3.2.2. Phase tardive — SH établie avec une astrogliose importante a 6 mois apreés
injection d’AK

Pour la premiére fois, nous avons démontré un signal TEP ciblant la TSPO ¢élevé dans la SH
de la souris épileptique, provenant d’un mélange de différents composants de la cicatrice gliale
(astrogliose sévere, accumulation de microglies/macrophages et augmentation de densité vasculaire).
Normalement, suite a une agression du parenchyme cérébral comme dans le cas de traumatisme,
I’astrocyte activé joue un role important dans la construction de la cicatrice pour isoler la Iésion du
tissu sain. Il a été montré que I’ablation des astrocytes réactifs dans le modéle traumatique du

cerveau aggrave les dommages neuronaux (Myer et al. 2006).

Cependant, comme la microglie activée, [’activation astrocytaire a un effet néfaste,
particulierement dans la SH. Les astrocytes activés secrétent ¢galement des cytokines pro et anti-
inflammatoires qui présentent un réle pro ou anti-convulsant (Wetherington et al. 2008). Par
exemple, le TNFa secrété par 1’astrocyte activé et aussi par la microglie activée agit sur le récepteur
TNFR1 stimulant la sécrétion de glutamate par les astrocytes. De plus, des astrocytes activés
perdent également (downregulation) la capacité de sécrétion de synthétase glutamine entrainant une
augmentation de concentration glutamine qui va promouvoir des crises épileptiques (Wetherington
et al. 2008). Récemment, en utilisant des souris transgéniques, Robel et al. ont démontré que
I’astrogliose réactive perdant des capacités homéostatiques a contribué directement au

développement des crises spontanées (Robel et al. 2015).

En résumé, la persistance de 1’activation gliale dans la SH pourrait ouvrir une autre fenétre
thérapeutique de 1’épilepsie ciblant la neuroinflammation qui pourrait étre évaluée in vivo par
imagerie TEP ciblant la TSPO dans ce mode¢le de souris. La rapamycine, un inhibiteur de la voie
mTOR, en limitant la prolifération des astrocytes, la migration et la production de médiateurs

inflammatoires, pourrait atténuer 1’état de mal. L’évaluation de cet inhibiteur dans cette phase
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tardive pourrait étre une nouvelle piste de traitement antiepileptique.

5.  Conclusion

Nous avons démontré la faisabilit¢ de la TEP ciblant la TSPO dans la surveillance
longitudinale in vivo de la neuroinflammation impliquée dans la constitution de la SH dans le
modele d’épilepsie chez la souris. La TEP a mis en évidence également des signaux élevés au
niveau des zones extrahippocampiques. Ces derniers seront discutés en détail dans le chapitre

suivant.

L’immunofluorescence a révélé I’évolution de I’activation gliale durant 1’épileptogéneése et

I’ictogénese. La persistance du signal inflammatoire dans la SH pourrait ouvrir une nouvelle fenétre

de traitement anti-épileptique ciblant la neuroinflammation.
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Chapitre 1IV. Quantification de D’expression de la protéine TSPO par
modélisation de la TEP dynamique au '*F-DPA-714 dans un modé¢le d’EMT

chez la souris

Le pourcentage de dose injectée (%ID/cc) est un paramétre semi-quantitatif, simple et utile
pour comparer différents examens, mais qui ne refléte pas une information biologique spécifique.
La modélisation cinétique du signal TEP dynamique permet, en théorie, d’estimer des parametres
physiopathologiques plus précis a partir des mesures réalisées sur des acquisitions effectuées a

différents temps.

Sa possible mise en ceuvre sur les données acquises dans le contexte de nos études
longitudinales présentées dans le chapitre 3 a été étudiée, en étroite collaboration avec le Dr
Catriona Wimberley qui a largement participé a I’obtention des résultats figurant dans ce chapitre.
Ce chapitre présente les difficultés spécifiques rencontrées pour ces analyses, les méthodes

explorées, et les résultats préliminaires obtenus dans le cadre de ces études.

1. Principe de la modélisation cinétique en TEP et défis en imagerie préclinique

1.1. Définitions générales

La modé¢lisation cinétique en TEP consiste a définir un modéle mathématique qui décrive les
mécanismes biologiques sous-jacents aux données TEP dynamiques acquises. Elle permet
d’identifier les parameétres du modele pour déduire des informations physiologiques pertinentes, par
exemple, la concentration d’un récepteur dans un volume tissulaire. Cette partic présente la

terminologie utilisée en modélisation cinétique par TEP.
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Pour faire de la modélisation cinétique en TEP, nous avons d’abord besoin des contributions
(input). Il s’agit de courbes temps-activité (TAC) mesurées dans différentes régions et de la

fonction d’entrée artérielle.

Courbe temps-activité (TAC). La TEP dynamique permet I’acquisition continue du signal
radioactif cérébral pendant un intervalle de temps, sous la forme d’une série d’images. Cette série
d’images permet d’extraire des courbes tissulaires de I’activité émise par le radiotraceur dans
différentes régions au cours du temps. La concentration radioactive mesurée dans une région

d’intérét (ROI) au cours du temps constitue la courbe temps-activité (TAC).

Fonction d’entrée artérielle (FE). Durant 1’acquisition de la TEP, un prélévement sanguin
artériel permet d’obtenir une courbe temporelle de D’activité radioactive dans la circulation
artérielle.

Le signal de la TAC mesurée dans une région est la somme du signal tissulaire du radioligand
(signal spécifique, non spécifique et libre) et du signal vasculaire (environ 5% de radioactivité
totale). L’objectif de la modélisation est d’isoler la part spécifique du reste du signal au niveau local
(région d’intérét), voire au niveau du voxel. Pour ce faire, il existe différents types de modeles que

nous décrivons trés briévement.

Modeéles compartimentaux. Il s’agit de I’approche la plus rigoureuse et compléte, qui
nécessite a la fois la TAC et la FE artérielle. Le nombre de compartiment dépend de la
biodistribution du radioligand. Ces mode¢les se formulent mathématiquement par un systéme
d’équations différentielles qui décrit les échanges possibles entre compartiments et qui fait

intervenir des constantes d’échange.
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Modele simplifié avec courbe de référence tissulaire (Gunn e al. 1997, Lammertsma &
Hume 1996). Dans ce cas, la FE est remplacée par une TAC d’une région dite région de référence.
La région de référence est, par hypothese, une région dans laquelle la concentration spécifique est
négligeable, ’amplitude de la liaison non-spécifique est la méme que dans les régions d’intéréts et

les échanges entre les compartiments libre et non-spécifique sont rapides.

Méthodes d’analyse graphique. Cette méthode est basée sur une représentation graphique,
développée indépendamment des modéles compartimentaux. La méthode la plus utilisée pour des
couples radioligand-récepteur réversibles est la méthode de Logan (Logan et al 1990). Elle
nécessite la TAC de la région d’intérét et celle de la fonction d’entrée artérielle. Cette dernicre
pourrait étre également remplacée par la région de référence donnant le nom de la méthode Logan

de référence.

La mod¢lisation résulte en des sorties (output) qui correspondent aux parameétres
physiologiques, et notamment le volume de distribution et le potentiel de liaison.

Le volume de distribution (V1) est le ratio a I’équilibre entre la concentration de radioligand
(spécifique, non spécifique et libre) dans le tissu et celle du plasma.

Le potentiel de liaison (BP) est le ratio a I’équilibre entre la concentration de radioligand
spécifiquement lié¢ dans le tissu étudié et celle dans la région de référence. En fonction du choix de
la région de référence, trois types de BP sont distingués :

- BPy correspondant a celle du radioligand libre dans le plasma ;
- BPp correspondant a celle du radioligand total dans le plasma ;
- BPnp correspondant a celle du radioligand non-déplagable dans le tissu.

Ce BPyp est la mesure typique utilisée a partir d’un modele simplifié avec référence tissulaire.
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Dans le cerveau, la protéine TSPO est retrouvée initialement dans des cellules gliales (voir la
partie 4.1 du chapitre I). Aprés administration intraveineuse de radioligand, des ligands libres
traversant la BHE se fixent sur les protéines TSPO de manicre réversible. Ainsi, nous avons utilisé
dans un premier temps le modele simplifié a deux compartiments : le compartiment spécifique de la
TSPO et le compartiment de référence comprenant des radioligands non-déplagables (non
spécifique et libre) pour déduire le BPnp. Actuellement, il n’existe pas de vraie région de référence
en raison de liaison vasculaire a la TSPO, ainsi, des régions utilisées dans notre étude (striatum ou

pont du tronc cérébral) s’appellent pseudo-région de référence.

Cependant, comme expliqué dans la partie 5.1 du chapitre I, la découverte de 1’expression
de TSPO par des cellules endothéliales rend impossible la définition d’une vraie région de référence.
Ainsi, actuellement, nous ne pouvons que calculer le Vy a partir de la fonction d’entrée dérivée de

I’imagerie TEP en utilisant la méthode de Logan comme présenté dans le reste de ce chapitre.

De plus, chez la souris, la modélisation cinétique est tout particulierement complexe pour
deux raisons. Premic¢rement, ’effet du volume partiel induit par la petite taille des structures dans
le cerveau de la souris comparée a la résolution spatiale de microTEP biaise les mesures de
concentration de traceurs dans les petites structures, et la correction de volume partiel est
compliquée par le rapport signal-sur-bruit limit¢ dans les données TEP dynamiques.
Deuxiemement, I’expression de TSPO pouvant exister dans toutes les régions cérébrales, il n’est
pas trés rigoureux d’utiliser une région de référence pour la quantification, et il est donc nécessaire
de mesurer une fonction d’entrée artérielle, ou a défaut veineuse, ce qui est un réel défi chez la

souris.
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1.2. Effet de volume partiel (EVP)
L’effet du volume partiel fait référence a deux phénomenes distincts qui conduisent le plus
souvent a une sous-estimation de 1’intensité des voxels mesurée dans 1’image par rapport a leur

valeur réelle.

Le premier effet est di a 1’échantillonnage des images (ou tissue fraction effect en anglais),
qui fait que les valeurs mesurées sont les valeurs moyennes des valeurs d’activité réellement
présentes dans les régions sous-jacentes, et donc que les valeurs mesurées dépendent de la taille des

voxels (figure IV-1-1).

Figure IV-1-1. Illustration de 1’échantillonnage des images (cours d’I. Buvat, 2016). Les
pixels de petites tailles au centre de la structure d’intérét ne sont pas affectés par ’EVP (valeur = 8),
alors que les valeurs des pixels de tailles plus grandes sont sous-estimées car la valeur mesurée est

la moyenne des valeurs des tissus sous-jacents (valeur = 6).

Le deuxieme effet est dii a la résolution spatiale limitée en TEP : I’activité dans une structure

d’intérét de signal élevé est sous-estimée tandis que 1’activité dans les structures voisines présentant

un plus faible signal peut « contaminer » la structure d’intérét (figure IV-1-2).
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Figure I'V-1-2. Illustration de I’EVP liée a la résolution limitée en TEP (cours d’I. Buvat, 2016).

La fonction de réponse est une fonction mathématique décrivant la réponse d’un systéme
d’imagerie a une source ponctuelle et caractérise la résolution spatiale du systeme, donnée par la
largeur a mi-hauteur de cette fonction de réponse (LMH). De fagon générale, I’EVP lié a la
résolution spatiale limitée du détecteur entraine une sous-estimation du signal maximum mesuré
dans la structure d’intérét si la taille de cette structure est inférieure a environ 3 fois de la LMH du

systeme.

La résolution spatiale de I’Inveon microTEP-CT est environ 1,5 mm (Constantinescu &
Mukherjee 2009) au centre du champ de vue tandis que le grand axe de 1’hippocampe dorsal est
d’environ 2,5 mm (mesuré sur des images d’immunohistologie en DAPI) : les mesures sont donc

affectées par ’EVP.

Il existe de nombreuses méthodes de correction de I’EVP (Erlandsson et al. 2012) mais il
n’existe pas de consensus quant a la meilleure méthode a utiliser. Nous avons évalué la méthode de
déconvolution itérative combinée avec une régularisation spectrale (ID-SR) développée par
(Reilhac et al. 2015), compte tenu des performances trés encourageantes rapportées dans la

littérature pour cette méthode.
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Cette méthode suppose que I’image observée résulte du produit de convolution de la
distribution d’activité réelle par la fonction de réponse du systéme d’imagerie (Figure IV-1-2).
L’image originale est restaurée en inversant ce produit, c’est a dire en effectuant une opération dite

de déconvolution par une méthode itérative (pour distinguer avec une méthode analytique).

La déconvolution a la particularité de ne pas nécessiter d’image anatomique ou d’hypothése
géométrique concernant les structures avoisinantes. Cependant, cette méthode entraine également
une amplification du bruit dans 1’image déconvoluée : une régularisation est donc nécessaire pour
limiter cette amplification du bruit. Des méthodes avancées de filtrage d’images 4D (espace 3D +

temps) peuvent étre utilisées pour débruiter les images déconvoluées.

1.3. Fonction d’entrée (FE)

La fonction d’entrée (FE) est une courbe représentant la concentration d’activité des
radioligands dans le plasma en fonction du temps, obtenue a partir de prélévements sanguins
artériels qui doivent étre réalisés durant 1’acquisition TEP. Elle est nécessaire pour 1’identification

des parameétres des modéles compartimentaux, et dans les cas ou la région de référence n’existe pas.

Cependant, 1’obtention de la FE est toujours compliquée chez la souris. Premiérement, le
volume sanguin de la souris est petit, environ 1,8 ml pour une souris de 25g. La recommandation
concernant le volume maximal que 1’on peut prélever est a 0,2 ml (10%) une fois par jour (Diehl et
al. 2001) alors que la fonction d’entrée nécessite un prélévement sanguin a différents moments
pendant I’acquisition. En outre, la mesure précise de 1’activité volumique dans un volume si petit
est complexe. Le prélévement d’un volume plus grand, qui serait mieux adapté a 1’estimation de la

concentration d’activité, met en danger la vie de I’animal pendant I’acquisition de 60 min.
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Deuxiémement, le positionnement d’un cathéter dans ’artére fémorale de la souris est un

geste trés technique que nous ne maitrisons pas suffisamment.

Une alternative a la mesure expérimentale de fonction d’entrée artérielle par prélévement est
son estimation a partir des images, en mesurant la TAC extraite de 1’artére abdominale a partir des

images TEP-IRM (Evans ef al. 2015), ou en I’estimant par une méthode d’analyse factorielle (AF).

L’AF des séquences d’images dynamiques est une méthode qui résume le contenu d’une
séquence d’images indexées par le temps en un petit nombre d’images, dites images factorielles, et
de courbes associées, appelées facteurs. Chaque image factorielle correspond a une composante,
représentant un compartiment physiologique, dans lequel le signal change d’une manicre
caractéristique au cours du temps décrite par le facteur associ¢ qui représente 1’évolution du signal

au cours du temps dans le compartiment (figure IV-1-3).

K images factorielles et facteurs associés

Analyse
Factorielle .
temps —
Signa Signa Signa
—X
Séquence d’images - R

. Temps Temps Temps
dynamiques s cmps P

Figure I'V-1-3. Représentation synthétique du contenu d’une séquence d’image par I’AF (cours d’I.

Buvat, 2016).

137



En appliquant I’AF sur une séquence d’images TEP dynamiques incluant le thorax et
I’abdomen de la souris, nous pouvons espérer extraire automatiquement une image factorielle des

grosses artéres dont le facteur associé fournirait une courbe estimant la fonction d’entrée artérielle.

En résumé, la modélisation cinétique permet d’extraire des informations quantitatives plus
précises de séries d’images TEP dynamiques. En imagerie préclinique, I’EVP, le bruit et la mesure
de FE sont des problémes sévéres qui compliquent 1’étape de modélisation cinétique des données.
L’objectif de ce chapitre est donc de présenter des tentatives de quantification améliorée par rapport
a celle réalisée a partir d’examens présentée au chapitre 3 en utilisant les méthodes de correction

d’EVP, débruitage et estimation de la FE maitrisées dans le laboratoire.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels

Le traitement d’image a été réalisé sur le groupe de souris AK dans 1’étude longitudinale
présentée dans le chapitre 3, figure III-2-1. Nous avons analysé ici les images a certains points
critiques : état basal (n=7), 7 jours (n=5) (ou le signal était diffus dans I’ensemble du cerveau), 1
mois (n=6) (ou le signal était localisé¢ au niveau de la SH) et 6 mois (n=4) (ou la SH était bien

¢tablie).

L’étude de pré-saturation a été réalisée chez trois souris de I’état basal par injection de
Img/kg de DPA-714 froid 5 minutes avant de démarrer le protocole d’acquisition d’imagerie au
""F_.DPA-714 (partie 2.1 du chapitre 2). Le but de cette étude est pour obtenir la TAC du

compartiment sanguin sans TSPO li¢e aux cellules endothéliales.
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2.2, Traitement d’image

Déconvolution itérative combinée avec une régularisation spectrale (ID-SR). Les images
reconstruites par OSEM 2D dites images originales (4 itérations, 16 sous-ensembles) (voir partie
2.1.4 du chapitre 2) ont été traitées par déconvolution itérative (15 itérations) combinée a une
régularisation temporelle (12 fonctions de base temporelles) pour corriger I’EVP sans amplifier
excessivement le bruit. Ces paramétres ont été choisis a partir des résultats de simulations réalisées
pour déterminer le meilleur compromis entre le biais et le bruit dans les images déconvoluées

(Wimberley et al. 2014).

Le processus de régularisation nécessite une FE pour créer les 12 fonctions de base
temporelles. La forme de cette FE a été obtenue a partir d’une étude de '*F-DPA-714 chez I’homme
(Wimberley et al. 2017). Cependant, I’amplitude de la FE et la largeur du pic ont été adaptées en

utilisant la TAC moyenne manuellement extraite de 1’artére abdominale des souris de pré-saturation.

Analyse factorielle. L’AF a ét¢ appliquée a chaque série d’images TEP originale (avant de

correction de ’EVP et de débruitage) (logiciel PIXIES, http:/www.apteryx.fr/). Une FE de
référence a été créée a partir des souris de pré-saturation en utilisant I’AF avec uniquement la
contrainte de positivité sur les facteurs et les images factorielles, et une contrainte de maximum
unique dans le facteur correspondant a la FE. L’AF a été ensuite réalisée en utilisant 4 composantes
principales et 4 facteurs ont été identifiés en utilisant deux types de contraintes : la forme d’un
facteur devrait étre similaire a la FE de référence obtenue comme décrit a la phrase précédente et

tous les facteurs devaient comporter uniquement des valeurs positives ou nulles.

Les facteurs extraits ont été convertis en concentration radioactive (Bg/cc) en normalisant la

somme des facteurs de sorte qu’elle soit égale a 1’activité totale extraite de I’image enti¢re pendant
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toute la durée d’acquisition. Le facteur similaire au compartiment sanguin a été pris et utilisé

comme la fonction d’entrée dérivée de I’'image TEP (FEDI).

Atlas IRM. Dans ce chapitre, des images du cerveau TEP reconstruites ont été manuellement
recalées a 1’atlas de Dorr (Dorr et al. 2008) a ’aide des contours du CT en utilisant le logiciel
Anatomist. Contrairement a I’atlas utilisé dans Pmod (simple a utiliser, chapitre 3), cet atlas IRM a
I’avantage de permettre la définition de sous-régions d’intérét, ce qui est particuliérement utile pour

analyser le cortex dans lequel différentes zones nécessitent d’étre distinguées en épilepsie.

2.3. Analyse des données

Pour étudier I'impact de I’atlas sur la quantification au niveau des hippocampes, nous
avons calculé le coefficient de corrélation de Pearson entre le %ID/cc estimé par I’atlas de Mirrione
(atlas Pmod, atlas 1) et I’atlas de Dorr (atlas 2) de I’ensemble des examens aux différents moments

présentés dans la partie 2.1 du méme chapitre.

Pour étudier Pimpact du traitement d’image ID-SR, nous avons utilisé le modéle simplifié
(SRTM2) avec courbe de référence extraite de la moyenne des striata droit et gauche pour estimer le
BPnp de chaque région d’intérét (Wu & Carson 2002). La TAC est extraite des images originales et

des images déconvoluées.

L’analyse n’a été réalisée que sur des souris a 1’état basal et & 1 mois apres d’injection d’AK
ou le signal dans le striatum était faible et stable, pour étre dans des conditions proches des

hypothéses sous-jacentes a I'utilisation d’une pseudo-région de référence.

La différence de BPxp entre 1’état basal et I’examen a 1 mois a été calculée pour chaque

souris. Un t-test apparié a été réalisé pour chaque région d’intérét pour déterminer la significativité
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de la différence de BPyp entre ces deux moments.

Pour étudier la précision et la robustesse de la méthode d’extraction de la FEDI, la
représentation graphique de Logan a été utilisée, a la fois avec la FEDI extraite de I’AF pour
estimer le volume de distribution total (Vr), et avec la courbe de référence extraite du pont du tronc
cérébral pour estimer le BPyp. L’analyse n’a été également réalisée que sur des souris a I’état basal
et a 1 mois aprés d’injection d’AK ou le signal dans le pont était plus faible et plus stable que celui
des striata, pour se rapprocher des conditions vérifiant les hypothéses de la méthode de pseudo-

région de référence.

Le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé entre BPnp et Vrde toutes les régions et

toutes les souris a 1’état basal et aussi a 1 mois, conduisant a 2 coefficients de corrélation.

Le coefficient de variation multiplié par 100 (écart-type*100/moyenne) des BPND et des Vt a
été calculé pour chaque région pour les 2 temps. La moyenne de ce coefficient de variation sur
I’ensemble des régions et tous de tous les temps a été calculée pour évaluer la variabilité¢ de chaque
méthode. La variabilité de la hauteur du pic de la FEDI estimée par AF et par la ROI manuellement

tracée a été évaluée de méme maniére.

Pour étudier I’évolution longitudinale de I’expression de la protéine TSPO, nous avons
estimé le V1 par la méthode de ’extraction de FEDI (décrite ci-dessus) de chaque région d’intérét
de I’atlas Dorr a chaque moment : état basal, 7 jours, 1 mois et 6 mois. Un t-test apparié a été réalisé
pour chaque région d’intérét pour déterminer la significativité de la différence de Vt entre chaque

moment apres injection d’AK et I’état basal.
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3. Résultats et discussion

3.1. Impact de I’atlas sur la quantification

La figure IV-3-1 montre une bonne corrélation entre deux atlas (R® entre 0,91 a 0,95)
témoignant la possibilité d’utilisation interchangeable de deux atlas pour la quantification au niveau

des hippocampes, sans changer I’allure de 1’évolution du signal au niveau des hippocampes.

Hippocampe droit

%ID/cc (atlas 2)

1 1,5 2 2,5
%ID/cc (atlas 1)

Hippocampe gauche

%ID/cc (atlas 2)

1 1,5 2 2,5
%ID/cc (atlas 1)

Striatum droit

y 2 1]0403x - 0,007
2-0,9463

%ID/cc (atlas 2)
[y
w

1 1,5 2 2,5
%ID/cc (atlas 1)

Striatum gauche

%ID/cc (atlas 2)

2 2,5
%ID/cc (atlas 1)

Figure I'V-3-1. Corrélation des mesures de %ID/cc entre atlas 1 (atlas de Mirrione) et atlas 2

(atlas de Dorr) au niveau de I’hippocampe et du striatum (n = 22 pour toutes les souris et tous les

temps).
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Cependant, il faut noter que les valeurs mesurées a partir de 1’atlas 2 sont globalement plus
faibles que celles mesurées a partir de 1’atlas 1 au niveau des hippocampes alors que c’est I’inverse
au niveau du striatum. Comme le volume de la région des hippocampes et du striatum est similaire
entre deux atlas (environ 10 mm’ pour ’hippocampe et aussi pour le striatum), ce biais est
possiblement lié au positionnement de 1’atlas. En effet, I’hippocampe et le striatum sont deux
structures voisines dans les coupes coronales. En fonction du positionnement de 1’atlas, la région de
I’hippocampe peut inclure une partie du signal du striatum et vice versa comme présentée dans la

figure IV-3-2.

A

Figure IV-3-2. Continuité de la région des hippocampes (fleches vertes) et des striata (fleches
rouges) dans la direction coronale de I’atlas de Mirrione (A) et de Dorr (B). Des signaux des
hippocampes estimés par 1’atlas de Dorr pourraient étre moins contaminés par des signaux

ventriculaires (fléches jaunes) que dans le cas de I'utilisation de 1’atlas de Mirrione.

La figure IV-3-3A montre également un signal élevé dans I’amygdale, le thalamus et le

cervelet seulement a 7 jours apres injection d’AK concordant avec le résultat retrouvé sur I’atlas de

Mirrione (figure IV-3-3B).
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Figure 1V-3-3. Evolution de la fixation de 'SF-DPA-714 (%ID/cc) dans I’amygdale, le
thalamus et le cervelet sur 1’atlas de Dorr (A) et sur 1’atlas de Mirrione (B). * correspond a la

différence significative entre chaque moment apres injection d’AK et a 1’état basal (t-test apparié).

Comme expliqué dans la partie 2.1.5 du chapitre II, nous avons utilis¢é dans un premier
temps I’atlas de Mirrione implémenté dans le logiciel Pmod parce qu’il était déja publié dans
certaines d’études, simple et facile a utiliser. Cependant, le nombre limité de régions d’intérét, et
notamment 1’impossibilit¢ de diviser certaines régions du cortex, rendent 1’atlas de Dorr

actuellement préférable dans le contexte de 1’épilepsie.
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La figure IV-3-4 montre ainsi des signaux ¢élevés dans différentes régions corticales que nous
ne pouvons pas isoler quand on utilise 1’atlas de Mirrione. Cette figure suggere des tendances

possiblement variables dans les sous-régions corticales qu’il est pertinent de pouvoir analyser.

M Etat basal
m 7 jours

# 1 mois

6 mois

Figure IV-3-4. Evolution de la fixation de SE_DPA-714 (%ID/cc) dans différentes régions
corticales sur I’atlas de Dorr. * correspond a la différence significative (p<0.05) entre chaque

moment apres injection d’AK et I’état basal (t-test apparié).

A 7 jours apres injection d’AK, le %ID/cc est élevé dans I’ensemble des régions corticales, ce
qui est concordant avec le signal élevé observé dans le cortex avec I’atlas Mirrione (figure III-3-
3C). Au contraire, a 1 mois et a 6 mois, un signal ¢élevé est encore détecté dans certaines régions du
cortex de I’atlas de Dorr. Ce signal élevé était possiblement mélangé a des signaux plus faibles dans
la grande région du cortex de I’atlas de Mirrione, expliquant qu’il soit passé inapercu avec ceatlas

de Mirrione.
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En résumé, 1’atlas de Mirrione est simple a utiliser dans Pmod par des biologistes et
médecins, et interchangeable avec 1’atlas de Dorr pour la quantification au niveau des hippocampes.
Ce dernier est plus complexe a gérer en raison de nombreuses régions différentes mais il est plus

adapté pour étudier des régions extrahippocampiques.

Impact du traitement d’image ID-SR sur la modélisation cinétique du signal TEP chez
la souris
L'impact du traitement ID-SR est clairement visualisable sur la Figure IV-3-5, en terme de

qualité d’images.

337 kBq

Figure IV-3-5. Images cérébrales du plan coronal de la TEP '*F-DPA-714 (55-60 minutes)
chez une souris AK 1 mois aprés injection, avant (a et b) et aprés (c et d) traitement ID-SR. Les
images apres traitement sont moins bruitées et les 1ésions sont plus faciles a distinguer (fleches

rouges), sans que I’on observe une dégradation sensible de la résolution spatiale.

L’impact de ID-SR sur la quantification est montré sur la figure 1V-3-6 qui affiche la

différence de BPxp dans chaque région d’intérét entre 1’état basal et AK 1 mois apres injection.
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Avant ID-SR, le graphique en haut (a) montre que la différence est la plus élevée dans le cortex

occipital gauche, et la seule région ou la différence est significative est le cortex occipital droit (p =

0,033) malgré la 1ésion induite dans 'hippocampe droit.

Aprées ID-SR, le graphique en bas (b) montre que la différence de BPnp est la plus élevée dans

les hippocampes (0,28 + 0,30 a gauche et 0,58 = 0,61 a droite), prédominante du c6té injecté et est

statistiquement significative (p=0,034 a gauche et 0,034 a droite). Une différence significative est

¢galement trouvée dans la région pariéto-temporale droite, située au-dessus de 1’hippocampe droit

(p=0,006). La différence dans le cortex occipital droit est également élevée mais n’est pas

significative (p=0,1).

Différence de BPnd

Diference de BPnd

Difféerence de BPnd (AK_1m - état basal) - avant traitement
1,3

*
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0.1 Amygdale D Cervelet D Hippocampe_D Occipital_D Pariéto_temporal D  Thalamus_D
-0.3Amygdale G Cervelet_G Hippocampe_G Occipital_G Parieto_temporal_G  Thalamus_G
0.5

* p<0.05 t-test apparié

Différence de BPnd (AK_1m - état basal) - aprés traitement
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0,9
0.7
0.5
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0.5

Figure IV-3-6. Moyenne des différences de BPnp entre 1’état basal et a 1 mois dans

différentes régions d’intérét chez les souris AK.
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Ces différences de BPnp apres ID-SR sont attendues dans des régions ou un signal élevé a été
observé sur I’autoradiographie in vitro au '"F-DPA-714 (chapitre 3, figure III-3-6). Au contraire,
avant ID-SR, la différence est élevée dans des régions inattendues, notamment dans le cortex
occipital gauche alors qu’aucune différence significative n’a été trouvée au niveau des

hippocampes, suggérant un faux positif.

Ces résultats montrent I’impact remarquable du traitement sophistiqué des images produites
par I’imageur pour la modélisation cinétique TEP dans le cerveau de la souris. La correction de
I’EVP et le débruitage des images permettent de mettre en évidence des effets qui n’apparaissent
pas sans ce post-traitement, et de réduire les régions correspondant a du signal faussement positif a

cause du bruit.

Cependant, I’utilisation d’une zone de référence dans le striatum pose deux problémes.
Premicrement, 1’expression de la TSPO par des cellules endothéliales est omniprésente méme a
I’état basal dans le cerveau sain, et ce méme au niveau du striatum (Figure IV-3-7) ou du cervelet

(Figure I'V-3-8) peu ou pas affectés par la pathologie épileptique.
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Figure IV-3-7. Image d’immunohistologie de TSPO/CD31 au niveau du striatum (en haut) a
I’état basal. Les images en bas correspondent au niveau du carré jaune. Des fléches jaunes montrent
une bonne colocalisation entre TSPO et cellules endothéliales. CD31 (rouge), TSPO (vert) et DAPI

(bleu).

1000 ym

Figure 1V-3-8. Image d’immunohistologie de TSPO/CD31 au niveau du cervelet (en haut) a

I’état basal. Les images en bas correspondent au niveau du carré jaune. Des fléches jaunes montrent
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une bonne colocalisation entre TSPO et cellules endothéliales, méme dans la mati¢re grise du

cervelet. CD31 (rouge), TSPO (vert) et DAPI (bleu).

Deuxi¢mement, le signal TEP est également élevé au niveau du striatum et du cervelet a 3
jours et 7 jours apres injection d’AK (chapitre 3, figure II1-3-3C). Ces signaux élevés pourraient
étre dus a une contamination par un signal trés élevé dans les hippocampes aux temps précoces ou

étre liés a une augmentation de la perfusion globale aprés injection d’AK.

I1 est donc intéressant d’étudier une autre méthode pour la modélisation de la TEP TSPO qui
permettrait de s’affranchir de la définition d’une région de référence, par exemple une modélisation

utilisant la fonction d’entrée dérivée des images TEP par analyse factorielle.

3.2 Précision et robustesse de la méthode de I’extraction de FEDI
La figure IV-3-9 décrit les 4 facteurs extraits a partir de la série d’images TEP dynamiques.
L’image en haut montre des coupes coronales de I'abdomen chez la méme souris avec les 4 facteurs

associés en bas.

Figure IV-3-9. Représentation quadrichrome des résultats de 1’analyse factorielle avec 4

facteurs représentée par de différentes couleurs au niveau des reins et de 1’artére abdominale. La
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courbe rouge représente le compartiment sanguin localisé en rouge dans la coupe (fléche rouge).

La figure I'V-3-10 montre la moyenne des facteurs normalisés en %ID pour le compartiment
sanguin sur tous les scans. La hauteur du pic des facteurs extraits associés au compartiment sanguin
montrent une forte corrélation avec des doses injectées (1 = 0,90). Comparée a la FEDI extraite de
la ROI manuellement dessinée au niveau de I’artére abdominale, celle estimée par AF estime mieux
le pic de la FE : le coefficient de variation de la hauteur du pic de la FE valait 9% pour la FE
estimée par AF et 33% avec le tracé manuel. La forte variabilité observée avec la méthode manuelle
est due a la petite taille de I’artére abdominale (figure IV-3-9) qui ne permet pas de positionner la
ROI de maniére reproductible sans image anatomique comme I’IRM. L’avantage de I’AF réside
¢galement dans le fait que nous pouvons enlever le signal endothélial basé sur des contraintes citées
au-dessus. Ceci explique pourquoi le signal de la FEDI a 60 minutes est plus bas par méthode d’AF

que par méthode manuelle.

55 - Moyenne de FEDI extraite
45 -

35 - = Manuel

——AF

%ID/cc

15 ~

=
T

HH

ik i ==
i =3 L
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Figure 1V-3-10. FEDI moyenne extraite (%ID/cc) par tracé manuel au niveau de 1’artéere
abdominale (bleu) et par AF (rouge) a partir de tous les scans avec un écart-type. La fléche noire
montre une variabilité plus élevée de la hauteur du pic de la FEDI estimée par AF que par tracé

manuel.
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La figure IV-3-11 montre des corrélations régionales des paramétres de liaison pour

I’ensemble des souris a deux moments. Ces corrélations sont élevées a la fois a 1’état basal (A),

avec une corrélation de r* = 0,99 et & 1 mois aprés d’injection d’AK (B) avec une corrélation de 1* =

0,99.

BPnd Logan Ref

VT Logan (FEDI) vs BPnd Logan Ref (pont)
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0.4

03 R® = 0,987284832

0,2

0,1+
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VT Logan (FEDI) vs BPnd Logan Ref (pont)

AK 1m
0.5

0.4
R2=0,978614817

0.3

0.2
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Figure I1V-3-11. Corrélations régionales entre le Vr estimé a partir de la représentation

graphique de Logan en utilisant ’FEDI versus le BPyp estimé a partir de la représentation

graphique de Logan avec la courbe de référence extraite du striatum. En haut, I’analyse a été

réalisée a 1’état basal et en bas a 1 mois apres injection d’AK.
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Les parameétres de liaison obtenus en utilisant 'FEDI extraite avec I’AF sont trés corrélés a
ceux estimés en utilisant une région de référence, dans le cas ou I’on peut supposer que la région de

référence est quasiment dénuée de fixation spécifique.

La moyenne de coefficient de variation de I’ensemble des mesures de V, est égal a 15% alors
celle des mesures de BPnp estimées a partir de la région de référence vaut 143%. Cela démontre

que I’estimation de V,a partir de I’FEDI est moins variable que [’usage de la région de référence.

Ces résultats préliminaires sont des premiers ¢léments de validation de I’approche qui pourrait

ainsi étre utilisée lorsqu'il n'existe pas de région de référence disponible.

3.3. Quantification de I’expression de la TSPO (V¢) durant I’étude longitudinale en

utilisant 1a méthode de ’extraction de FEDI

La figure I'V-3-12 suggere que le Vt est un parameétre plus fiable que le %ID. En effet, au
niveau de I’hippocampe droit (hippocampe injecté), le Via 1 mois est plus élevé que celui a 6 mois
alors que le %ID/cc n’est pas différent entre ces 2 moments. La différence de Vientre 1 mois et 6
mois est plus concordante avec les résultats d’autoradiographie que 1’absence de différence
observée avec le %ID/cc (figure I11-3-8). Le signal élevé a 1 mois correspond a une persistance
résiduelle des microglies activées au niveau de la couche CA1l alors qu’a 6 mois, les microglies
activées sont trés peu nombreuses, la SH est remplie quasiment uniquement par des astrocytes

(figure I11-3-9F, G).

Au niveau de I’hippocampe gauche, le V; reste encore élevé et stable entre 1 mois et 6 mois,

alors nous ne pouvions pas détecter ce signal en utilisant le %ID/cc. Ce signal élevé et stable
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correspond probablement a une persistance de I’activité astrocytaire (qui ne retourne jamais a I’état

basal sur cette période, figure II1-3-10F, G).

M Etat basal
m 7 jours
m 1 mois

' 6 mois

M Etat basal
m 7 jours
m 1 mois

' 6 mois

Figure IV-3-12. Evolution de V; (A) and %ID/cc (B) dans I’hippocampe, ’amygdale, le
thalamus et le cervelet sur 1’atlas de Dorr. * correspond a la différence significative entre chaque

moment apres injection d’AK et a 1’état basal (t-test apparié).

Une autre observation suggérant la fiabilité de V. est la stabilité¢ des régions amygdales, du

thalamus et du cervelet par rapport a I’état basal. Dans ces régions, la figure I'V-3-10 ne montre pas
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de différence significative de V; entre 7 jours et état basal alors qu’en utilisant le %ID/cc, nous
avions trouvé un signal élevé dans 1’ensemble de ces régions (atlas de Mirrione, figure II1-3-3C,
atlas de Dorr, figure 1V-3-2). Ces résultats sont concordants avec les résultats de 1’autoradiographie
ou nous ne trouvions pas le signal élevé au niveau du thalamus et de ’amygdale gauche (figure I11-
3-8). Ils sont aussi concordants avec des Iésions extra-hippocampiques trés limitées observées chez
I’homme (Haldsz & Rasonyi 2003, Spencer 1998). A I’inverse, les modeles systémiques chez le rat
présentent des 1ésions généralement étendues, qui dépassent largement la région hippocampique,
probablement dues a une toxicité ¢élevée de 1’injection systémique d’AK ou de pilocarpine qui
pourraient étre visualisées a la fois sur la TEP et I’autoradiographie (Amhaoul ef al. 2015, Brackhan

et al. 2016).

Dans notre modele, nous ne trouvons que des petits foyers d’hyperfixation localisés
transitoirement dans certains noyaux du thalamus et de I’amygdale sur 1’autoradiographie (figure
I11-3-6) et 'immunohistologie (figure III-3-16), que la résolution spatiale limitée de la microTEP

ne peut probablement pas détecter.

Le V; permet également de détecter des signaux élevés dans différentes régions du cortex et
certaines régions (striatum, bulbe olfactif, colliculus) qui ne sont pas attendues chez ce modéle
d’épilepsie. Les différences significatives de V des différentes régions par rapport a 1’état basal sont

résumées dans le tableau suivant.
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Tableau I'V-3-1. Résumé des valeurs de p (t-test appari¢) de chaque région d’intérét au cours

du temps. Le vert signifie que la différence est significative par rapport a I’état basal (p<0,05).

7 jours 1 mois 6 mois
Entorhinal G 0,03518 0,06741
Entorhinal D 0,00385 0,10053

Frontal G 0,28904 -
Frontal D 0,39282 0,05588
Occipital G 0,06071 0,12584

Occipital D

Parietal temporal G

Parietal temporal D

Bulbe olfactif G

T

Bulbe olfactif D 0,27226
Striatum_G 0,02063 |
Striatum D 0,10349

Superior_colliculus_ G 0,07353

|

Superior_colliculus D

=

47

N
W
()}

Inferior_colliculus_G 0,15089

Inferior colliculus_ D 0,14537

Il faut noter que 1’expression de TSPO dans ces régions n’est pas nécessairement synonyme
de Iésion. Elle pourrait ne refléter qu'un circuit ou réseau affecté par les crises épileptiques. Une
analyse par immunohistologie dans les zones mises en évidence par la TEP ainsi que des

informations fournies par I’EEG pourraient aider a mieux comprendre ces signaux TSPO.

4. Conclusion

Malgré les défis spécifiques aux acquisitions TEP dynamiques chez la souris, nos résultats
préliminaires suggérent qu’une quantification plus précise est possible par rapport a celle
classiquement utilisée chez les souris. La prochaine étape consisterait a effectuer une analyse au
niveau des voxels pour produire une cartographie de V. Avec une telle cartographie, nous espérons
pouvoir déterminer le réseau de neuroinflammation li¢ aux crises épileptiques.
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Conclusions générales et perspectives

Le modele d’EMT chez la souris induit par injection intrahippocampique d’AK avait été
validé comme pouvant présenter de grandes analogies avec la pathologie humaine pendant la
période d’épileptogénese et la période d’ictogénese avec une SH typique et reproductible. La petite
taille du cerveau de la souris explique probablement qu’aucune étude d’imagerie n’ai encore été

réalisée chez ce modele malgré I’intérét qu’il présente.

Ma thése a donc été consacrée a relever les défis spécifiques associée a la TEP au '*F-DPA-
714 ciblant la TSPO chez la souris pour répondre aux questions biologiques concernant la relation
entre neuroinflammation et constitution de la SH dans une étude longitudinale chez ce modéle

d’épilepsie.

1. Défis spécifiques

Nous avons mis en place un protocole d’acquisition dynamique TEP au "F_DPA-714 avec un
systéme de perfusion controlé. Ce protocole résulte en un pic de la phase vasculaire reproductible
entre différents examens, ce qui permet d’envisager des analyses cinétiques complexes pour
comprendre les signaux observés. Nous avons également rigoureusement controlé la masse injectée

de sorte qu’elle ne perturbe pas le comportement physiologique du systéme étudié.

L’aiguille utilisée pour induire le modéle (injection d’acide kainique dans 1’hippocampe) a été
soigneusement choisie de sorte a limiter les lésions mécaniques tout en conservant une bonne

reproductibilité de la procédure d’induction du modéle d’épilepsie.

Méme avec une quantification simple consistant a mesurer localement le pourcentage

d’activité injecté (%ID/cc), en contrdlant tous les parameétres expérimentaux, nous avons démontré
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la faisabilité de I’imagerie TEP au 'F-DPA-714 dans de petites structures cérébrales pour suivre in

vivo le processus neuroinflammatoire dans une étude longitudinale chez la souris.

Les analyses de données plus complexes (correction de I’effet de volume partiel, estimation
de la fonction d’entrée artérielle a partir des images) associées a une modélisation cinétique ont
apporté des résultats de quantification de la TSPO plus précis (Vt). Pour valider complétement ces
analyses sophistiquées, 1’idéal serait de disposer de la vraie fonction d’entrée artérielle mesurée de

facon invasive, et des études sont actuellement consacrées a ce nouveau défi dans le laboratoire.

Une prochaine étape consistera a effectuer une analyse au niveau des voxels pour produire
une cartographie de V. Avec une telle cartographie, nous espérons pouvoir déterminer le réseau de
neuroinflammation 1i¢ aux crises épileptiques. Un autre chalenge sera de chercher la méthode pour

estimer le BPxp puisqu’il n’existe pas une vraie zone de référence.

La méthode de modélisation cinétique présentée dans ma thése n’est pas limitée a ce modele
de souris épileptique mais pourrait s’appliquer également aux examens TEP ciblant la TSPO
réalisés sur des modéles transgéniques disponibles qui sont particulierement importants dans 1’étude

de la neuroinflammation impliquée en épilepsie.

2. Réponses aux questions biologiques

Nous avons démontré que le pic du signal TSPO était observé durant la période
d’épileptogénése (entre 3 et 14 jours). Ce signal est principalement le fait de la microglie activée
surexprimant la protéine TSPO dans 1’ensemble de I"hippocampe. Les effets d’une telle activation
pourrait étre a la fois néfaste entrainant une auto alimentation de la pathologie épileptique (coté
injecté) et a la fois protecteur (coté controlatéral). Des études approfondies sont encore nécessaires

pour mieux le comprendre I’impact au niveau mécanistique de ces réactions inflammatoires sur la
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maladie épileptique. Ainsi, un traitement anti inflammatoire simple comme la minocycline inhibant
I’activation microgliale est difficilement envisageable. Il est indispensable de développer des
médicaments plus ciblés soit contre des effets néfastes (anti IL-1 par exemple) soit pour

promouvoir des effets protecteurs.

Dans la phase précoce d’ictogénése (entre 14 jours et 1 mois), le signal TSPO diminue,
correspondant a une nette diminution des microglies activées au niveau du hile. Cependant, ce
signal reste encore élevé principalement du fait de microglies activées résiduelles dans la couche
CAl. La persistance des microglies activées au niveau de CA1l pourrait correspondre a une mort
neuronale tardive liée aux crises récurrentes apparues a partir du 14éme jour. Un traitement anti-
crise débutant précocement dans cette phase précoce pourrait empécher potentiellement la mort

neuronale dans la couche CAl et ainsi diminuer le recrutement microglial.

Dans la phase tardive d’ictogénése (6 mois), nous avons démontré une persistance du signal
TSPO ¢élevé dans la SH de la souris épileptique, provenant de différents composants de la cicatrice
gliale (astrogliose sévere, accumulation de microglies/macrophages et augmentation de densité
vasculaire) qui n’est pas décrit dans d’autres modéeles d’épilepsie chez les rongeurs. Ce signal élevé
tardif évocateur d’une relation entre la neuroinflammation, la SH et les crises épileptiques pourrait

ouvrir une nouvelle fenétre thérapeutique de 1’épilepsie ciblant la neuroinflammation .

La rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR, en limitant la prolifération des astrocytes, la
migration et la production de médiateurs inflammatoires, pourrait atténuer 1’état de mal.
L’évaluation de cet inhibiteur dans cette phase tardive pourrait étre une nouvelle piste de traitement
antiépileptique. Le TSPO étant exprimé par de nombreux types de cellules (microglies, astrocytes,
cellules endothéliales), il pourrait également étre intéressant de développer de nouveaux traceurs

ciblant spécifiquement la voie de signalisation de mTOR pour évaluer des traitements.
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Enfin, I’évolution de la densité vasculaire au cours de constitution de SH nécessite encore
d’étre étudiée, car elle pourrait aider & mieux comprendre son role dans 1’épilepsie. Le signal TEP
TSPO d’origine endothéliale doit étre précisément caractérisé dans notre modele, et possiblement
isolé, en faisant I’hypothése que la BHE crée une différence de cinétique de captation entre la TSPO

d’origine endothéliale et celle d’origine gliale.

Pour conclure, ma thése a démontré 1’apport de 1’imagerie TEP TSPO pour suivre in vivo le
processus inflammatoire au cours de la constitution de la sclérose hippocampique. Nos principaux
résultats ont permis d’identifier des phases pendant lesquelles des traitements anti-épileptiques

ciblant différents components de la neuroinflammation mériteraient d’étre étudiés.
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Résumé: Le modele induit par injection
unilatérale intrahippocampique d’acide kainique
chez la souris présente de grandes analogies
avec |’épilepsie mésio-temporale (EMT) chez
I’homme  caractérisée par la  période
d’épileptogénése et par une  sclérose
hippocampique (SH) typique.

De récents travaux ex vivo ont révélé I’existence
de processus neuroinflammatoires au niveau de
la SH chez des patients épileptiques et dans des
modeles animaux. La protéine translocatrice de
18kDa (TSPO), la plus étudiée actuellement au
moyen de différents traceurs, est considérée
comme une cible de référence pour visualiser et
quantifier la neuroinflammation.

Ma thése a donc eu pour objectif de déterminer
I’évolution de I’expression de TSPO au cours de
la constitution de la SH & Dlaide de la
Tomographie par émission de positons (TEP) au

'SE_DPA-714 dans une étude longitudinale chez
ce modele d’EMT, et a identifier son origine a
partir d’analyses d’immunohistofluorescence.
Nous avons démontré la faisabilité de la TEP
pour suivre in vivo le processus inflammatoire
méme dans de petites structures cérébrales a la
fois par la mesure locale du pourcentage
d’activité injectée et par I’estimation du volume
de distribution.

Le signal maximum a été observé durant
I’épileptogénése et correspondait aux microglies
activées puis il diminuait mais persistait lorsque
la SH était bien établie, et était alors
principalement lié¢ aux astrocytes activés.

Nos principaux résultats ont permis d’identifier
les phases pendant lesquelles de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant différentes
composants de la  neuroinflammation
mériteraient d’étre étudiés.

Title : Role of TSPO PET imaging in a mouse model of mesial temporal lobe epilepsy

Keywords : TSPO, '*F-DPA-714, mesial temporal lobe epilepsy, animal model, neuroinflammation

Abstract: The model induced by unilateral
injection of kainic acid is considered as the best
reliable model for the mesial temporal lobe

epilepsy (MTLE) and reproduces the
epileptogenesis and the typical hippocampal
sclerosis (HS).

Recent ex vivo studies have revealed the
existence of neuroinflammation in the HS of
epileptic patients and animal models. The
18kDa translocator protein (TSPO), which is
currently the most widely studied with various
radiotracers, is considered as a reference target

to visualize and quantify the
neuroinflammation.
In that context, my thesis focused on

determining the evolution of TSPO during the
constitution of HS using '“F-DPA-714
positrons emission tomography (PET) in a
longitudinal study in this mouse model, and to

identify its origin from
immunohistofluorescence analysis.

We demonstrated the feasibility of PET to
monitor in vivo the inflammatory process even
in small cerebral structures both by the local
measurement of the percent injected dose or by
the measurement of the volume of distribution.
The peak signal was found during the
epileptogenesis and corresponded to activated
microglia, and then this signal decreased but
persisted after the HS was well established, and
mainly originated from activated astrocytes
during this period.

Our main results allowed us to identify
different phases during which potential anti-
epileptic ~ treatment  targeting  different
components of neuroinflammation could be
investigated.




