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Résumé du bravail de Ehése

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative du systéme cerveau central
conduisant a I'apparition des troubles moteurs caractéristiques de la maladie : akinésie, rigidité et
tremblement de repos. La perte des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée va conduire a
des modifications biochimiques au niveau du putamen. Notamment, les travaux réalisés en
électrophysiologie, microdialyse et spectroscopie par résonance magnétique (SRM) suggérent une
hyperactivité de la voie glutamatergique cortico-striatale associée a un changement du
microenvironnement glial au niveau du putamen. Ces observations conduisent a penser a une
adaptation du cycle glutamate-glutamine ayant lieu entre les neurones et les astrocytes en réponse a
la perte neuronale.

Ainsi, dans ce travail de these, deux approches ont été développées afin de suivre par SRM

les changements métaboliques impliqués dans la pathologie parkinsonienne, notamment les
variations des concentrations en glutamate et glutamine dans le putamen.
Une premiére approche de la quantification des métabolites cérébraux par spectroscopie du 'H,
technique couramment utilisée en clinique, a été utilisée pour suivre I"évolution des métabolites
d’intérét chez des patients parkinsonien a jeun ou suite a la prise d’un traitement dopaminergique. Si
cette étude a révélé des changements de concentrations en N-acetylaspartate, créatine et myo-
inositol chez les patients parkinsoniens, aucun changement du métabolisme glutamatergique n’a pu
étre observé par cette technique peut-étre a cause d’'un manque de sensibilité de la technique pour
discriminer les pools de glutamate et de glutamine.

De ce fait, une nouvelle approche de SRM du carbone *C a été développée pour le suivi du
cycle glutamate-glutamine in vivo, c’est la polarisation dynamique nucléaire (PDN). De part la haute
sensibilité de cette technique, il est désormais possible de suivre des voies métaboliques in vivo en
temps réel. La mise en place et I'optimisation de la PDN pour le suivi du cycle glutamate-glutamine a
été un des objectifs au cours de ce projet de thése. Validée sur un groupe d’animaux contréle, cette
technique offre un avenir prometteur pour [l'analyse de ce flux dans les pathologies
neurodégénératives.

En conclusion, les stratégies diagnostiques en clinique par SRM du 'H restent & I'heure
actuelle peu sensibles pour I'études des modifications du cycle glutamate-glutamine in vivo chez
I’'homme. Les développements technologiques réalisés au cours de ce travail de thése notamment
avec la PDN du °C laissent entrevoir une nouvelle approche pour le suivi en temps réel de ce
métabolisme cérébral. Si la PDN est principalement utilisée dans des études précliniques, la
disponibilité de nouveaux systémes cliniques pourrait permettre son avénement en tant que
nouvelle stratégie de diagnostique en imagerie clinique.

Mots clés: Glutamate, Glutamine, spectroscopie RMN, proton, carbone 3¢, maladie de
Parkinson



Su.mmarj

Parkinson’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by motors troubles such as
akinesia, rigidity and tremor. The loss of dopaminergic neurons from the nigro-striatal pathway leads
to biochemical changes inside the putamen. Especially, works on electrophysiology, micro dialysis
and magnetic resonance spectroscopy (MRS) suggest a hyperactivity of the glutamatergic cortico-
striatal pathway concomitant with glial microenvironment changes. These observations suggest a
modification of the glutamate-glutamine cycle between neurons and astrocytes in response to the
neuronal loss.

In this thesis work, 2 ways were developed in order to follow by MRS the metabolic changes
occurring in Parkinson’s disease. In particular, we want to follow the changes in glutamate-glutamine
cycle inside the putamen.

In a first study, a ‘H MRS approach was used to assess the metabolic changes inside the
putamen of Parkinson’s disease without or under dopaminergic treatment. In this study, changes in
N-acetylaspartate, creatine and myo-inositol were observed in parkinsonian patient, but no change
in glutamatergic metabolism was observed. This could be due to the lack of sensitivity of the
technique to differentiate glutamate and glutamine pools.

Thus, we choose to use a new *C MRS approach in order to follow dynamically in vivo the
glutamate-glutamine cycle inside the brain: the Dynamic Nuclear Polarization (DNP). By the high
sensitivity level of this technique it is now possible to follow the metabolic pathways in vivo, in real
time. The implementation of DNP was assessing under a control group of animal. This technique
offers a new promising tool pour the flux analysis under pathologic conditions.

To conclude, the MRS strategies for clinical diagnosis remains poor sensitive for the study of
glutamate-glutamine cycle in vivo in human. The development of DNP opens the door to a new
strategy to assess in a real-time manner the changes in cerebral metabolism. Even if, DNP is currently
mainly used in pre-clinical studies, the development of new clinical systems could allow its born as a

new diagnostic strategy in clinical imaging.

Key words: Glutamate, Glutamine, NMR spectroscopy, proton, 13C carbon, Parkinson’s disease
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Abréviakions

AChE : Acetyl Choline Esterase

AKG : a-cétoglutarate

ATV : Aire Tegmentale Ventrale

BCAT : Branched Chain Amino transferase

CM : noyau Centro Median du thalamus

Cr: Créatine

DAT : Dopamine Transporteur

GABA : acide y-aminobutyrique

GPC : Glycerophosphocholine

GPe : Globus Pallidus Externe

GPi : Globus Pallidus Interne

IDH : Isocitrate DesHydrogenase

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire
KIC : KétolsoCaproate.

LRRK2 : Leucine Rich Repetition Kinase 2

LDH : Lactate DesHydrogénase

MAO : MonoAminine Oxidase

M-Ins : Myo-inositol

MPPP : 1-Methyl-4-phenyl-4-propionoxy-piperidine
MPTP : 1-méthyle-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydro pyridine
NAA : N-acetylaspartate

NC : Noyau Caudé

NET : Norépinephrine

NST : Noyau Sous Thalamique

PCh : Phosphocholine

PCr : Phosphocreatine
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PDH : Pyruvate DesHydrogénase

PDN : Polarisation Dynamique Nucléaire

Pf : noyau Para-Fasciculaire du thalamus

PHIP : Polarisation Induite par le Para-Hydrogéne
PPN : Noyau Pédonculo-Pontin

Pu : Putamen

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SNC : Systeme Nerveux Central

SNpc : Substance Noire Pars Compacta

SNIr : Substance Noire pars Reticulata

SRM : Spectroscopie par Résonance Magnétique nucléaire
tCho : Glycerophosphocholine et phosphocholine
tCr : Creatine et phosphocréatine

TEP : Tomographie par Emission de Positrons

tNAA : N-acetylaspartateet N-acetylgutamate
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Avant propos




Le travail qui suit a été mené dans le laboratoire EA7980 de I'Université d’Auvergne. Cette équipe
s'intéresse a la compréhension de la physiopathologie de la maladie de Parkinson par deux
approches. Tout d’abord une approche comportementale est réalisée pour I'étude les troubles
psychiatriques associés a la maladie de Parkinson. La seconde approche est réalisée en imagerie

dans le but de rechercher des marqueurs de la maladie.

Ces dernieres années, les techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) se sont imposées
comme des outils indispensables en clinique pour le diagnostique de pathologies cérébrales mais
aussi en préclinique pour le suivi longitudinal de modéles animaux. En effet, la RMN est une
technique doublement informative permettant I’analyse structurale d’un tissu grace a I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) mais aussi moléculaire grdce a la spectroscopie par résonance
magnétique (SRM). Profitant de la présence au centre d’imagerie IRM du CHU Gabriel Montpied a
Clermont-Ferrand d’un aimant de 3T dédié a 50% a la recherche et 50% a la clinique couplé a un
polariseur, nous allons dans ce travail chercher a identifier des marqueurs de la maladie par SRM du

'H chez 'Homme et tenter de suivre des modifications métaboliques par *C SRM chez I'animal.

Ainsi, la partie bibliographique de ce manuscrit s’articule autour de deux axes: 1) la maladie de

Parkinson, 2) la spectroscopie du *H et du *C.

Dans la premiére partie consacrée a la maladie de Parkinson, le premier chapitre abordera la
définition de la maladie avec son épidémiologie et ses caractéristiques cliniques motrices et
psychiques. Puis le second chapitre développera la physiopathologie de la maladie afin de
comprendre les mécanismes mis-en-jeu dans l'apparition de cette pathologie. Les traitements
existants de la maladie seront également décrits dans la troisieme partie. Le chapitre 4 décrira les
modeles animaux de la maladie utilisés pour la compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement de la maladie et dans les troubles induits par la thérapie. Enfin, nous verrons dans le
dernier chapitre de cette partie les outils de diagnostique de la maladie et I'intérét de la SRM dans la

recherche de marqueurs sensibles et spécifiques de la maladie.

La deuxiéme partie nous ameéne aux techniques de SRM existantes pour I'étude du métabolisme
cérébral. Aprés un rappel du principe de la RMN, le second chapitre présentera la spectroscopie du
'H. Cette technique étant cependant relativement informative, elle nous aménera a nous intéresser a
la spectroscopie du C. Bien que cette derniére soit peu sensible, le développement de nouvelles
stratégies de polarisation >C permet une augmentation la capacité de détection de son signal. Ainsi,
nous verrons les différentes techniques permettant la polarisation du *C. Nous focaliserons

notamment notre attention sur la technique de polarisation dynamique nucléaire largement utilisée
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pour suivre le métabolisme in vivo. Enfin, dans le dernier chapitre nous étudierons les stratégies de

suivi du métabolisme cérébral dans la maladie de Parkinson grace a cette technique.

La partie bibliographique sera suivie par la présentation des travaux scientifiques issus de ce projet

de thése puis d’une conclusion générale et des perspectives sur ce travail.
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La maladie de Parieinson
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ChaPiEra 1 : La maladie de Parkinson

I, La maladie de parkinson
A, Etiologie et définition de la MP

1. Epidémiologie et étiologie

La maladie de Parkinson est décrite pour la premiere fois au XIXeme siécle par James Parkinson
(1755-1824) (Figure 1), un médecin généraliste londonien, qui observa « des tremblements
involontaires, avec une baisse de tonus musculaire, qui disparaissent lors d’une action, ainsi qu’une

tendance a pencher le tronc vers I’avant » (Figure 2).

AN
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PRINTED BT WHITTINGHAM AND BOWLAND,
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FPATERNOSTER ROW.

e
1817,

Figure 1. Description de la maladie de Parkinson par Figure 2. Photographie caractéristique d'un patient
James Parkinson en 1817. atteint de maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie du systéme nerveux central qui prend son origine avec la
dégénérescence des neurones dopaminergiques d’une structure cérébrale profonde : la substance
noire. Deuxieme maladie neurodégénérative en termes de fréquence aprés la maladie d’Alzheimer,

elle touche plus particulierement les personnes agées de plus de 60ans.
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Cb\apiire 1 : La maladie de Parkinson

Si les causes de la maladie ne sont pas encore déterminées, des facteurs génétiques et

environnementaux sembleraient étre impliqués dans I’'émergence de la pathologie.

Facteurs génétiques. Des formes familiales de la maladie de Parkinson sont connues
(duplication/triplication du géne de l'a-synucleine, mutations des genes LRRK2, Parkin,
PINK1, DJ-1 ou ATP13A2) cependant I’'hétérogénéité tant génétique que clinique de cette
maladie suggére une étiologie multifactorielle (pour revue : Spatola and Wider 2014).

Exposition aux pesticides. Elle entrainerait une augmentation du risque de développer une
maladie de Parkinson de I'ordre de 70% chez les personnes exposées (Ascherio et al. 2006).
L’exposition combinée a différents pesticides multiplie ce risque par trois (Wang et al. 2011).
Autres facteurs de risques environnementaux. lls sont variés. Nous citerons par exemple le
cas d’un exces de fer et de manganése dans le régime alimentaire, ce qui tend a accélérer le
processus d'oxydation et de la dégénérescence des cellules du cerveau impliquées dans la
maladie de Parkinson, I'excés de radicaux libres dans le sang, une infection bactérienne ou

virale ou encore I'exposition a des toxines (MPTP).

2, Neuropathologie de La maladie de Parkinson

Indépendamment des causes de la maladie, la pathogeneése de la maladie de Parkinson pourrait étre

associée a plusieurs mécanismes.

En effet, une des caractéristiques retrouvées dans la maladie de Parkinson est la présence d’agrégats

protéiques intracellulaires dans les neurones dopaminergiques de la substance noire : les corps de

Lewy, composés d’a-synucleine, d’ubiquitine ou encore de neurofilaments. L’accumulation de ces

amas protéiques provoquerait la mort progressive de ces neurones par cytotoxicité (Kalia et al.

2013). Une autre hypothése propose que la perte de neurones soit liée au stress oxydatif causé par

un dysfonctionnement des mitochondries (Dauer and Przedborski 2003).
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ChaFLEre 1 : La maladie de Parkinson
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Figure 3. Mécanisme de la mort neuronale dans la maladie de Parkinson. La mort cellulaire des neurones
dopaminergiques de la substance noire peut étre due a différents mécanismes tels que I'agrégation d’a-synucléine, une
dysfonction du systéme ubiquitine/protéasome ou une réduction de I'activité mitochondriale. Les mutations génétiques
interviennent dans au moins un de ces mécanismes (Obeso et al. 2010).

En plus de ces deux phénomenes, I'excitotoxicité et la neuroinflammation sembleraient également

impliquées dans la perte progressive des neurones dopaminergiques.

3, Les sympl-c’imes ctihic]ues

a) Symptbmes moteurs

Ainsi, la perte des neurones dopaminergiques de la substance noire va conduire au développement

des principaux symptomes moteurs de la maladie de Parkinson :

* Tremblement de repos. Unilatéral en début de maladie, le tremblement apparait lors du
reldichement musculaire (repos) et disparait lors de la contraction musculaire volontaire. Ce
symptome est le principal motif de premiére consultation des patients. Il touche environ 70%

des patients parkinsoniens.
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Cb\o‘[ai&re. 1 : La maladie de Parkinson

* Rigidité. Elle correspond a une augmentation du tonus musculaire avec une résistance
accrue lors de la mobilisation du segment atteint. Elle est responsable de plaintes telles que
la raideur ou les douleurs.

¢ Akinésie et bradykinésie. L’akinésie correspond a des difficultés a initier le mouvement et la
bradykinésie a un ralentissement et une réduction de I'amplitude des gestes. Ces symptomes
touchent particulierement les mouvements réclamant de la précision et les mouvements
semi-automatiques, comme la marche ou ['écriture. L'exemple de [I'écriture est
emblématique dans la maladie de Parkinson : la micrographie est un symptome souvent
constaté et utilisé en complément du diagnostic de la maladie.

* Instabilité posturale.

b) Symptémes non moteurs

Considéré pendant longtemps comme une maladie uniqguement motrice, les récentes avancées dans
la compréhension et I'évaluation de la maladie de Parkinson ont mis en évidence des atteintes non
motrices chez ces patients (Callesen et al. 2013). Notamment, des troubles neuropsychiatriques tels
qgue l'anxiété, I'apathie, ou encore des troubles de I'impulsion conduisant a des conduites addictives

ont été identifiés chez ces patients. Des troubles cognitifs sont également a noter dans la maladie.

B. Physiopathologie de La  maladie de
Parkinson

1. Organisation fonctionnelle des ganglions de La
base

Le systéme de ganglions de la base ou noyaux gris centraux regroupe des structures profondes
reliées au cortex dont l'organisation en circuits paralleles et intégrés permet le traitement de
I'information issue du cortex, sous l'influence modulatrice de la dopamine et d’autres
neuromédiateurs. Les ganglions de la base jouent un réle important dans le contréle de la motricité,

des mouvements volontaires et dans la préparation de I’action.

A



CkaFLEre 1 : La maladie de Parkinson

a) Anatomie des ganglions de Lla base

Les ganglions de la base sont composés de différents noyaux :

* Le striatum : composé du noyau caudé (NC) et du putamen (Pu), il représente la structure
d’entrée des ganglions de la base.

* Le Globus Pallidus (GP): Situé médialement par rapport au Pu, le GP est divisé en 2
composantes : externe (GPe) et interne (GPi).

* Le Noyau Sous Thalamique (NST).

* La Substance Noire (SN) : divisée en 2 unités, pars reticulata (SNr) et pars compacta (SNpc).
Cette derniere est composée de neurones dopaminergiques contenant de la neuromélanine
(un dérivé de I'oxydation de la dopamine) donnant la couleur noire caractéristique de cette

structure.

Capsule interne

Globus Pallidus
externe

Figure 4. Anatomie des ganglions de la base. Coupe coronale

D’autres structures comme le noyau pédonculopontin (PPN) et le complexe central du thalamus
(centre médian et noyau parafasciculaire CM-Pf) sont désormais également assimilés au systéeme des

ganglions de la base (Yelnik 2002).
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C.b\o\[aiire 1 : La maladie de Parkinson

b) Organisation fonctionnelle

A la fin des années 1980, un modeéle d’organisation des noyaux gris centraux a été proposé pour
expliquer les signes cliniques de la maladie de Parkinson, suite a une meilleure compréhension de
I'anatomie, de la physiologie et de la pharmacologie des différentes structures impliquées dans le
contréle du mouvement (DeLong 1990). Les noyaux gris centraux sont interconnectés pour former
des boucles de rétrocontréle modulant I'activité du cortex cérébral (boucle cortico-striato-pallido-
sous-thalamo-corticale). Les circuits moteurs intervenant dans le contréle du mouvement et

impliqués dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson sont représentés dans la Figure 5.

CORTEX
i (M/SMA/PMC/CMA)
A
D2 Striatum D1
S v
|
Indirecte ED A Directe
GPe | Thalamus
> NST
N
. GPI/SNpr
I'"._\
> > NPP
Vers tronc
cérébral/moelle
épiniére

Figure 5. Schéma du modéle classique d’organisation fonctionnelle des noyaux gris centraux (schéma modifié d’apres
Alexander and Crutcher, 1990) Les fleches bleues indiquent les projections inhibitrices et les roses, les projections
excitatrices. Noter que le striatum communique avec les neurones du globus pallidum interne (GPi) et de la substance noire
pars reticulata (SNpr) a travers une voie directe, et avec des connections synaptiques dans le globus pallidum externe (GPe)
et le noyau sous thalamique (NST) a travers une voie indirecte. La dopamine (DA) inhibe I’activité neuronale de la voie
indirecte et joue un réle excitateur sur les neurones striataux de la voie directe. SMA : aire motrice supplémentaire, PM :
pré-moteur, M : moteur.

Le cortex sensitivo-moteur et pré-moteur envoie des afférences glutamatergiques excitatrices a
partir de neurones appartenant aux couches supra et infra-granulaires sur différentes parties du

striatum et en particulier le Pu, en ce qui concerne les circuits impliqués dans le contréle du

A



Ckapi&ra 1 : La maladie de Parkinson

mouvement. Les voies cortico-striatales représentent la « porte d’entrée » des noyaux gris centraux.
Les neurones striataux qui sont connectés avec les afférences glutamatergiques corticales sont
majoritairement des « neurones moyens a épines » (>90 %) et utilisent comme neurotransmetteur

principal le GABA (acide y-aminobutyrique) (Kawaguchi et al. 1995).

A partir du striatum, deux circuits séparés vont moduler de facon opposée I'activité neuronale des

noyaux thalamiques qui envoient des afférences excitatrices sur le cortex cérébral :

* la voie directe. Elle comprend des neurones striataux GABAergiques, utilisant également
comme neurotransmetteurs la substance P ainsi que la dynorphine. Ces neurones envoient
des afférentes inhibitrices aux neurones GABAergiques du GPi et de la SNpr. L’activation de
cette voie tend a désinhiber le thalamus.

* la voie indirecte. Elle est constituée de neurones striataux contenant a la fois du GABA et de
I’enképhaline qui projettent des efférences GABAergiques inhibitrices sur le GPe. Ce dernier
envoie des efférences GABAergiques inhibitrices au NST qui lui-méme envoie des projections
glutamatergiques excitatrices sur les neurones du GPi et de la SNpr. L’activation de la voie
indirecte tend a diminuer 'activité des neurones du GPe et ainsi par le jeu d’'une double
inhibition, de désinhiber le NST. L’augmentation de la voie excitatrice provenant du NST
renforce I'inhibition des neurones du GPi et de la SNpr et augmente l'inhibition des neurones
des noyaux thalamiques. Les deux voies directe et indirecte de projection du striatum ont
ainsi des effets opposés sur les noyaux de « sortie » des ganglions de la base (GPi et de Ila

SNpr).

Une organisation interne des neurones striataux est révélée aprés un marquage a
I'acéthylcholinestérase (AChE). Il existe une région du striatum riche en AChE appelée matrice
extrastriosomale au sein de laquelle apparaissent des zones pauvres en AChE appelées striosomes
(Graybiel et al. 2000). Les neurones constituant la matrice recoivent des afférences glutamatergiques
corticales et les voies de projections directe et indirecte sur les noyaux de sortie des ganglions de la
base sont originaires de ce compartiment du striatum. Les cellules constituant les striosomes
recoivent des afférences du cortex limbique et préfrontal et projettent sur la SNpc. Les études de
Graybiel et ses collaborateurs (Graybiel et al. 2000) mettent en évidence la possibilité que la
régulation du mouvement par les ganglions de la base dépend non seulement de I'équilibre d’activité
entre les voies directe et indirecte issues de la matrice striatale, mais aussi d’un équilibre entre

I’activité de ces voies et celle de la voie striosomale.
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Les voies dopaminergiques provenant de la SNpc modulent de fagon opposée I'activité des voies
efférentes striatales directes et indirectes selon le type de récepteur a la dopamine qu’elles
expriment. Yung et al ont montré chez le rat que I'expression des récepteurs dopaminergiques
étaient différente selon la population de neurones striataux (Yung et al. 1995). Les neurones
appartenant a la voie directe expriment de facon préférentielle les récepteurs D; alors que les
neurones striataux qui appartiennent a la voie indirecte expriment les récepteurs D,. L’étude de
Aubert et al montre que cette ségrégation des récepteurs dopaminergiques décrite chez les
rongeurs existe également chez le primate (Aubert et al. 2000). La dopamine exerce une action
excitatrice par l'intermédiaire des récepteurs dopaminergiques D, et a I'opposée, une action
inhibitrice par l'intermédiaire des récepteurs D,. La dopamine intervient ainsi en facilitant la
conduction a travers la voie directe qui exerce un effet excitateur sur le thalamus et en inhibant Ia
conduction a travers la voie indirecte qui inhibe le thalamus. Elle intervient donc en facilitant le

mouvement.

Ce schéma du fonctionnement des ganglions de la base a le mérite de la simplicité, mais il est devenu
obsolete. On a décrit de nombreuses autres connections. Par exemple, le thalamus est directement
connecté avec chaque structure des ganglions de la base. Il en est de méme du NST, celui-ci joue un
role clé dans le fonctionnement des noyaux gris centraux car il regoit une projection majeure du
cortex et peut ainsi étre considéré comme une autre structure d’entrée du circuit au méme titre que
le striatum. De plus, outre les projections bien connues de sortie du NST (par exemple, GPe, GPi/ SNr,
et noyaux PPN), il existe des projections directes du NST sur le thalamus ventral. Des connexions
réciproques entre le GPe et le striatum et entre le striatum et les neurones dopaminergiques de la
SNc ont également été reconnues. De plus, 'ensemble NST-GPe-GPi forme un microcircuit ou le GPe
apparaft stratégiquement placé pour controler |'activité de sortie des GB. Enfin, en plus de I'entrée
corticale, les GB recoivent des afférences de plusieurs noyaux sous-corticaux (noyaux caudal
intralaminaires, PPN, noyaux du colliculus supérieur, le locus coeruleus et le noyau du raphé) et, plus

récemment mis en évidence, du thalamus (Obeso and Lanciego 2011) (Figure 6).
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Figure 6. Le modeéle classique « boites et fleches » des GB mis a jour (d’aprés Obeso et Lanciego 2011). CM-Pf : complexe
central du thalamus (centre médian et noyau parafasciculaire) ; GPe : globus pallidus externe ; GPi : globus pallidus interne ;
NST : noyau subthalamique ; PPN : noyau pédonculopontin; SNc : substance noire pars compacta ; SNr : substance noire
pars reticulata. Il est important de souligner que ces schémas présentent un certain nombre de boucles modulatrices
transversales, qui ont souvent été négligées dans le modéle classique des GB.

2, Systéme dopaminergique
a) La dopamine

(1)  Histoire de sa découverte

La découverte de la dopamine comme neurotransmetteur dans le cerveau est I'un des évenements
important dans le développement des neurosciences modernes. Tout d’abord identifiée comme un
simple intermédiaire de la synthése d’adrénaline et de noradrénaline a partir du tryptophane, c’est
dans le milieu des années 1950 que la dopamine est reconnue comme une molécule d’'importance au
sein du systéme nerveux central (SNC). En 1958, I'’équipe suédoise de Carlsson montre qu’au niveau
du striatum, la dopamine est présente en grande quantité par rapport a la noradrénaline (Carlsson
and Waldeck 1958). Par la suite, l'avéenement de nouvelles techniques telles que
I'immunohistochimie par fluorescence et plus tard de la microdialyse chez le rat ont permis de
mettre en évidence les différentes voies neuronales dopaminergiques projetant depuis la SNpc

jusqu’au striatum, I'aire tegmentale ventrale et les aires limbiques du cerveau (Andén et al. 1965;
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Andén et al. 1966). Depuis ces premiers travaux, la dopamine s’est révélée étre une molécule clef au
sein du SNC. En effet, la dopamine possede un réle majeur dans les fonctions cognitives, affectives et
motrices et la perturbation du systéme dopaminergique est proposée pour étre a la base de
plusieurs troubles neurologiques et psychiatriques majeurs comme les addictions, la schizophrénie,

la maladie de Parkinson ou encore les troubles de I'attention (Bjorklund and Dunnett 2007; Grace et

al. 2007).

(2) Synthése et dégradation,

La synthese de la dopamine est réalisée majoritairement au sein des terminaisons nerveuses. Elle est

produite en 2 étapes a partir de son précurseur : la L-tyrosine (Figure 7).

* Tout d’abord la L-tyrosine est transformée en L-dopa par la tyrosine hydroxylase (TH). La TH

est I’enzyme limitante de la synthese de la dopamine. En effet, malgré un accroissement de
la disponibilité en L-tyrosine, la TH n’arrive pas a produire plus de L-dopa. A l'inverse, une
inhibition de la TH induit une diminution de synthése de L-dopa.

* Puis, la L-dopa est convertie en dopamine par une réaction de décarboxylation réalisée par

la dopa-décarboxylase.
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Figure 7. Synthése de la dopamine. D’apres (Daubner et al. 2011)
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Enfin, la dopamine synthétisée est stockée dans des vésicules synaptiques au niveau des
terminaisons neuronales. Les vésicules seront libérées dans I'espace synaptique lors de I'arrivée du
potentiel d’action. Cette libération est calcium-dépendante. Néanmoins, on peut noter qu’il existe
une libération vésiculaire de la dopamine. Celle-ci passe par un transporteur membranaire : le DAT

pour dopamine transporteur (pour revue: Leviel 2011).

La dégradation de la dopamine s'opére soit a l'intérieur du neurone par des enzymes
mitochondriales, les MAO, soit dans la fente synaptique par une enzyme extracellulaire, la
catécholamine-Ométhyltransférase (COMT) (Figure 8). Les MAO existent sous deux isoformes dans le
cerveau : les isoformes A et B. La MAO-A est localisée sur les mitochondries des cellules gliales, elle
est responsable de la dégradation de la dopamine accumulée dans la fente synaptique. La MAO-B est
localisée sur les mitochondries de la terminaison pré-synaptique et se charge de la dégradation de la

dopamine intracellulaire. La dopamine est alors catabolisée en DOPAC.
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Monoamine oxidase (MAQ), Catechol-O-methyl-
Aldehyde dehydrogenase transferase (COMT)
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Figure 8. Catabolisme de la dopamine.

b) Les voies dopaminergiques

Dans le cerveau, les neurones dopaminergiques sont organisés en plusieurs circuits neuronaux. On
distingue trois composantes majeures : la voie nigrostriée, la voie méso-limbique et la voie méso-
corticale (Figure 9). Chacune de ces voies va révéler des roles particuliers de la dopamine dans la

maladie de Parkinson.
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Figure 9. Les principales voies dopaminergiques.

Dans le systéme nerveux central, la majeure partie des corps cellulaires des neurones
dopaminergiques sont localisés au sein de la substance noire pars compacta (A9), de l'aire

tegmentale ventrale (A10) et de I'aire rétrorubral (A8).

Les voies méso-limbique et méso-corticale ont pour origine I'aire tegmentale ventrale. La voie méso-
limbique va se projeter essentiellement vers le NC (partie ventrale du striatum), le septum,
I'amygdale et I'hippocampe. Elle est impliquée dans les mécanismes de la mémoire, des émotions et
du comportement. La voie méso-corticale, quand a elle, va se diriger vers le cortex préfrontal et
limbique. Siége du circuit de la récompense, son atteinte dans la maladie de Parkinson joue un réle

prédominant dans le développement des conduites addictogenes.

La voie nigrostriée, prend naissance dans la substance noire pars compacta et se projette vers le
striatum dorsal. Elle est la voie la plus touchée par le processus dégénératif de la maladie de
Parkinson. Son réle central dans le contréle des fonctions motrices va conduire a I'apparition des

troubles moteurs caractéristiques de la maladie suite a son atteinte.

Nous mentionnerons également ici la présence d’une autre voie dopaminergique : la voie tubéro-
infundibulaire ayant pour origine I’"hypothalamus et projetant vers I’"hypophyse. Impliquée dans la
sécrétion de certaines neuro-hormones comme la prolactine, cette voie reste peu impliquée dans la

maladie de Parkinson.
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3, Organisation fonctionnelle des ganglions de La
base dans La maladie de Parkinson

L'organisation des voies des GB, suite a la dénervation dopaminergique nigro-striatale est résumée

sur la Figure 10.

CORTEX
(M/SMA/PMC/CMA)

N

D2 Striatum D1

Indirecte Directe
GPe Thalamus
CcM | Pf
) NST
—

Vers tronc
cérébral/moelle
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Figure 10. Organisation fonctionnelle des NGC aprés dégénérescence nigro-striatale (d’aprés Obeso et al, 2000). La
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNpc entraine une hypoactivité de la voie directe (fleche bleu foncée
continue du striatum au complexe GPi / SNpr) et une hyperactivité de la voie indirecte (fleche large du striatum au GPe)
al’origine d’une hyperactivité de la voie allant du NST au GPi / SNpr. Il en résulte une hyperactivité des neurones
appartenant au GPi / SNpr et une diminution de I'activité excitatrice thalamo-corticale. Les fleches bleues indiquent les
projections inhibitrices et les roses, les projections excitatrices. L’épaisseur de fleches refléte les changements d’activité des
neurones dans la maladie de Parkinson : une fleche plus fine correspond a une diminution de I'activité de la voie impliquée.
A l'inverse, un épaississement de la fleche refléete une augmentation.

La perte de l'innervation dopaminergique striatale entraine une augmentation de I'activité des voies
de sortie des NGC, le GPi et la SNpr. L'augmentation de I'activité tonique de ces structures renforce
I'inhibition des neurones thalamiques projetant sur le cortex sensitivo-moteur, a I'origine d’une
hypoactivité corticale. L’hyperactivité des noyaux de sortie des ganglions de la base serait liée d’une
part a la diminution de I'activité GABAergique inhibitrice provenant des neurones striataux a l'origine
de la voie directe et d’autre part a I'augmentation de I’activité excitatrice glutamatergique provenant

du NST. En effet, suite a la dénervation dopaminergique, la voie GABAergique inhibitrice provenant
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des neurones striataux a |'origine de la voie indirecte devient hyperactive, entrainant une diminution
de I'activité des neurones GABAergiques du GPe, le NST est ainsi libéré du contrdle inhibiteur tonique

normalement exercé par les neurones GABAergiques du GPe.

D’apreés ce schéma, le striatum est vu comme la principale structure d’entrée des ganglions de la

base. Dans la suite de ce manuscrit, nous nous focaliserons sur ce noyau.

a) Le striatum : structure d’entrée des
ganglions de La base

(1) La voie cortico-striatale
gtuéamal‘ergique

La voie corticostriatale glutamatergique est I'afférence glutamatergique majeure au niveau du
striatum. Plusieurs résultats expérimentaux ont montré I'existence d’'une augmentation de la

transmission glutamatergique cortico-striatale dans les modeles expérimentaux de MPI.

L’analyse des caractéristiques morphologiques des synapses glutamatergiques a contact asymétrique
formées entre les afférences cortico-striatales et les dendrites des neurones moyens « a épines »
dans le noyau caudé de patients pakinsoniens et de sujets controles a révélé que la perte de la
dopamine est associée a une augmentation significative du diametre de |'aire post-synaptique (+ 24
%) et du nombre de synapses perforées (+ 88 %) (Anglade et al. 1996). De méme, on retrouve cette
observation dans les travaux réalisés chez le rat |ésé par une administration de 6-OHDA (Ingham et
al. 1998; Meshul et al. 1999; Meshul et al. 2000). De plus, récemment, I'analyse quantitative des aires
post-synaptiques glutamatergiques grace a la modélisation en 3D a montré que la taille de ces aires
post-synaptiques est augmentée chez le primate non-humain modele de la maladie de Parkinson
suggérant ainsi une plasticité synaptique au niveau des synapses glutamergiques (Villalba and Smith
2011). Ensemble, ces résultats suggerent une hyperactivité au niveau des ces synapses

glutamatergiques aprés une déplétion en dopamine.

Cette hyperactivité de la voie cortico-striatale, décrite apres dénervation nigro-striatale, est aussi en
accord avec des mesures réalisées in vivo en microdialyse qui décrivent une augmentation des taux
extracellulaires de glutamate dans le striatum de rats parkinsoniens (Lindefors and Ungerstedt

1990; Meshul et al. 1999; Jonkers et al. 2002) .



Ckalai&re 1 : La maladie de Parkinson

De plus, en association avec cette hyperactivité cortico-striatale, des observations en microscopie

électronique ont montré une modification des associations entre les éléments axio-spino-

synaptiques glutamatergiques en provenance du cortex et les astrocytes du striatum chez des

animaux traités au MPTP comparé aux animaux contréle (Villalba and Smith 2011). Notamment, il a

été constaté une modification des digitations astrocytaires allant vers une augmentation du

périmetre de couverture des terminaisons axio-spino-synaptiques chez les animaux MPTP (Figure

11). Cette modification est encore plus visible aprés modélisation en 3D de ces terminaisons (Figure

12).

Figure 11. Microscopie Electronique d'une synapse
tripartite au niveau du striatum. Le marquage vGIuT1
permet I'identification de la terminaison
glutamatergique comme provenant de la voie cortico-
striatale. On constate un changement de morphologie
des digitations astrocytiques chez les animaux traités au
MPTP (B) par rapport aux individus contréle (A).
Abbréviations : astrocyte (Ast), terminaison nerveuse (T),
apine dendritique (Sp). (Villalba and Smith 2011)
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Figure 12 Reconstruction 3D d’une synapse tripartite au
niveau du striatum chez un animal contréle (A,B,C) et
chez un primate non-humain traité au MPTP (A’,B’,C’).
(Villalba and Smith 2011)
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Ensemble, ces résultats montrent que :

* la lésion des voies dopaminergiques nigro-striatales entraine une augmentation de la
transmission glutamatergique cortico-striatale ;
* cette modification de la transmission glutamatergique est associée a des changements du

micro-environnement astrocytaire au niveau du striatum.

Les changements induits par la dénervation dopaminergique et décrits ici pourraient avoir des

conséquences sur la biochimie du striatum.

() Cycle glutamatle-glutamine

(a) Découverte de [existence du cycle
glutamate-glubamine

Si la métabolisation du glutamate en glutamine est connue de puis longtemps, notamment grace a
I'utilisation de radio-traceurs marqués au carbone '*C, le concept prédominant distinguait deux pools
de glutamate. Le premier, ce présentant sous forme de vésicules contenant le glutamate « non-
métabolique » utilisé pour la neurotransmission et n’interagissant pas avec le second pool de
glutamate issu du métabolisme. Ce concept f(t remis en questions grace aux premiers travaux de
résonance magnétique nucléaire (RMN) sur le cerveau humain ayant montré une synthese de
glutamine suite a I'injection de glucose marqué au *C (Gruetter et al. 1994). Cette observation fit la
premiére a identifier un transfert rapide du marquage **C du glutamate (majoritairement neuronal)
vers la glutamine (majoritairement astrogliale) suggérant ainsi I'existence d’'un mécanisme de
métabolisation du glutamate impliquant une interaction neurone-glie. Plus tard, I'émergence du
concept de cycle glutamate-glutamine ft confirmée par de nouveaux travaux de spectroscopie RMN
(SRM). En effet, une synthése rapide et significative de glutamine a été montrée dans des études
utilisant des infusions de glucose marqué au *C (marqueur préférentiel du glutamate neuronal en
raison de la demande énergétique élevée de ces cellules) (Taylor et al. 1996). De méme, les travaux
ayant utilisé une infusion d’acétate marqué au °C, marqueur spécifique des cellules gliales, ont
montré une synthése de glutamine préalable a la détection du glutamate (Lebon et al. 2002;
Deelchand et al. 2009). Ensemble, ces études de SRM ont mis en évidence le transfert du marquage
au C des neurones vers les astrocytes et des astrocytes vers les neurones mettant ainsi a jour la
présence d’un cycle métabolique entre glutamate et glutamine impliquant une interaction entre

neurones et astrocytes.
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(b)Y Métabolisme du cycle glutamate-
glutamine

Lors de la neurotransmission, en réponse a la dépolarisation présynaptique, les vésicules contenant
le glutamate libérent leur contenu dans la synapse par un phénomeéne d’exocytose causant une
augmentation de 1000 fois de la concentration extracellulaire en glutamate. Le glutamate ainsi libéré
va alors se fixer sur ses récepteurs post-synaptiques (récepteurs inotropiques: NMDA, AMPA ;
récepteurs kainates et récepteurs métabotropiques), stimulant ainsi la dépolarisation de la cellule
post synaptique via un influx de cations (Figure 13). Le glutamate libéré est ensuite rapidement capté
par les astrocytes, grace a un systéme de transporteurs Na* dépendant (Anderson and Swanson
2000), afin de recycler et de régénérer les pools de glutamate. Une fois dans les astrocytes, le
glutamate est converti en glutamine grace a I'action de la glutamine synthase (GS). La glutamine est
alors libérée a son tour dans I'espace extracellulaire via un systéme de diffusion facilité (Na" et H"
dépendant) et des transporteurs du systeme N (Chaudhry et al. 2002). Celle-ci entre ensuite dans les
neurones grace aux transporteurs du systeme A ou elle est transformée en glutamate grace a I'action
de la glutaminase (Figure 14). Ainsi le cycle glutamate-glutamine permet de reformer les pools

vésiculaires de glutamate.
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Figure 13. Représentation d'une synapse glutamatergique (Sanacora et al. 2008).
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Figure 14. Le cycle glutamate-glutamine. (Rothman et al. 2011)

Un dysfonctionnement de cet équilibre, recyclage et métabolisation du glutamate, pourrait étre a
I'origine de I'évolution d’un certain nombre de maladies neurodégénératives, dont la maladie de

Parkinson.

(3) Le cycle glutamate-glutamine dans
les pathologies neurodégénératives.

Des modifications du cycle glutamate-glutamine seraient impliquées dans les neuropathologies

dégénératives.

On retrouve notamment une baisse de concentration en glutamate dans la maladie d’Alzheimer
(Maltezos et al. 2014). Cette baisse observée par SRM du 'H dans le NC et le Pu de patients laisse
entrevoir une modification de la transmission glutamatergique dans cette zone impliquée

notamment dans le processus de I'attention.

Dans la maladie de Parkinson, (comme vu précédemment) la Iésion de la voie dopaminergique nigro-

striatale entraine une augmentation de la transmission glutamatergique cortico-striatale, associée a

.—4_1..
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des changements du micro-environnement astrocytaire au niveau du striatum. De plus, les travaux
de SRM du 'H réalisés dans le striatum d’animaux modeles de la maladie de Parkinson ont montré
une augmentation significative des taux de glutamate, glutamine et GABA dans le striatum suite a la
dénervation dopaminergique(Chassain et al. 2008; Bagga et al. 2013; Chassain et al. 2013). Ensemble,
ces résultats suggerent une implication du cycle glutamate-glutamine dans la pathologie

parkinsonienne. Ce sera |'objet de notre étude.

C. Traitements de la maladie de Parkinson

Le traitement de la maladie de Parkinson émerge avec deux grands noms de la neurologie de la fin
du XIXeme siecle : Jean-Martin Charcot et William Gowers. Si les premiers traitements mis au point
avaient recours a l'utilisation de drogues anti-cholinergiques dérivées de plantes (hyoxamine,
belladone), le manque d’efficacité de ces dernieres poussa Jean-Marie Charcot a abandonner la
pharmacologie et se diriger vers l'utilisation d’une thérapie anecdotique : la thérapie par vibration

(Figure 15).

Figure 15. Le "fauteuil trépidant” de Jean Martin Charcot pour le traitement de la maladie de Parkinson. (extrait de Goetz
2011).

Le traitement de maladie de parkinson ne pris son envol qu’avec la découverte de la synthése de la

dopamine au début du XX*™ siecle.
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1, Les traitements pharmacologiques

a) L-dopa

La L-dopa (Iévo-dopa) constitue la pierre angulaire dans le traitement de la maladie de Parkinson.
Synthétisée pour la premiére fois en 1913 par Markus Guggenheim, elle f(it testée pour la premiere
fois chez des patients présentant un parkinsonisme sévere en 1961 par Birkmayer et Hornykiewicz
avant d’étre totalement admise comme la molécule la plus efficace pour traiter les troubles

parkinsoniens en 1967 (Cotzias et al. 1967).

Figure 16. Markus Guggenheim (a gauche) en 1911 dans son laboratoire Roche Grenzach.

Précurseur de la dopamine, la L-dopa va permettre une augmentation de cette derniére au niveau
des récepteurs dopaminergiques centraux induisant de ce fait une amélioration des signes cliniques
de la maladie. Encore largement utilisée aujourd’hui sous différentes formes galéniques (standard ou
libération prolongée ou dispersible), on la retrouve associée a des inhibiteurs de la MonoAmine
Oxidase B ou MAO-B (benzérazide ou carbidopa) ou de la catechol-O-methyl transferase ou COMT

(entacapone) afin de limiter sa dégradation et ainsi d’améliorer sa biodisponibilité (Figure 17).

-43-
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Figure 17. lllustration de I’action de L-dopa dans le traitement de la maladie de Parkinson.

Cependant, malgré son efficacité aux stades précoces de la maladie, le traitement a la L-dopa
entraine des complications induites telles que des dyskinésies et des fluctuations motrices. Ces

complications sont associées a la pharmacocinétique de la molécule (Guridi et al. Obeso 2012).

L-DOPA-induced dyskinesias in PDy
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Figure 18. Relation entre le développement des dyskinésies dopa-induites et la concentration de L-dopa plasmatique. Le
pic de L-dopa est associé a la période « ON » des dyskinésies en parallele du meilleur effet sur les symptomes cliniques de la
maladie. Des dyskinésies diphasiques peuvent apparaitre en phase intermédiaire lors de I'augmentation et de la diminution
de la concentration en L-dopa. La période « OFF » ou période de dystonie est caractérisée par |'apparition de postures
douloureuses (Guridi et al. 2012).
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Ainsi de nouvelles formulations de la L-dopa sont en cours de développement afin d’obtenir une

libération en continue de la L-dopa. C’est le cas du gel intestinal DUODOPA® (Figure 19).

Figure 19. Kit Duodopa®. A) Réservoir contenant le traitement, B) Pompe, C) Connecteur, D) Sonde gastrique, E) Cathéter
placé dans le duodénum, lieu de libération du traitement. D’apres Karlsborg et al. 2010.

b) Agonistes dopaminergiques

Les complications motrices de la dopa thérapie ont conduit a rechercher d’autres voies

thérapeutiques susceptibles d’améliorer la transmission dopaminergique.

Premier agoniste dopaminergique identifié, I'apomorphine, est utilisé dans le traitement des
troubles parkinsoniens dopa-induit. D’'une efficacité comparable a la L-dopa mais disposant d’une
demi-vie limitée (40min), elle est utilisée pour compenser rapidement les troubles induits en période

« OFF » chez les patients grace a une injection en sous-cutanée.

Plus tard, I'évolution des connaissances sur les récepteurs dopaminergiques présents au niveau du
striatum a permis le développement de nouveaux agents pharmaceutiques stimulant ces récepteurs
au niveau post-synaptique (Figure 20). La majorité de ces molécules ciblent les récepteurs D; et/ou
D, ou bien les récepteurs D, et D3. Ces composés sont dérivés de I'ergot de seigle (bromocriptine,
lisuride, pergolide et cabergolide) ou sont des produits de synthese (ropirinole, pramipexole,
piribédil et rotigotine) (pour revue Brooks 2000). Méme s’ils demeurent moins efficaces que la L-

dopa, des études ont montré leur utilité dans la réduction de I'incidence des complications motrices
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en monothérapie initiale (Rascol et al. 2000) et en phase avancée de la maladie en association a la L-

dopa.

¢) Inhibiteurs enzymatiques (IMAO-B et
ICOMT)

Les inhibiteurs enzymatiques de la dégradation de la L-dopa vont augmenter la biodisponibilité de la
dopamine au niveau post-synaptique. Ces inhibiteurs sont les ICOMT (inhibiteurs de la catéchol-O-

méthyl-transférase) et les IMAO-B (inhibiteurs de la monoamine oxydase) (Figure 20).

L’entacapone et la tolcapone sont des inhibiteurs de la COMT. Agissant au niveau périphérique, ces
molécules empéchent la métabolisation de la L-dopa en 3-O-méthyldopa (composé inactif). Bien que
la tolcapone soit plus efficace que I'entacapone, elle reste prescrite suite aux échecs de traitement
par I'entacapone et sous controle médical strict en raison des troubles hépatiques qu’elle peut

induire.

La sélégiline et la rasagiline constituent des inhibiteurs de la MAO-B. Si la sélégiline a montré son
efficacité dans le traitement de la maladie de Parkinson, en monothérapie aussi bien qu’associé a la
L-dopa dans I’étude DATATOP (Deprenyl And Tocopherol Antioxidative Therapy Of Parkinsonism)
(Shults 1993), sa métabolisation conduit a la production de L-amphetamine qui peut étre mal toléré
par le patient. Ainsi la rasagiline a récemment été proposée comme alternative. Notamment, |'étude
ADAGIO (Attenuation of Disease Progression with Azilect Given Once-daily) a montré le bénéfice d’un
traitement a la rasagiline (Azilect®) dans le ralentissement de |’évolution de la maladie, soulignant

ainsi un effet neuroprotecteur (Olanow et al. 2009).

._.4_{.}.-.
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d) Autlres molécules

Premier traitement historique jusqu’a I'avenement de la L-dopa, les anticholinergiques sont
également utilisés dans le traitement de la maladie de Parkinson. Particulierement efficaces pour
faire cesser les tremblements, ils sont cependant peu prescrits car ils présentent de nombreux effets

secondaires (accélération du rythme cardiaque, troubles psychiques, hallucinations etc) (Figure 20).

L’amantadine (Mantadix®), molécule antivirale, antagoniste des récepteurs glutamatergiques NMDA
a été découvert fortuitement au cours d’un essai clinique. Son effet antiparkinsonien est modéré et

s’exerce principalement sur I'akinésie et I'hypertonie (Figure 20).

La L-dopa reste le traitement privilégié de la maladie de Parkinson. Son association avec des
inhibiteurs de sa dégradation permet d’augmenter son efficacité au niveau central. Afin de
prévenir et/ou de réduire les fluctuations motrices dopa-induite, l'utilisation d’agonistes
dopaminergiques ainsi que de nouvelles formulations pour une libération progressive de la L-dopa

peuvent étre utilisées (Figure 20).
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Figure 20. Schéma récapitulatif des principaux traitements pharmacologiques de la maladie de Parkinson.
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2, Les traitements chirurgicaux

Dés le début du XX siecle, avant I'avéenement des traitements anti-parkinsoniens modernes, la
chirurgie était couramment utilisée pour le traitement des troubles moteurs notamment dans la
maladie de Parkinson. Grace a I'introduction de la chirurgie stéréotaxique en 1947, la neurochirugie
est devenu plus précise et plus fiable (Spiegel et al. 1947). C'est en 1953, lors d’'une opération, que le
neurochirurgien |.Cooper blessa accidentellement |'artéere choroidale antérieure d’un patient
Parkinsonien, et fat forcé de la ligaturer. A sa grande surprise cette ligature entraina une réelle
diminution des tremblements et de la rigidité de ce patient (Cooper 1953). Sur la base de cette
observation, de nombreux travaux furent menés dans le but de cibler des structures cérébrales
profondes et de les détruire afin d’améliorer les symptomes de la maladie. Notamment, des
procédures de coagulation électriques de noyaux tels que le globus pallidus, le thalamus et le noyau
lenticulaire sont réalisées grace aux premieres chirurgies stéréotaxiques. C’'est ainsi qu’en 1960, une
équipe scandinave publia la premiére étude menée sur une cohorte de 80 patients Parkinsoniens
ayant subit une pallidectomie (Svennilson et al. 1960). Cependant, I'avénement du traitement a la L-
Dopa dans les années 60-70 mit fin aux travaux initiés pour le traitement chirurgical de la maladie.
Mais cet arrét ne f(it que provisoire. En effet, si la L-Dopa se trouve étre une stratégie thérapeutique
efficace, les effets secondaires induits par ce traitement ne tardent pas a se manifester comme
I"apparition de complications motrices dopa-induites tels que les dyskinésies. Face a ces nouveaux
troubles, et en parallele de I'évolution de la neurochirurgie, de nouvelles stratégies thérapeutiques
chirurgicales vont alors étre appliquées a la maladie de Parkinson. Notamment, le développement de
la stimulation cérébrale profonde va marquer un tournant dans l'approche chirurgicale de

traitement de la maladie de Parkinson (Benabid et al. 1987, Benabid et al. 1994).

a) La chirurgie Lésionnelle

Introduite en 1952 par le Dr Leksell puis oubliée face a I'avénement de la L-Dopa, la pallidectomie a
été réintroduite au début des années 1990 grace a I'évolution de la stéréotaxie moderne. Utilisée
dans le but de réduire les fluctuations motrices, les tremblements et les dyskinésies, la pallidectomie
est une procédure chirurgicale visant a léser le pallidum interne, structure suractivée chez les
patients Parkinsoniens. Pratiquée de maniere unilatérale, la Iésion est plus rarement réalisée de
maniere bilatérale notamment a cause des complications induites par la double lésion (Merello et al.

2001).

~4%-
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La thalamotomie est indiquée pour les patients présentant un Parkinson sévére ne répondant pas au
traitement pharmacologique. Réalisée de fagon unilatérale, du coté controlatéral aux signes
moteurs, elle permet principalement une amélioration des tremblements ainsi que de la qualité de
vie des patients (Nijhawan et al. 2009). La lésion du thalamus est réalisée grace a la
thermocoagulation par radiofréquence. Plus récemment, le développement d’une nouvelle
technique de lésions focales réalisées par ultrasons et guidées par IRM permet une atteinte plus

précise et moins invasive du thalamus (Martin et al. 2009).

De nos jours, ces techniques invasives sont de plus en plus délaissées en faveur de la stimulation

cérébrale profonde.

b) La stimulation cérébrale profonde

En effet, réversible et ajustable, la stimulation cérébrale profonde constitue une chirurgie de choix
dans le traitement de la maladie de Parkinson. Elle consiste en I'implantation d’'une électrode au sein
de structures cibles comme le thalamus, le pallidum interne ou encore le noyau sous-thalamique

(Figure 21).

Figure 21. La stimulation cérébrale profonde chez le patient parkinsonien. Les structures ciblées sont principalement le
globus pallidus ou le noyau sous-thalamique. L’électrode implantée chez le patient est reliée a un générateur électrique
situé au niveau sous-claviere.

Cette stimulation des structures de sorties des ganglions de la base a pour but de normaliser la
neurotransmission afin d’améliorer les troubles moteurs du patient parkinsonien. Notamment, la

stimulation cérébrale profonde est indiquée pour les patients présentant des symptémes moteurs

._.4_(1)...



Ckapi&ra-. 1 : La maladie de Parkinson

persistants malgré la médication tels que les troubles dopa-induits, les fluctuations ON-OFF, les
dyskinésies. Cette thérapie est principalement indiquée chez des patients présentant une maladie

évoluée méme si le mécanisme exact conduisant a I'amélioration des symptdmes est peu connu.

Dés la fin des années 90, la stimulation cérébrale profonde du noyau ventral du thalamus a montré
son efficacité dans le traitement des tremblements associés a la maladie (Rehncrona et al. 2003).
Malgré le fait qu’elle soit bien tolérée par le patient (Kumar et al. 2003), la stimulation cérébrale
profonde du noyau ventral du thalamus présente cependant peu d’effets sur la rigidité et la

bradykinésie, symptomes communs a la majorité des patients.

Ainsi, la stimulation cérébrale profonde du pallidum interne sera préférée de part son action plus

large sur les troubles de la maladie (Durif et al. 1999).

Introduite dans les années 90 la stimulation cérébrale profonde du noyau sous-thalamique elle est a
I’heure actuelle la technique a plus couramment utilisée en clinique. Elle est pratiquée
principalement chez des patients présentant des stades avancés de la maladie. Elle améliore la triade
symptomatique ainsi que les fluctuations motrices en période OFF de traitement (Krack et al. 1997).

De plus, elle permet de réduire la médication dopaminergique.

A I'heure actuelle ces techniques sont équivalentes en terme d’amélioration des symptomes méme si
la stimulation cérébrale profonde du noyau sous-thalamique reste préférée (Odekerken et al. 2013).
De plus, de récentes recherches visent a introduire la stimulation cérébrale profonde du noyau sous-
thalamique chez les malades de maniere plus précoce. Des essais cliniques en phase 2 ont déja été
réalisés et montrent I'intérét de cette stimulation dans la réduction de la médication (Charles et al.

2014).

c) Les techniques émergentes

De nouvelles stratégies thérapeutiques sont actuellement en phase d’essai clinique.

La thérapie génique est I'un des domaines majeur dans lequel se concentrent actuellement les
recherches. Notamment, la greffe de cellules souches neurales attire toute I'attention. En effet, si la
perte des neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson semble actuellement irréversible,
une stratégie serait de remplacer ces neurones perdus par I'apport de cellules souches capables de
se différencier en neurones dopaminergiques dans le but de rétablir des connections fonctionnelles

au sein des noyaux gris centraux. Si des essais de thérapie cellulaire ont été abordés dés la fin des
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années 1980, les résultats de ces études restent jusqu’a ce jour mitigés quand a une amélioration des
symptomes (Olanow et al. 2003). Une explication de ces résultats pourrait venir de I'observation
post-mortem de cerveaux de patients greffés qui montrent que les cellules implantées ont tendance
3 dégénérer (Hagell and Brundin 2001). Ainsi les prochains efforts devraient se focaliser sur les
moyens de maintenir la viabilité des cellules greffées notamment grace a la I'infusion de facteurs

neurotrophiques comme le GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor)(Wakeman et al. 2014).

En effet, si des traitements chroniques de GDNF ont montré son efficacité dans la régénération des
neurones dopaminergiques chez des modeles animaux de la maladie (Kirik et al. 2004), ce traitement
n‘a été testé que chez peu de patients en raison de sa difficulté d’administration. Le GDNF ne
pouvant pas traverser la BHE seules des injections intra-cérébroventriculaires (Nutt et al. 2003) et
intra-putaminales (Slevin et al. 2010) peuvent étre pratiquées rendant la procédure tres invasive.
Ainsi, I'’effet du GDNF méme s’il semble prometteur reste a démontrer sur une plus grande cohorte
de patients. Pour se faire, un moyen de pallier aux difficultés d’injections est d’utiliser des vecteurs
viraux qui vont venir sur-exprimer spécifiguement le gene codant pour la GDNF au sein des

structures cibles.

Ces vecteurs viraux (virus adéno-associés, lentivirus) pourraient ainsi étre utilisés pour surexprimer
des genes codant pour les facteurs neurotrophiques comme le GDNF ou le NGF (Nerve Growth
Factor). Récemment, des vecteurs viraux surexprimant des enzymes impliqués dans la synthése de la
dopamine (ProSavin®,0xford BioMedica, Oxford, Royaume-Uni) (Palfi et al. 2014) ou dans la synthese
du GABA (Kaplitt et al. 2007, Lewitt et al. 2011) ont été testés avec succes dans des essais cliniques
en phase 1 chez des patients parkinsonien. L’'utilisation des vecteurs viraux ne se contente pas des
surexprimer des genes. lls peuvent également « éteindre » les génes impliqués dans la maladie. En
effet, les formes génétiques de la maladie de Parkinson sont associées a une surexpression des genes
regroupés sous le nom de génes PARK. Le «silencing » de ces génes permettrait de ralentir la

progression de la maladie.

Ce « silencing » peut également se faire grace aux micro-ARN, qui pourront réguler négativement la

synthese d’alpha-synucléine afin de réduire son accumulation dans les cellules dopaminergiques.

Ces techniques constitueront peut-étre I'avancée de demain dans le traitement de la maladie de

Parkinson.
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D. Outbils d’étude de La maladie de Parkinson

1. Modéles de Lla MP pour Létude de la
physiopathologie de Lla maladie

Les modeles de la maladie de Parkinson les plus utilisés sont les modéles induits par des agents
pharmacologiques neurotoxiques. Injectés de maniére locale ou systémique selon la toxine et
I'espéce animale choisie pour I'étude, ces agents neurotoxiques ont pour but de reproduire les
changements physiologiques conduisant a I'apparition des symptomes pathologiques et des troubles

comportementaux caractéristiques de la maladie.

a) Les modéles neurotoxiques

(1) Lésion &6-0HDA

La 6-hydroxydopamine (6-OHDA), analogue hydroxylé de la dopamine, est une neurotoxine tres
répandue dans la modélisation de la maladie de Parkinson chez I'animal. Mise en évidence dans les
années 1960, son action toxique au sein du systéme nerveux central a été décrite pour la premiére
fois en 1968 par Ungerstedt suite a une injection intracérébroventriculaire de 6-OHDA chez des rats
Sprague-Dawley (Ungerstedt 1968). Utilisée principalement chez le rongeur, la 6-OHDA est injectée
de maniére stéréotaxique dans le faisceau médian du télencéphale (MFB pour medial forebrain
bundle en anglais) ou au sein du striatum afin de produire une lésion antérograde de la SNpc ou

encore directement dans la SNpc elle-méme (Deumens et al. 2002) (Figure 22)
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Figure 22. Lésion a la 6-OHDA.
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La 6-OHDA possede une forte affinité pour le transporteur a la dopamine (DAT) et également pour le
transporteur de la norépinephrine (NET) et pourra ainsi pénétrer dans les cellules dopaminergiques
et noradrenergiques. Ainsi I'injection préalable d’un inhibiteur de la recapture de la norépinephrine,

la desipramine, permet de Iéser spécifiquement les neurones dopaminergiques.

Au sein des neurones dopaminergiques, la 6-OHDA va induire un important stress oxydatif via
différents mécanismes : 1) I'auto-oxydation de la 6-OHDA va entrainer la production de radicaux
libres, 2) sa métabolisation via la monoamine oxydase (MAO) va produire du peroxyde d’hydrogene
(H20,), 3) elle va inhiber le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale entrainant la
production de radicaux libres et une diminution de I’ATP (Figure 23). Ensemble, ces composantes
liées au stress oxydatif vont conduire a I'apoptose des neurones dopaminergiques de la voie

nigrostriée.
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Figure 23. Mécanisme d’action de la 6-OHDA dans le cerveau. L’injection stéréotaxique de 6-OHDA au sein des structures
cibles (MFB, striatum, SNpc) va induire un stress oxydatif via 3 mécanismes : 1) auto-oxydation 2) métabolisation via la
MAQO, 3) inhibition su complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale. Ensembles, ces mécanismes vont entrainer la
production de radicaux libres qui vont entrainer in fine la mort de la cellule par apoptose. Adapté de (Deumens et al. 2002).

Son injection est généralement réalisée de maniere unilatérale. Ce type de lésion induit une
stéréotypie spécifique (rotation) en réponse aux drogues stimulant les récepteurs dopaminergiques
(Figure 23). La lésion unilatérale est préférée a l'injection bilatérale en raison des complications

(aphagie), due a la forte dénervation.
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(2) Intoxication MPTP

L’histoire du 1-méthyle-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydro pyridine (MPTP) commence en Californie au
début des années 1980 chez de jeunes consommateurs de drogue s’injectant une nouvelle substance
fabriquée dans un laboratoire clandestin: le 1-Methyl-4-phenyl-4-propionoxy-piperidine (MPPP)
(Davis et al. 1979). Suite a la prise de cette drogue, de nombreuses personnes tombent malade et
développent des troubles moteurs de type parkinsonien. Plus tard, il fut montré que I'apparition de
ces symptémes était due a un composé dérivé du processus de synthese du MPPP : le 1-Methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine ou MPTP (Langston et al. 1983). Ainsi, la co-administration de la
drogue et de la molécule neurotoxique entrainait la dégénérescence spécifique des neurones
dopaminergiques de la voie nigro-striée conduisant ainsi a l'apparition de troubles moteurs

parkinsoniens.
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Figure 24. Mécanisme d’action du MPTP. Apres injection systémique, le MPTP traverse la barriere hémato-encéphalique et
péneétre a 'intérieur des cellules gliales et des neurones sérotoninergiques ou il est transformé en 1-methyl-4phenyl-2,3-
dihydropyridinium (MPDP+) par la monoamine-oxydase B (MAO-B). Puis, cette molécule est transformée en son métabolite
actif : I'ion 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+). Libéré dans I'espace extracellulaire, le MPP+ est ensuite capté par
neurones dopaminergiques de la SNpc via le transporteur DAT. L3, il exerce son action neurotoxique via les mitochondries.
En effet, le MPP+ bloque le complexe mitochondrial I, induisant ainsi un déficit en ATP et un production excessive de
radicaux libres (ROS) conduisant a un stress oxidatif et a I'activation des voies métaboliques impliquées dans la mort
cellulaire programmeée. Adapté de (Dauer and Przedborski 2003).

De méme, l'injection systémique de MPTP chez le primate non-humain conduit également au
développement de symptdmes parkinsoniens. Comme chez les patients, la dégénérescence se fait
préférentiellement au niveau des neurones de la voie dopaminergiques en provenance de la SNpc

avec une lésion moindre de I'ATV. Il représente ainsi 'un des meilleur modeéle de la maladie de
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Parkinson mimant la symptomatologie, répondant aux traitements et reproduisant les complications
dopa-induites. Si les premiers travaux sur ce modeéle conduisait a une lésion rapide et importante de
la SNpc, les récentes études visent a reproduire la dégénérescence progressive des neurones
dopaminergiques (s’étalant sur des années chez ’'Homme) afin d’étudier les phases « pré-cliniques »

de la maladie et de tester de nouvelles stratégies de neuroprotection (Bezard et al. 1997).

Le primate n’est pas le seul modéle de la maladie de Parkinson généré suite a une Iésion de la SNpc
par injection de MPTP. En effet, les injections de MPTP peuvent également étre réalisées chez le
rongeur. Si le rat est résistant aux injections périphériques de MPTP, la souris constitue un bon
modele de la maladie de part sa sensibilité au MPTP suite a des injections intra-péritonéales. Offrant
I’avantage d’un moindre co(t expérimental, la souris lésée par injection de MPTP reste néanmoins
éloignée de la pathologie humaine. En effet, elle ne présente pas de symptomes moteurs
parkinsoniens. Son utilisation est ainsi cantonnée a I'étude des mécanismes cellulaires conduisant a

la mort neuronale et aux mécanismes de neuroprotection.

b) Les modéles induits par les
peséicédes/herbécides

(1) Le paraguat

Le Paraquat (N,N’-dimethyl-4-4’-bipiridinium) est un herbicide dont I'exposition confére un risque

augmenté de développer une maladie de Parkinson (Liou et al. 1997).

Administré de maniére systémique chez les souris, le Paraquat conduit a la dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNpc via la production excessive de radicaux libres dirigeant ainsi
les cellules vers un processus de mort programmée. Si les mécanismes conduisant a la production de
radicaux libres suite a l'injection de Paraquat sont mal connus, l'intérét de ce modeéle dans la
compréhension de la physiopathologie de la maladie de Parkinson réside principalement dans le fait
qgue la dégénérescence induite est accompagnée d’inclusions d’a-synucleine et d’agrégats de type

corps de Lewy (Manning-Bog et al. 2002).

De plus, il est important de souligner que |'association du Paraquat au fongicide manganese
ethylenebisdithiocarbamate (Maneb), potentialise les effets Paraquat sur la dénervation
dopaminergique (Thiruchelvam et al. 2000). Cette observation ajoute une pierre a la théorie d’'une

maladie de Parkinson pouvant étre induite par I’exposition aux pesticides.
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(2) La roténone

Naturellement présente dans certaines plantes tropicales la Roténone posséde une action herbicide
et insecticide. Possédant une forte liposolubilité lui permettant de franchir aisément la barriére
hémato-encéphalique, la Roténone agit en inhibant le complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale. Induisant un stress oxidatif, son injection intraveineuse conduit a la perte des
neurones dopaminergiques de la voie nigrostriée. Cette Iésion est accompagnée d’agrégation d’o-
synucleine, de formation de corps de Lewy (Cannon et al. 2009). Cependant, bien qu’elle semble bien
répliquer la physiopathologie de la maladie, la roténone induirait au-dela de la dégénérescence des
neurones dopaminergiques une perte non spécifique des neurones serotoninergiques,

noradrenergiques et cholinergiques rendant son utilisation controversée.

Ainsi, si les modeles de la maladie de Parkinson induits par les pesticides/herbicides semblent bien
refléter les modifications cellulaires ayant lieu au sein des neurones de la SNpc, ces modeles restent

peu utilisés car controversés du fait de leur manque de reproductibilité

c) Modéles génétiques de La maladie

Les modeles génétiques de la maladie de parkinson sont issus de la mise en évidence des genes
impliqués dans le développement de la maladie chez I’'Homme. Notamment, le développement des
modeles génétiques c’est concentré sur des génes impliqués dans la voie ubiquitine-protéasome
responsable de la formation des corps de Lewy caractéristiques de la pathologie. C’'est le cas des
génes de l'a-synucleine et de LRRK2 d’une part et de PINK1/Parkin et DJ-1 d’autre part, qui sont
impliqués respectivement dans des formes autosomales dominantes et autosomales récessives de la
maladie. Cependant, si les souris transgéniques, modeles de la maladie de Parkinson, semblent
reproduire par certains aspects les spécificités de la maladie (inclusion de corps de Lewy), ces
modeles restent néanmoins éloignés de la pathologie humaine car ils ne provoquent pas de

dégénérescence de la voie nigro-striée.

Récemment, de nouveaux modeles de la maladie induits par des vecteurs viraux exprimant I'a-
synucléine ont vu le jour chez le rat. Ces modeles, plus proches de la physiopathologie humaine,

présentent des inclusions d’a-synucléine accompagnées d’une perte sélective des neurones
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dopaminergiques et sont dotés des caractéristiques comportementales propres a la maladie (Kirik et

al. 2002).

En conclusion, de nombreux modéles animaux de la maladie de parkinson ont été mis au point
dans le but de mieux comprendre la pathologie et de tester de nouveaux agents thérapeutiques. Si
chagque modeéle présente des avantages et des inconvénients, il semble difficile de modéliser
totalement la maladie dans un seul modéle animal. Néanmoins une des pistes a envisager pour le
futur serait de coupler les modeéles génétiques aux modeles neurotoxiques afin de prendre en
compte les facteurs environnementaux intervenant dans le développement de la maladie comme il

semblerait que ce soit le cas ’THomme.

E. Outils de diagnostique de La maladie de
Parkinson

1, Diaghostique de Lla maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie lentement évolutive avec une apparition des premiers
symptomes moteurs apres plus de 80% de dénervation dopaminergique. Cette caractéristique de la
maladie souligne la difficulté a diagnostiquer la maladie a un stade précoce en amont des premiers
troubles génants. Ainsi le diagnostique de la maladie de Parkinson est principalement basé sur
I’évaluation clinique des signes moteurs méme si I'évolution des connaissances sur les symptéomes

non-moteurs suggere la possibilité d’'un diagnostique en amont des premiers signes moteurs.

Les troubles observés dans la maladie de Parkinson sont souvent confondus avec d’autres syndromes
parkinsoniens résultant a une reclassification aprés évaluation post-mortem d’environ 10% des

patients diagnostiqués pour une MPI au cours de leur vie (Hughes et al. 2001).

Ainsi, I'erreur de diagnostique des patients primo-consultants pour une maladie de Parkinson est
élevée. A 5 ans de maladie on estime le diagnostique correct dans 65% des cas. Cette valeur monte a

76% a 12 ans de maladie (Rajput et al. 1991).

L'examen clinique est basé essentiellement sur la recherche des 4 signes cardinaux caractéristiques
de la maladie a savoir: le tremblement de repos, la rigidité, I'akinésie et la bradykinésie et

I'instabilité posturale. L'évaluation de ces différents signes cliniques est principalement réalisée a
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I'aide d’échelles cliniques dédiées telle que I"'UPDRS. Si des techniques d’imagerie permettent Ila
visualisation de la perte dopaminergique typique de la maladie, celles-ci restent onéreuses et de ce
fait sont des outils peu utilisés dans le diagnostique de la maladie. La validation post-mortem par
immunohistochimie reste a I'heure actuelle le seul examen neuro-pathologique post-mortem

pouvant apporter la preuve du diagnostique.

a) Les échelles cliniques pour la pratique
ctintque courante

Les symptomes de la maladie de Parkinson sont évalués par différentes échelles cliniques.

L’UPDRS (Unified Parkinson Disease Rating Scale) est I’échelle la plus couramment utilisée dans le
monde pour le diagnostique de la maladie de Parkinson. Simple d’utilisation, elle recouvre toutes les
situations cliniques qui peuvent étre observées. Elle est organisée en six sections (comprendant un

certain nombre d’items) utilisables séparément (Annexe 1).

* Section | : état mental, comportemental et thymique (4 items)

e Section Il : activités de la vie quotidienne (13 items)

e Section lll : examen moteur (14 items)

e Section IV : complications du traitement dans la semaine précédant I'examen (11 items)

* Section V : stades de Hoehn et Yahr qui permettent de classer les patients en 8 niveaux, selon
la gravité de leur maladie (stade 0 absence de signe Parkinsonien — stade 6 perte totale
d’autonomie).

* Section VI: échelle d’activité de la vie quotidienne de Schwab et England en pourcentage
d’activité de 100% (patient totalement indépendant) a 0% (patient alité), selon un baréme

préétabli.

La réactivité du patient au traitement L-dopa est également mesurée par cette échelle avec une

évaluation motrice en OFF de traitement dopaminergique puis en ON apres prise de L-dopa.

Cette échelle est généralement couplée avec I’échelle de Hoehn et Yard (1967) qui évaluede 0 a5 le
stade de la PMI (O=normal, 5=grabataire). Méme si cette derniére reste peu sensible, elle permet un

classement fiable des patients (Annexe 2).
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b) Evaluation in-vivo de Lla maladie grice
aux techniques d’imagerie

(1) SPECT

La SPECT (Single-Photon Emission Computerized Tomography), est I'une des technique utilisée pour
évaluer la dénervation dopaminergique. Le premier traceur utilisé dans le but de diagnostiquer la
maladie de Parkinson est I'IBZM (lodine-123 labelled 3-iodo-6-methoxybenzamide). C’est un ligand
des récepteurs D,. Une baisse du marquage IBZM est observée dans le striatum de patients
présentant des troubles de type parkinsonien comparé a des patients ayant une maladie de

Parkinson.

Egalement utilisés en clinique, on retrouve des ligands SPECT des terminaisons dopaminergiques au
niveau pré-synaptique. Parmi ces ligands, deux sont fréquemment utilisés : le béta-CIT et le FP-CIT
(DaTSCAN). Ces marqueurs s’associent au transporteur de la dopamine (DAT) sur les terminaisons
nerveuses de la voie nigrostriée. Ainsi, une baisse asymétrique de marquage striatal du DAT peut étre
identifiée par cette technique et ce méme a des stades précoces de la maladie (Scherfler et al. 2007;

Ziebell et al. 2012; Nissen et al. 2014).

Cependant cette technique reste peu sensible en comparaison de la tomographie par émission de

positions (TEP) pour la discrimination des troubles parkinsoniens (Hellwig et al. 2012).

(2) Tomographie  par  Emission  de
Positrons (TEFP)

L'imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positrons) constitue un autre moyen d’évaluer le
statut dopaminergique des patients parkinsoniens. En effet, des marqueurs tels que la *F-DOPA
permettent le suivi de la réduction de la capture pré-synaptique de la dopamine au niveau du Pu. De
plus, la réduction observée est corrélée a la durée d’évolution et a la sévérité de la maladie (Nurmi et
al. 2001; Pavese et al. 2011). D’autres marqueurs sont également disponibles comme le *C

raclopride (ligand des récepteurs D).

Si ces techniques semblent bien refléter les changements ayant lieu dans la maladie de Parkinson,

leur colt élevé limite leur utilisation clinique de routine. Ainsi les techniques de RMN, outils
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largement utilisés pour le diagnostique clinique de nombreuses maladies (Pavese and Brooks 2009)

semblent étre une bonne alternative.

(3) Imagerie et  spectroscopie  par
résonance magnélique

Si I'imagerie par résonance magnétique (IRM) classique les ne permet pas de visualiser de
changements morphologiques majeurs au niveau du systeme nerveux central, certaines techniques
comme la relaxométrie semblent prometteuses dans le diagnostique de la maladie. C’'est le cas
notamment des études sur les changements en fer dans la substance noire des patients. En effet, de
récents travaux ont montré une augmentation du temps de relaxation transverse R2* (Martin et al.
2008; Ulla et al. 2013) en relation avec la sévérité de la maladie dans une étude longitudinale (Ulla et
al. 2013). De plus, cette technique semble prometteuse dans la distinction de patients parkinsoniens
et de patients souffrant d’atrophie multiples (Focke et al. 2011; Lee et al. 2013). Cependant, d’autres

études devront confirmer ces premiers résultats.

La Spectroscopie par Résonance Magnétique (SRM) quand a elle permet la mesure des
concentrations en métabolites cérébraux dans une structure d’intérét. Si les précédentes études de
SRM du proton (*H) menées sur des modéles animaux de la maladie ont révélées des modifications
biochimiques (modification des concentrations en glutamate, glutamine et GABA) dans des
structures comme le striatum, les résultats obtenus chez ’Homme restent controversés. C’'est sur ce

point que va étre développée la seconde partie de ce manuscrit.
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II, Imagerie nhon-invasive de La
maladie de Parkinson

A, La résonance magnétique nucléaire

Le phénomene de résonance magnétique nucléaire (RMN) est identifié pour la premiere fois en
1945 par les travaux indépendants de Felix Bloch et de Edward Purcell (Bloch 1946; Purcell et al.
1946) qui leurs valurent I'obtention du prix Nobel en 1952 (Figure 25). Depuis cette premiere
découverte, la RMN a connu d’incroyables développements, motivés par la diversité des ses

applications tant en physique fondamentale qu’en clinique a partir des années 1980.

L

Felix Bloch Edward Mills Purcell

Figure 25. Felix Bloch et Edward Mills Purcell, prix Nobel de physique en 1952 pour leurs travaux sur la RMN.

Dans le domaine de la biologie et de la médecine, la RMN est une technique d’'imagerie anatomique
et moléculaire non invasive. Il existe 2 applications majeures a la résonance magnétique nucléaire :
I'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) et la Spectroscopie par Résonance Magnétique (SRM).
L'IRM est une technique non invasive permettant une bonne visualisation des tissus in vivo et
permettant ainsi en médecine de poser rapidement un diagnostic. Elle repose sur la détection du
signal des protons de I'’eau contenue dans les tissus. La SRM, quant a elle, est une technique
permettant l'analyse moléculaire des tissus in vivo. Elle représente une source importante
d’information dans la visualisation et/ou la compréhension des changements métaboliques dans un

tissu sans recours a un procédé invasif.

-2
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D’un point de vue fondamental, la RMN consiste a étudier les modifications d’aimantation des
noyaux d’'une molécule sous I'action conjointe de 2 champs magnétiques : un champ statique fixe

élevé (Bg) et un champ électromagnétique tournant (B;).

En effet, le phénoméne de RMN repose sur une propriété intrinseque des spins nucléaires, a savoir
leur capacité d’aimantation dans un champ magnétique. Le spin peut étre associé a une sphére

chargée positivement et tournant sur elle-méme dans un champ magnétique donné.

En I'absence de champ magnétique, les spins nucléaires d’un échantillon seront orientés de fagons
aléatoires dans toutes les directions (Figure 26). Si cet échantillon est soumis a un champ magnétique
donné (By), les protons vont alors s’orienter selon un vecteur d’orientation macroscopique, en sens

parallele ou antiparallele, avec un certain angle appelé angle de précession défini par I’équation de

Larmor :
wo =YBo

oU wy est la fréquence angulaire de précession qui est proportionnelle a By, le champ magnétique et
dépendant de y qui est le rapport gyromagnétique spécifique de chaque noyau. Cette équation
constitue une notion de base en RMN a savoir que chaque type de noyau est associé a une fréquence

de résonance dont la valeur ne dépend que de l'intensité du champ magnétique externe.

,./' AE=yhB,

~$$¢é E,

Sans B, AvecB,

=)

Figure 26. Répartition de la population d’un systeme de spins ¥ aprés application du champ magnétique B,. AE=
difference entre les niveaux d’énergie E; et E,; y= rapport gyromagnétique; h= constant de Planck (6,62x10_34m2.kg’1.s_1);
Bo= intensité du champ magnétique.

Si nous revenons a notre champ magnétique fixe Bg, la répartition des protons dans le sens paralléle
ou antiparallele n’est en réalité pas tout a fait équivalente. En effet, selon la statistique de

Boltzmann, 'orientation paralléle associée au niveau de plus basse énergie est favorisée. C’'est cette
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différence qui va étre a I'origine de I'apparition d’un vecteur d’aimantation macroscopique (Mz) dans

le sens de By.

Cet état d’équilibre dans un champ magnétique peut étre perturbé par un apport d’énergie via une
onde de radiofréquence (RF) (ou champ magnétique tournant, B;). Cet apport d’énergie va permettre

la transition des spins d’un niveau d’énergie a un autre entrainant ainsi une modification de

I’aimantation macroscopique (M,) dans un plan transverse (M) illustrée en Figure 27 et 27.

= yiv')

Mxy

Figure 27. Effet des impulsions RF sur le vecteur d’aimantation macroscopique. Une impulsion de 90° entraine un
basculement de M dans le plan xOy.

N E.’
w Mz
Ei
B, :
EQUILIBRE
. ey ey E_
| Mz 90°
B.\. — . EI— — i Mxy

IMPULSION DE 90°

Figure 28. Effet des impulsions RF sur le vecteur d’aimantation macroscopique: représentation des spins. Les spins en
surnombre a I'équilibre dans un champ fixe By vont étre responsable d’une aimantation M, représentée par la fleche rouge.
L'impulsion RF provoque des transitions énergétiques des niveaux E;a E, et un rephasage des spins. Lorsque les spins en
surnombre sont passés au ioveau énergétique supérieur, on a une égalisation des populations sur les deux niveaux
d’énergie ainsi M, devient nul et M,, est maximal. (Kastler et al. 2011).
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La perturbation du systéme de spins ainsi réalisée conduit a un phénoméne de résonance a l'issue
duquel le vecteur d’aimantation est écarté de sa position d’équilibre d’un angle dont la valeur
dépend de la durée de I'impulsion RF. Cette derniére va induire une égalisation des spins sur les deux
niveaux d’énergie et la mise en phase des spins conduisant a la disparition de M, (ou aimantation

longitudinale) et a I'apparition de I'aimantation M,, (aimantation transverse).

Puis, suite a son basculement dans I’angle sous I'impulsion de I'onde de radiofréquence, le vecteur
d’aimantation va tendre a retrouver son état stable c’est-a-dire a retourner vers By, c’est le
phénoméne de relaxation. La relaxation va se faire selon les deux axes: 1) selon M, c’est la
relaxation longitudinale ou relaxation Ty, 2) selon M, c’est la relaxation transverse ou relaxation T,

(Figure 29).

S —_—

B M

Transfert E, vers E, |

Mise en phase des )
spins

il

transfert de E, vers E,
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Déphasage rapide des
spins

11

Figure 29. Schéma récapitulatif des interactions entre les ondes RF et les spins placés dans un champ magnétique fixe By
(Kastler et al. 2011).
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Le signal recueilli en RMN correspond a la décroissance de I'aimantation transversale. On parle de
signal de précession libre ou FID. Il se présente sous la forme d'une superposition de sinusoides
amorties. Chacune d'elle correspond a une des raies du spectre. Le FID, qui est un signal temporel,
est ensuite transcrit dans le domaine fréquentiel a I'aide de la Transformée de Fourier sous la forme
d’un spectre. Chaque fréquence de résonance traduite ainsi va correspondre a un groupement
chimique qui sera caractérisé par son déplacement chimique. L'information recueillie permet ainsi

d’évaluer la composition chimique d’un tissu.

De nombreux noyaux atomiques peuvent &tre suivis en SRM (*H, °C, °N). Cependant, le faible
rapport gyromagnétique y observé pour certains noyaux limite les capacités de détection du signal
pour certains atomes et donc leur sensibilité de détection en RMN (Tableau 1. Caractéristiques des

atomes 'H, °C, N pour I’étude en SRM.)

Tableau 1. Caractéristiques des atomes 1H, 13C, e\ pour I’étude en SRM.

Noyau Rapport Abondance Sensibilité relative Sensibilité Fréquence de
gyromagnétiqu naturelle par rapport au absolue résonance a
ey (x107T.S")  dunoyau noyau 'H (produit de a sensibiité 14, 1T (MHz)

(%) (pourAun champ constant avec I'abondance naturelle)
un méme nombre de noyaux)
'H 26,75 99,9 1 1 600
B¢ 6,73 1,1 1,6x107 1,8x10™ 60
BN 2,71 0,4 1,0x107 3,8x10°® 150

B. La specl'roscopte da ,ﬂroton

1, Généralités

La SRM du 'H représente la technique de SRM la plus largement utilisée 3 I’heure actuelle en
clinique. Elle convient notamment parfaitement a I'analyse du statut métabolique cérébral a un

temps donné.

Le corps humain est composé d’une quantité de d’eau importante (65%) conduisant a une forte
concentration de molécules d'eau (H,0) et donc des protons (en moyenne: 80mol/L) dans
I'organisme. Ainsi le signal recueilli en SRM comportera majoritairement le signal de résonance des
'H contenus dans I'eau. Afin de discriminer les groupements chimiques de métabolites d’intérét en

concentration moindre dans I'organisme, le signal de I’eau devra étre sélectivement éliminé.

—-&E-
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De plus, les métabolites observables en SRM du ‘H dépendent des stratégies d’acquisition du signal
utilisées. En effet, le temps de relaxation de chague métabolite varie. En particulier, certains
métabolites ne seront observés qu’a temps d’écho court. C’est notamment le cas pour le glutamate,

la glutamine et le myo-inositol (M-Ins).

La SRM s'utilise en mode « monovoxel », qui interroge une seule région d'intérét a la fois, ol en
mode « multivoxel », dans lequel une large région est sélectionnée, région ensuite sub-divisée par
une technique d'imagerie. La premiére technique (la plus ancienne des deux) a pour objectif
d’acquérir un spectre unique provenant d’'un petit volume bien défini et positionné a un endroit
précis de I'échantillon étudié. Pour obtenir une localisation 3D du volume d’intérét, des gradients de
champ magnétique sont appliqués dans les trois directions orthogonales (x, y et z). Ainsi différentes
séquences d’acquisition du signal existent. Ce sont principalement les séquences de type PRESS
(Point RESolved Spectroscopy en anglais) ou STEAM (STimulated Echo Acquisition Mode en anglais).
La représentation des données s’effectue sous forme d’'un spectre indiquant la répartition et

I'amplitude des composés observés dans la zone d’intérét.

Contrairement a la spectrométrie localisée, le principal avantage de I'imagerie spectrométrique par
résonance magnétique (ISRM) est d’acquérir simultanément des images reflétant la quantification
régionale (cartes de distribution métabolique) d’un ou plusieurs métabolites, provenant de plusieurs
régions adjacentes. Contrairement a I'IRM, les données spectrométriques doivent étre acquises en
présence d’un champ magnétique B, homogene et donc en I'absence de gradient de lecture. En
conséquence, un gradient de codage de phase est nécessaire pour chaque dimension spatiale. Aprés
transformée de Fourier dans les 3 dimensions spatiales, un spectre est obtenu pour chacun des
voxels. Enfin, aprés traitement des spectres a I'aide d’un logiciel spécialisé qui permet de déterminer
I'intensité de chaque pic du spectre, on obtient une cartographie de distribution pour chaque
métabolite. Son inconvénient provient du temps d’acquisition qui augmente avec la résolution

spatiale.

2. Métabolites observables

Sur une acquisition de SRM du 'H a temps d’écho court, et aprés suppression du signal de I'eau, on

identifie majoritairement les composés suivants:

* Le N-acetylaspartate (NAA)a 2,01ppm (Govindaraju et al. 2000). Il est le composé

présentant la plus grande amplitude dans le cerveau sain. Localisé exclusivement dans les

- -
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neurones, il est souvent utilisé comme marqueur de l'intégrité neuronale ( Moffett et al.
1991; Moffett et al. 2007). La synthése de NAA a lieu au sein mitochondries (Patel and Clark
1979). Les quantités de NAA seraient liées au métabolisme énergétique des neurones
(production d’ATP) (Benarroch 2008). On retrouve associé au pic du NAA le signal du N-
actetylglutamate, on parle alors de NAA total (tNAA).

La glycérophosphocholine (GPC) et la phosphocholine (Pch) sont retrouvées regroupés a
3,22ppm. Ainsi, elles sont fréquemment exprimées en le terme de choline totale (tCho). Ces
composés sont impliqués dans la composition des phospholipides membranaires. Les
variations de concentrations en Cho reflétent alors des changements de densité cellulaire
comme dans les tumeurs par exemple.

La créatine (Cr) et la phosphocreatine (PCr) a 3,03pm et 3,93ppm. La Cr est impliquée dans
le métabolisme énergétique de la cellule et sera donc utilisée comme un marqueur du statut
énergétique (Andres et al. 2008). La créatine est souvent utilisée comme référence pour le
calcul des rapports métaboliques. Cependant, les résultats de cette quantification relative a
la Cr doivent étre interprétés avec précaution, des variations inter-régionales pouvant avoir
lieu dans le cerveau notamment en présence d’une pathologie (Connelly et al. 1994). Afin de
prévenir ce biais, la quantification des métabolites peut-étre réalisée en utilisant le signal de
I’eau comme référence (Jansen et al. 2006).

Le myo-inositol (M-Ins) a 3,6ppm. Le M-Ins est un métabolite qui n'est observé qu'a des
temps d'écho courts. On retrouve principalement le M-Ins dans les astrocytes et les cellules
microgliales, faisant de cette molécule un marqueur potentiel des cellules gliales (Brand et al.
1993). Bien que ces fonctions soient peu connues, le M-Ins serait impliqué dans
I'osmorégulation et représenterait une forme de stockage du glucose dans le cerveau. (Ross
1991). Des variations de la concentration en M-Ins sont notamment retrouvées dans les
hépato encéphalopathies (Kierans et al. 2014) et dans la maladie d’Alzheimer (Targosz-
Gajniak et al. 2013).

Le glutamate et la glutamine. IIs forment un pic composé de multiplets dont le déplacement
chimique se situe entre 2 et 2,5ppm. Les résonances du glutamate et celles de la glutamine
sont tres proches les unes des autres ce qui explique la difficulté de les différencer a bas
champ. Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur présent dans le cerveau.
Sa dégradation et son recyclage font intervenir la synthése de glutamine dans les astrocytes.
Les lipides et macromolécules entre 0 et 2ppm. Leurs augmentations refletent des

dommages membranaires cellulaires.

- H -
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D’autres métabolites sont également potentiellement détectables en SRM du 'H. C’est le cas du
scyllo-Inositol, du glucose, de I'alanine, de I'aspartate, de la glycine, de la taurine, de la thréonine et
du GABA. Ces métabolites ne seront visibles qu’aprés une édition spécifique de leur résonance,

comme par exemple pour le GABA (pour revue voir (Puts and Edden 2012)).

D’autres ne seront visibles qu’en situation pathologique. C’est le cas du lactate, révélateur du
métabolisme anaérobie, dont la concentration augmente dans les tissus tumoraux et suite a des

ischémies cérébrales (Goergen et al. 2014).

3, Utilisation de Lla *H MRS pour L'évaluation du
métabolisme dans Lla maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson résulte de la mort des neurones dopaminergiques de la SNpc. Cette perte
des neurones dopaminergique entraine des modifications du microenvironnement neuronal dans la
SNpc et également dans sa structure de projection, le striatum comme montré dans les études
anatomiques, électrophysiologiques et biochimiques (Calabresi et al. 1996; Blandini et al. 2000;
Jonkers et al. 2002). Ces études suggerent notamment une altération de la relation neurone-glie dans

cette structure aprées dénervation dopaminergique.

Face a ces observations, la SRM du “H est un moyen non invasif de suivre in vivo les modifications

biochimiques qui ont lieu dans cette maladie.

En accord avec les hypothéses de modification de l'interaction neurone-glie, la littérature sur les
travaux de SRM du 'H réalisés dans le striatum d’animaux modéles de la maladie de Parkinson ont
montré une augmentation significative des taux de glutamate, glutamine et GABA dans le striatum
suite a la dénervation dopaminergique (Chassain et al. 2008; Bagga et al. 2013; Chassain et al. 2013).
De plus, il a été montré que le traitement a la L-dopa restaure ces concentrations (Chassain et al.
2010; Bagga et al. 2013). Ainsi, I'évaluation des concentrations de ces métabolites par SRM du 'H
chez 'Homme pourrait apporter une information clef permettant 1) de diagnostiquer la maladie et 2)
d’évaluer la réponse aux traitements. Cependant, ces résultats n’ont jusque la pas été retrouvés dans

les études chez les patients parkinsoniens.

En effet, si les études réalisées par SRM du 'H ont révélé des altérations neurochimiques dans le Pu
des patients atteint de la maladie de Parkinson, notamment des modifications du rapport NAA/tCr,
les résultats obtenus restent contradictoires d’une étude a I'autre. Alors que des travaux montrent

une diminution du rapport NAA/tCr (Abe et al. 2000) d’autres études n’observent aucune

-
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modification (Davie et al. 1995; Federico et al. 1997; Guevara et al. 2010; Watanabe et al. 2004).
L’évaluation des concentrations en glutamate et glutamine a temps d’écho court ne révele pas de
modifications dans le Pu entre sujet sain et sujet parkinsonien (Kickler et al. 2007; Emir et al. 2012).
Seule une étude a tres haut champ a montré des concentrations plus élevées en GABA dans la
maladie de Parkinson par rapport a des sujets sains (Emir et al. 2012). De plus, I'étude de la réponse
thérapeutique une prise aigué de L-dopa, n’a montré aucun changement métabolique en NAA, tCho

et tCr (Kickler et al. 2007).

Néanmoins, cette contradiction apparente des résultats obtenus par SRM du *H chez ’'Homme peut
s’expliquer par I’hétérogénéité des groupes de patients (Levin et al. 2014). En effet, dans ces études,
les mesures étaient réalisées sur des patients parkinsoniens a différents stades d’évolution de la
maladie et sous des degrés variables de médication. Cette hétérogénéité clinique représente sans

doute un facteur clef dans I’explication des différences observées entre les études.

Ainsi, le premier projet de recherche de ce travail de thése vise a étudier les modifications
métaboliques par SRM du ‘H dans un groupe homogéne de patients. Afin de déterminer I'effet de
la médication sur le métabolisme cérébral, les patients seront étudiés a jeun de traitement

dopaminergique et aprés une prise aigue de L-dopa a I'aide d’un design randomisé en cross-over.

Nous venons de voir que dans ce paragraphe que la SRM du ‘H présente I'avantage d’étre une
technique permettant I'appréciation qualitative et quantitative d’un certain nombre de
métabolites dans le cerveau en pratique clinique courante. Cependant cette technique reste peu

3¢, les principaux cycles métaboliques cellulaires

informative en comparaison de la SRM du
d’intérét étant des cycles carbonés. Bien qu’elle soit intrinséquement moins sensible que la SRM
du 'H, le développement de nouvelles technologies de polarisation des molécules de >C a permis
I’'avenement de la SRM pour le suivi en temps réel des cycles métaboliques. Ces nouvelles
technologies constitueront, peut-étre, demain, les nouvelles stratégies d’imagerie diagnostique

chez ’'Homme.
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C. Specéroscolpie du 2C

1. Avantages et Limitations... mais ga c’était
avant !

1 . . . . . 7 T PA
La SRM du carbone “3C, est une technique analytique majeure de part les informations détaillées
gu’elle apporte concernant la structure moléculaire, les interactions intra et intermoléculaires et les
informations dynamique sur les flux métaboliques. Disposant d’une grande largeur spectrale, la SRM

du °C permet la visualisation d’un grand nombre de métabolites.

Cependant, malgré son potentiel la SRM du C reste une technique peu sensible. En effet, I'intensité
du signal détecté est proportionnelle a la polarisation des spins nucléaires qui dépend elle-méme de
la différence des populations de spins entre deux niveaux d’énergie quantiques. Or a I'équilibre
thermique cette polarisation est faible pour les noyaux d’intérét métabolique tel que le *C. Le signal
B¢ recueilli est 10* fois plus petit que celui du 'H. De plus, la faible abondance naturelle du **C dans
le corps humain (1,1%) rend la SRM du *C difficile & mettre en ceuvre en comparaison de la SRM du
1H pour lequel I'abondance naturelle avoisine les 100%. Ainsi, les expériences conduites en SRM du
BC recourent a un enrichissement isotopique du C (on passe alors de 1,1% a 99,9%
d’enrichissement) afin d’augmenter le signal. Cependant, malgré I'enrichissement, la SRM du *C
requiert des temps d’acquisition importants (de plusieurs minutes a des heures) et des infusions
prolongées de substances marquées au “>C entrainant des co(its élevés et des applications difficiles a

mettre en ceuvre chez ’'Homme.

Les études en SRM du *C se font donc principalement chez des modéles animaux de pathologies.
Linjection de produits marqués au “>C et la mesure de I'incorporation de ces éléments par SRM
permet la détermination de nombreux flux métaboliques cérébraux in vivo tels que le cycle
tricarboxylique ou encore le cycle glutamate/glutamine. Dans le cerveau, le choix du précurseur
marqué permettra de suivre soit le métabolisme ayant lieu dans les neurones soit celui ayant lieu
dans les astrocytes. En effet, le glucose étant la source privilégiée d’énergie pour les neurones,
I'infusion de [1,6-13C2] glucose permettra le suivi du métabolisme neuronal. De la méme manieére,
I'injection de [2-">C] acétate permettra le suivi du métabolisme dans les cellules astrocytaires

(Deelchand et al. 2009).

. . s . 1 s s . .
Dans le cadre de la maladie de Parkinson, les expériences de SRM du **C ont été principalement
réalisées chez le rongeur modele de la maladie. Notamment, une augmentation du marquage du

glutamate en C4 a été montrée chez des rats |ésés de maniere unilatérale par une injection de 6-
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OHDA comparé a des animaux controle suite a une perfusion de [2-3C] sodium acétate (Chassain et
al. 2005). Cette étude met en évidence des changements biochimique en faveur d’'une modification
du cycle glutamate-glutamine dans le striatum dans la maladie de Parkinson. Dans un travail récent,
Bagga et al. montrent également une altération du métabolisme énergétique chez la souris apres
intoxication au MPTP (Bagga et al. 2013). lls montrent une augmentation de I'activité gliale au niveau
du striatum aprés dénervation dopaminergique qui est temporairement normalisée aprés traitement
a la L-dopa. Ainsi, ces travaux en SRM du “°C, couplés aux résultats obtenus en électrophysiologie,
microdialyse ou SRM du 'H vont dans le sens d’un rdle important du cycle glutamate-glutamine dans
la pathologie parkinsonienne. Cependant, I'obstacle en terme de sensibilité de la SRM du **C et donc
de terme de temps d’acquisition rend I'utilisation de cette technique peu informative pour I'étude de

cycle. En effet, la durée d’acquisition fait perdre I'aspect dynamique du suivi de ce flux.

Afin pallier au manque de sensibilité de la RMN, de nouvelles techniques dont le but est

d’augmenter le signal RMN ont vu le jour.

2, Emergence d'une houvelle technique de
s,pectrosco e RMN pour La visualisation du
métabolisme: L’hyperpotarisaééon du *°C

a) Bases de L’hyperpolarisation du **C

(1) Principe

Une des stratégies pour augmenter la sensibilité magnétique du ">C repose sur la création d’une
population de spins ne répondant pas a I'équation de Boltzmann : c’est I’hyperpolarisation. Cette
notion se réfere a la capacité d’'une molécule a étre hyperpolarisée dans un champ magnétique
donné en créant artificiellement une distribution non homogéne des spins nucléaires entre deux

niveaux d’énergie comparée a leur distribution a I’équilibre thermique (Figure 30).
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Figure 30. Description du principe de I’hyperpolarisation. La polarisation repose sur la création artificielle d’une répartition
non homogéne des spins des atomes entre 2 niveaux d’énergie (a droite) permettant la détection d’un signal plus intense
en RMN comparé a I’équilibre thermique (a gauche).

La polarisation entre deux niveaux d’énergie est définie a I'équilibre thermique par I’équation de

Boltzmann (Figure 31):

Rapport
gyromagnétigue

Champ magnétique

— i '.I'JFBG
F‘.—Nj*m =tanh zkyf.'

Palarisation Température

Figure 31. Equation de Boltzmann.

Dans cette formule, on voit bien que la différence de population entre deux niveaux d’énergie, c’est-
a-dire la polarisation, est dépendante de la température (T), du champ magnétique (B,) et de rapport
gyromagnétique (y). Ainsi, la polarisation sera d’autant plus importante dans un champ magnétique
élevé, a basse température pour des éléments chimiques disposant d’un rapport gyromagnétique
élevé. On comprend donc facilement que les électrons, de par leur rapport gyromagnétique élevés
(Ve-=28034,95MHz.T") sont de bons candidats pour la polarisation en comparaison des noyaux
atomiques comme le 'H (y=42,5774MHz.T?), le *C (y13c=10,7083MHz.T?) ou le N
(v1sn=4,3172MHz.T). Uidée de transférer la polarisation de ces électrons vers les noyaux atomiques

disposant d’un nombre de spin non nul a ainsi été proposée.
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Les derniéres avancées réalisées sur les différentes techniques de transfert de polarisation des
électrons vers des noyaux d‘intérét, ont permis d’augmenter de maniére remarquable le signal
détecter en RMN. Différentes techniques d’hyperpolarisation pour une détection in vivo existent et

sont décrites dans le paragraphe suivant.

b) Les différentes techniques
a(’hjlverluotarisal-iou

Parmi les techniques d’hyperpolarisations décrites dans la littérature, plusieurs sont applicables in
vivo. C’'est le cas de la polarisation induite par le para-hydrogene (PHIP), le pompage optique et la

polarisation dynamique nucléaire (PDN).

Polarisation Dynamigue PHIP
Nucléaire

J{F» detection
i T, rapid
dissolution f,_t f_#_g_\

~ MW { {
PO

parahydrogen

Pompage optique

Figure 32. Techniques d'hyperpolarisation utilisées in vivo. Adapté de (Lee, Okuno, and Cavagnero 2014).

(i) Polarisation 1induite par Ile
para-hydrogéne (PHIP)

Un des autres moyens d’augmenter la polarisation est d’utilisé les propriétés des molécules

d’hydrogenes en conformation para au travers de la PHIP (Figure 33).

Cette technique d’hyperpolarisation se déroule en 3 étapes: 1) production de para-hydrogéene, 2)
réaction d’hydrogénation sur un catalyseur et 3) le transfert de polarisation de I'hydrogene vers le

noyau d’intérét.
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Figure 33. L'hyperpolarisation par PHIP.

L'apport de polarisation résultant de I’hydrogénation de la molécule peut étre converti en
polarisation nucléaire. Le transfert de polarisation peut ainsi se faire par deux techniques
différentes : la PASADENA (Parahydrogen And Synthesis Allow Dramatically Enhanced Nuclear
Alignment) ou I'ALTADENA (Adiabatic Longitudinal Transport After Dissociation Engenders Net
Alignment) (Figure 34). La premiére se déroule a champ magnétique élevé alors que la seconde peut

étre réalisée a bas champ (Figure 35).

IBB> —— P> —
o-H,; =
1B m— IPO> o
|ap> |'=13"_-*
ALTADENA
oo s |@a=
PASADENA
PH. —

Figure 34. Diagrammes décrivant la conversion de la polarisation du parahydrogéne vers la molécule a polariser. Deux
méthodes sont possibles : 'TALTADENA et la PASADENA. L’ALTADENA conduit a I'augmentation de la population de spins du
niveau & ou Ba alors que la PASADENA conduit & 'augmentation de la population de spins du niveau &p et Ba. D’aprés
(Witte and Schroder 2013).
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Figure 35. Hyperpolarisation par ALTADENA et PASADENA. L’hyperpolarisation par ALTADENA se déroule a température
ambiante et champ magnétique faible alors que la PASADENA nécessite un champ magnétique élevé.

La PHIP permet de produire une polarisation supérieure a 20% en quelques secondes mais est limitée
aux molécules contenant des doubles ou triples liaisons carbone-carbone. La polarisation obtenue

par PHIP est tres stable a température ambiante et peut perdurer des heures voire des jours.

La PHIP est particulierement utilisée en chimie pour la caractérisation d’intermédiaire de synthese, le
suivi du catabolisme en encore la détermination de vitesses de réactions chimiques. En médecine,
elle est appliquée au développement de nouveaux agents de contraste afin d’augmenter la

sensibilité du diagnostique médical (Olsson et al. 2006; Shchepin et al. 2014; Truong et al. 2014).

Son utilité a également été montrée dans le suivi du métabolisme du cycle tricarboxylique (TCA) au
travers de la polarisation par PHIP du [1-"3C] diéthyl succinate (Bhattacharya et al. 2007; Zacharias et

al. 2012).

t=18s

g 0
g

succinate

fumarate

190 185 180 175 170
& 13C ppm

Figure 36. Visualisation des intermédiaires du cycle TCA in vivo aprés une injection de [1-13C] diéthyl succinate

hyperpolarisé par PHIP (Zacharias et al. 2012). DS = [1-13C] diéthyl succinate. Expérience réalisée a 4,5T avec une FA de 30°
et une acquisition a t=18s aprés injection.
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On notera également l'existence d’une variante de la PHIP, la polarisation par SABRE (Signal
Amplification by Reversible Exchange) qui utilise également le para-hydrogéne pour polariser un
substrat (Adams et al. 2009). Contrairement a la PHIP, la SABRE ne modifie pas la structure chimique

du composé a étudier (Figure 37).

ol Pt de Para-hydrogéne

™ * M polarisation
Para-hydrogéne ' \::\-.._' A
M -»> iy ¥
Cormnplexs r:.e-tall.nue 1 g J/,,I-;’F-’ v ( )
O e
Malécule cible

: Complexe métalligue 2
Molécule cible polarisée

Figure 37. Hyperpolarisation PHIP SABRE. Contrairement au autres techniques de polarisation par PHIP, I'hyperpolarisation
SABRE ne comporte pas d’hydrogénation de la molécule cible En gris: éléments avant polarisation, en rose: apres
polarisation, [M]: catalyseur. D’aprés (Lee et al. 2014).

(ii) Pompage optique

Le principe du pompage optique fat établit en 1950 par Alfred Kastler (Kastler 1950). Le
développement de la technique du pompage optique qui permet de modifier I'état des atomes a

I'aide d’une irradiation lumineuse lui a value I'obtention du prix Nobel de physique en 1966.

La polarisation par pompage optique est couramment utilisée pour la polarisation de gaz nobles tels

129%e. La polarisation des ces gaz peut étre obtenue par deux méthodes différentes :

que I*He ou le
la plus largement utilisée étant la POES (pompage optique par échange de spin ou SEOP en anglais
pour Spin-Exchange Optical Pumping) car cette technique de polarisation est beaucoup plus efficace
que le POEM (pompage optique par échange de métastabilité ou en anglais MEOP pour Metastability
Exchange Optical Pumping). La POES ce déroule en deux étapes car elle utilise un intermédiaire de
type métal alcalin comme le rubidium, pour la polarisation des gaz. Ainsi, dans un premier temps,
I’électron de valence du rubidium sous forme vapeur est polarisé par une excitation laser (a 725nm) :
c’est la phase de pompage optique. Puis, dans un second temps, cette polarisation est transférée
aux gaz nobles, c’est I’étape de collision. Elle est utilisée pour la polarisation de tous les gaz nobles.

La POEM quant a elle n’utilise pas d’intermédiaire de type métal alcalin pour la polarisation. Cette

derniére est préférée pour la polarisation de I’hélium en raison de sa polarisation plus rapide.
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Figure 38. Principe de la polarisation par pompage optique par POES. (d'apres Mugler and Altes 2013) *

Utilisée principalement pour des applications en imagerie médicale, I'inhalation d’°’He et de 129Xe
hyperpolarisés ont montré leur utilité dans la mesure du volume pulmonaire tant chez I'animal (Fox
et al. 2013) que chez I'Homme (Kaushik et al. 2011; Kirby et al. 2012). L'imagerie de diffusion des gaz
hyperpolarisés permet également de visualiser les modifications des conduits aériens (Quirk et al.

2011).

(a) (b) (c)

Figure 39. Visualisation de bronchoconstriction et de la bronchodilatation des poumons par IRM suite a l'inhalation de
xénon hyperpolarisé. (a) Image des poumons sans administration de traitement, les voies pulmonaires et le parenchyme
sont visualisés de maniére homogéne. (b) Images acquises aprés administration de méthacholine (bronchoconstricteur).
L’hétérogénéité du signal révéle une diminution de la capacité ventilatoire. (c) Aprés traitement a I'albutérol, la ventilation
retrouve une capacité proche de la capacité initiale. Extrait de (Liu et al. 2014) .

Le *°Xe présentant I'avantage d’étre soluble dans le sang, il permet ainsi le suivi des échanges gazeux

129

pulmonaires. Ainsi, le ““"Xe pénétrant dans le systeme vasculaire pourra étre délivré jusqu’au cerveau

via la circulation sanguine permettant par exemple le suivi de I'évolution de la perfusion cérébrale
dans le cerveau en ischémie (Zhou et al. 2011). A I'échelle cellulaire, le suivi de la fixation du *°Xe a
I’'hémoglobine a permis de mettre en évidence son utilité dans la distinction des compartiments intra
et extracellulaires (Bifone et al. 1996) et ainsi son role dans I’évaluation de la viabilité cellulaire

(Boutin et al. 2011).
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129

Plus récemment, des systemes de porteurs de “““Xe hyperpolarisé se sont développés comme le

129

cryptophane-111 (Dubost et al. 2013). En effet, le ““"Xe n’étant pas spécifique d’une cible biologique

particuliere, les efforts scientifiques se tournent vers un processus d’encapsulation du '*’Xe
hyperpolarisé afin de le diriger vers des cibles biologiques comme les récepteurs cellulaires.
(ii1) La Polarisation Dynamique

Nucléaire (PDN)

La PDN est une technique d’hyperpolarisation qui consiste en la polarisation des spins nucléaires

d’un échantillon a I'état solide afin d’augmenter le signal RMN.

La PDN fat décrite pour la premiere fois de fagon théorique par Albert Overhauser en 1953
(Overhauser 1953). Dans ce modele, Albert Overhauser propose que la saturation des électrons dans
un métal conduit a la production d’une large polarisation des spins nucléaires du métal. Cette théorie
fat démontrée quelques mois plus tard par les travaux de T Carver et C Slichter (Carver and Slichter

1953) puis étendue aux spins électroniques en solutions (Abragam 1955).

La PDN est générée artificiellement a I'état solide (1,4°K) en présence d’un champ magnétique de 3T
en transférant la polarisation des spins d’électrons libres d’un radical porteur aux spins nucléaires de
la molécule a polariser grace a une irradiation micro-onde de |’échantillon a la fréquence de
résonance des électrons (fréquence de Larmor) (Figure 40). Les mécanismes régissant la création
d’un état hyperpolarisé sont connus comme étant I'effet Overhauser, |'effet solide, le mélange
thermique et |'effet croisé (Overhauser effect, solid effect, thermal mixing and cross effect, en

anglais) (Maly et al. 2008).

Solid material doped with
unpaired electrons

"

Aprés PDN

Energy
Energy

TR O nve : /\ Avant PDN
P,= 94% and P= 0,086%

Figure 40. Principe de la PDN. A gauche : le transfert de polarisation des électrons (issus d’un radical porteur d’électrons
libres) vers la molécule a polariser s’effectue a basse température (1,4°K) dans un champ magnétique de 3T grace a
I'irradiation micro-onde. A droite : représentation des changements de niveau energétiques des spins nucléiares induits par
la PDN conduisant a un signal plus intense en RMN.

Microwave irradiation
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La piece centrale dans I'obtention d’un état hyperpolarisé est la source d’électrons paramagnétiques
constituée par le radical. Les propriétés de résonance des spins électroniques (ou ESR pour Electron
Spin Resonance en anglais) (largeur spectrale et relaxation des ESR) de ce dernier sont des
parametres essentiels dans la qualité de la PDN (Lumata et al. 2012; Lumata et al. 2013). En effet,
plus un radical aura une bande ESR étroite, plus il sera efficace dans la génération d’un état polarisé.
A I'heure actuelle, différents radicaux ont été développés pour la PDN (Figure 41) avec en chef de file

le trityl radical OX063.

COONa
S 5

& . ?

N 5~y s 1
g Van | 54— e b
{d 1 ce_ \ ' e

¥ i - e == -

R A P 1
d-hydroxy-TEMPO 1. R=0H NaoOC" e 5 S COONa |
4-amino-TEMPO 2. R=NH,

5 —S
4 BOPA
3 Trityl
oH
H 1
N _o
0N 0+4-CH,CH,0-] N-O=
M. - 6 | .
FE A TOTAPOL -t e —
e 5 BtnE
N
S«
N
o E |
Wo S e P N
T H
N o
P O o
.; Y 8.870XA | e
N __N. o
e 7 - | Q, i
DOTOPA-TEMPO O A
H H
e ey N 0
[ 1 [ 1] - 9. BTOX
N A ] N.
£ . < a
10. BTUrea
N o i
0N % M=
"o_l —OL"' 3
1 d
bThk N
Q -

12. BDPA-TEMPO

Figure 41. Les principaux radicaux utilisés pour la PDN. (Green et al. 2012)

La forte polarisation de ces radicaux a basse température et champ magnétique élevé est ensuite
transmise a la molécule a polariser grace a une irradiation micro-ondes a la fréquence de résonance
des électrons. La polarisation par PDN est un processus long, avec au minimum 30 a 40 minutes de

temps d’irradiation avant d’obtenir une polarisation proche du plateau maximal. Une fois le plateau
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atteint, la polarisation a I'état solide peut étre maintenue pendant plusieurs heures dans le

polariseur.

Néanmoins, si la PDN est connue depuis le milieu des années 1950, son application in vivo ne vit le
jour que dans les années 2000. En effet, jusqu’a cette date la principale limitation de I'application in
vivo de la PDN était la diminution rapide du taux de polarisation apres le passage a I’état liquide,
diminution liée au temps de relaxation de la molécule marquée et polarisée (T, de I'ordre de la
minute). Le développement en 2003 du premier systeme de dissolution rapide de |'échantillon
polarisé par PDN par I'équipe suédoise de Jan Henrik Ardenkjear Larsen (Ardenkjaer-Larsen et al.
2003) (Figure 42 et 42) a permis de franchir I'étape du passage aux études in vivo avec la méme
année une premiére détection du métabolisme du [1-"*C] pyruvate hyperpolarisé chez I'animal (K

Golman 2003) (Figure 44).

Figure 42. Le sytéme de PDN suivi de dissolution. A gauche : description du premier concept de polariseur par d’apres
(Ardenkjaer-Larsen et al. 2003). 1, Polariseur PDN; 2, pompe a vide; 3, zone d’insertion a température variable; 4, source de
micro-ondes; 5, indicateur de pression; 6, zone d’insertion de I’échantillon; 7, zone d’irradiation micro-ondes; 8, canne
contenant I’échantillon; 9, coupelle contenant I'échantillon; 10, canne de dissolution. A droite : version commerciale de
polariseur (HYPERSENSE®, Oxford Instrument).

A
Signal hyperpolarisé Figure 43. Apport de I'hyperpolarisation 13C sur la
Temps d'acquisition 1s qualité des spectres (d’aprés Ardenkjaer-Larsen et al.,
2003). A) Spectre 3C de 'urée a 'abondance naturelle
aprés hyperpolarisation par PDN (concentration
59,6mM ; polarisation 20%). B) Spectre 13C a I'équilibre
J thermique du méme échantillon acquis a 9.4T a
ey 1;0‘ T3 I1éol R ‘15‘0' 'p‘pn’q tempéra.tl.Jre ambian'ﬁe, signal obtenus aprés 65h
d’acquisition) (angle d’impulsion 13,5°; TR 1s).
B Signal a I’équilibre thermique

Temps d’acquisition 65h

L
170 160 150 ppm
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Pyruvate C,

Lactate /

Cy Pyruvate C, ) Figure 44. Hyperpolarisation par PDN puis dissolution
(hydrate) = ‘ pour la visualisation du métabolisme in-vivo (Golman
e 2003). A gauche : image anatomique du bas du corps du
rat sur laquelle sera posée la coupe pour I'acquisition en
B¢. A droite : suite a I'injection intraveineuse de [1-13(2]
pyruvate (0,79mmol/kg), son métabolisme en pyruvate
hydrate, alanine et lactate peut étre observée. (TR 3s,
angle d’impulsion 10°).

T T T

200 190 180 170 160
PPM

Ainsi par cette technique de PDN et de dissolution rapide, un gain de signal de I'ordre de 10* 3 10’
fois est obtenu, ce qui permet d’obtenir une acquisition de haute qualité, sans interférences, avec un

temps d’échantillonnage réduit a quelques secondes (Ardenkjaer-Larsen et al. 2003) (Figure 43).

Le systeme de dissolution rapide de I’échantillon est essentiel pour le suivi in vivo du métabolisme.
De la méme maniere, plusieurs équipes ont travaillé au développement de systémes automatisés en
sortie du polariseur afin de limiter les temps de transfert entre le polariseur et I'aimant ( Cheng et al.

2013; Reynolds et al. 2014).

La préparation de I’échantillon a polariser est également une étape importante dans |'obtention

d’une bonne polarisation en vue d’une application optimale.

Pour cela, le radical devra étre réparti de maniére homogéne dans I'échantillon afin d’avoir une
meilleur diffusion de la polarisation des spins électroniques vers les spins nucléaires dans I'ensemble
de I’échantillon. Pour obtenir cette répartition dans un échantillon aqueux, du glycérol, du glycol ou
du TRIS sont additionnés afin de prévenir la formation de cristaux lors du refroidissement de
I’échantillon. Du DMSO peut également étre ajouté a la préparation afin d’obtenir une dilution

homogeéne de la molécule a polariser (Karlsson et al. 2012).

De plus, des ions lanthanides comme le gadolinium (Gd*>*) ou encore I'holmium (Ho') peuvent étre
ajoutés a I’échantillon afin d’améliorer la polarisation a I'état solide (Friesen-Waldner et al. 2012;
Gordon et al. 2012). Néanmoins, ces agents restent a ajouter avec précaution car ils induisent une
diminution du T; a de I'échantillon a I’état liquide. Ainsi pour chaque échantillon, une juste
combinaison entre les quantités de radical et d’ions lanthanides devra étre trouvée afin d’optimiser

la polarisation a I'état solide (Figure 45).

—-F2-
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Figure 45. Optimisation de la polarisation du [1-3C] acétate enfonction des concentrations en radical (OX063) et en ions
lanthanides (Gadolinium, Gd3+) (Karlsson et al. 2012).

L’équipe Suisse de Geoffrey Bodenhausen et Sami Jannin propose un autre processus d’optimisation
de la PDN : la polarisation croisée ou cross polarisation. Cette technique profite de la plus forte et
plus rapide polarisation des protons pour transférer leur polarisation vers le **C voisin (Jannin et al.
2011; Bornet et al. 2012). Ainsi la deutération des échantillons et/ou du solvant permet d’augmenter

les capacités de la cross polarisation pour I'optimisation de la PDN (Vuichoud et al. 2014).

Cette méthode de polarisation est donc une nouvelle technique prometteuse permettant une
visualisation en temps réel des voies métaboliques in vivo a partir d’'une molécule précurseur
marquée au “C et hyperpolarisée. Si son principal inconvénient reste le temps de relaxation T1
relativement court a I’état liquide, le gain de signal obtenu reste trés supérieur a la spectroscopie
3¢ classique et en fait un bon outil pour le suivi des réactions métaboliques en temps réel. Le
caractére temporaire et bref de cet état rend indispensable le développement de méthodes

rapides de détection du signal.

c) Séquences de SRM et d’imagerie du
métabolisme pour La PDN,

En effet, différentes stratégies ont été mises en place afin de préserver au maximum le signal de

RMN généré par PDN tout en respectant des temps d’acquisition trés cours.

Parmi celles-ci on trouve des séquences utilisant un échantillonnage compressé ou compressed
sensing en anglais (Hu et al. 2008; Larson et al. 2011; Park et al. 2013). Cette méthode d’acquisition
des données a pour but de reconstruire le signal a I'aide d’'un minimum de mesures. Elle permet ainsi

une accélération de I'encodage des images sans augmenter le temps acquisition mais en améliorant
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sensiblement la résolution spatiale. Elle est utilisée pour I'acquisition des données CSI en

hyperpolarisation.

Des stratégies de préservation du signal du produit polarisé injecté ont également été mises en
place. Ce sont les séquences SPSP pour Spectral-Spatial excitations en anglais. Ce type de séquence
permet le réglage spatial et spectral des impulsions afin d’exciter de maniére moindre le précurseur
hyperpolarisé injecté et d’exciter ses métabolites avec un angle d’impulsion plus élevé afin
d’augmenter le rapport signal sur bruit (Larson et al. 2008; Lau et al. 2011; Schulte et al. 2013;
Schmidt et al. 2014).

Un autre type de séquence est I'IDEAL spiral CSI (/terative Decomposition of water and fat with
Least-square Estimation spiral Chemical Shift Imaging) (Wiesinger et al. 2012). Dans ce design de
séquence, chaque excitation est suivie par un module unique permettant I'encodage spatial et
spectral grace a une variation de temps d’écho entre chaque excitation. Cette nouvelle séquence
permet une acquisition tres rapide du signal a | ‘origine d’un gain en résolution temporelle et spatiale

des cartes métaboliques.

Plus récemment, les derniers développements visent a optimiser la détection du signal en fonction
du T, de chague molécule polarisée en faisant varier les angles d’impulsion. Ce type de séquence a
pour but de préserver le signal en début d’acquisition (angles d’impulsions faibles) et de récolter le
maximum de signal en fin d’acquisition (angles d’impulsions élevés) en faisant varier les angles

d’impulsion entre chaque impulsion et entre les métabolites (Xing et al. 2013).

3, Application de La PDN pour la visualisation du
métabolisme in-vivo

De nombreuses molécules peuvent ainsi potentiellement étre hyperpolarisées, cependant pour une

étude du métabolisme in vivo, celles-ci doivent répondre a un certain nombre de critéres tels que :

* Avoir une solubilité élevée et la capacité a se transformer en glace a I'état solide.

* Disposer d’'un temps de relaxation (T1) relativement long a I’état liquide.

* Traverser rapidement la membrane plasmique des cellules.

* Avoir un métabolisme rapide dont le(s) produit(s) de la réaction posséde(nt) un
déplacement chimique assez grand afin de pouvoir distinguer la molécule injectée des
métabolites. De plus, la réaction ne doit pas entrainer la formation de produit

potentiellement toxique.

._.2"4_...
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Ces criteres sont une premiere restriction dans le choix d’une molécule a hyperpolariser dans le

cadre du suivi du métabolisme in vivo en *C-SRM (Brindle et al. 2011).

a) Le pyruvate hjlper,vol.artse'

(1) Précurseur de choix

Le [1-"3C] pyruvate constitue un métabolite de choix dans les études d’hyperpolarisation. En effet,
c’est un intermédiaire commun a plusieurs voies métaboliques et cataboliques majeures dans les

cellules (Figure 46).

/ 1\

Transamination Oxidative Reduction

/ decarboxylation \
AcotyiCon

Figure 46. Voies impliquées dans le métabolisme du glutamate (Golman et al. 2006).

Suite a une injection intraveineuse de pyruvate, celui-ci est rapidement et completement métabolisé.
En fonction du statut énergétique des cellules du tissu étudié, le pyruvate pourra étre converti a
différents degrés en alanine, lactate via respectivement I'action de I'alanine aminotransférase et de
la lactate deshydrogénase et/ou encore en CO, lors de la réaction de synthése de I'acétyl-co-A
(Golman et al. 2006). Outre sa métabolisation rapide, le pyruvate répond aux critéres éligibles pour la

polarisation et un suivi in-vivo en SRM (T; long de 60s in-vitro et 25s in-vivo).

—-f -
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(2) Les études de PDN  sur le
métabolisme du pyruvate in-vivo

La transformation du [1-**C] pyruvate hyperpolarisé est le métabolisme le plus largement étudié par
PDN. Le suivi de sa métabolisation a été réalisé dans de nombreux organes, en condition normale

et/ou en condition pathologique associée ou non a une thérapie.

On retrouve notamment I'étude du métabolisme du [1-**C] pyruvate au niveau hépatique (Spielman
et al., 2009 ; Hu et al., 2009), cardiaque (Merritt et al. 2007; Schroeder et al. 2009; Schroeder et al.
2010; Schroeder et al. 2011; Josan et al. 2013), rénal (Kohler et al. 2007; Xu et al. 2011), prostatique
(Lupo et al. 2010), in vitro (Gallagher et al. 2008; Keshari et al. 2013) et in vivo dans des tumeurs
(Day et al. 2010; Larson et al. 2010; Chaumeil et al. 2012; Park et al. 2011b; Park et al. 2013).

Le [1-"3C] pyruvate est utilisé pour la premiére fois dans I'étude du métabolisme cérébral en 2010. Ce
sont les travaux de Hurd et de Marjanska qui ont montré en premier qu’a partir d’'une injection
périphérique de [1-"3C] pyruvate hyperpolarisé, le signal du pyruvate est non seulement détectable
dans le cerveau mais que de plus, ses métabolites (lactate et pyruvate hydrate) sont visibles (Hurd et

al. 2010; Marjanska et al. 2010).

1-13C
Lactate 1-13C
Pyruwvate
1-13C Bicarbonate
Pyruvate 1-13¢C
hydrate Alanine

Impurité

Figure 47. Premiers résultats de PDN obtenus dans le cerveau (Marjanska et al. 2010). Suite a I'injection périphérique de
[1-13C] pyruvate hyperpolarisé, sa visualisation et son métabolisme peuvent étre observés dans le cerveau.

La visualisation du pyruvate au sein du cerveau constitue une grande avancée dans I'étude du

s . Yoe 1 \ . . s 7 . s
métabolisme cérébral en *C SRM. En effet, a la suite de ces premiers travaux, une étude réalisée sur

- &
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la réponse des tumeurs gliales a la radiothérapie a permit de déterminer de nouveaux marqueurs

permettant d’évaluer I'efficacité du traitement (Day et al. 2010; Park et al. 2011a).

(3) Le premier essai clinique

Suite au développement de la PDN pour le suivi du métabolisme chez I’'animal, le futur de la PDN vise
a introduire cette technique pour I'étude du métabolisme chez 'Homme. En effet, les informations
apportées par la PDN ont montré leur étendue notamment pour le diagnostique tumoral et

I’évaluation de I'efficacité des stratégies thérapeutiques.

Cependant, le passage de la PDN du laboratoire a la recherche clinique requiert I'optimisation du
systeme de polarisation afin de pouvoir fournir de plus gros volumes de produits polarisés, exempt
de toute contamination biologique et/ou chimique. C’est a nouveau le groupe de Jan Henrik
Ardenkjear-Larsen qui mit au point le premier polariseur stérile utilisable pour la recherche clinique.
Ce nouveau polariseur est doté d’un systeme unique ou 4 échantillons peuvent étre polarisés en
méme temps afin d’augmenter le rendement nécessaire pour une utilisation en clinique. Chaque
échantillon est préparé de maniére stérile et une fois introduit dans le polariseur va suivre un circuit
stérile jusqu’au processus de dissolution. Le systeme de dissolution est également adapté afin de
pouvoir produire des volumes de solution allant jusqu’a 60ml. En sortie du polariseur, le radical
comportant les électrons libres est filtré afin de permettre I'injection du produit polarisé au patient.
De plus, ce systéme dispose d’une technologie permettant de réduire la consommation d’hélium. On

retrouve désormais ce polariseur commercialisé sous le nom de SPINLab™ (Figure 48).

- -
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Figure 48. Photo du polariseur SPINlIab™ développé par General Electric et utilisé pour les applications cliniques chez
I’Homme de la PDN.

Le premier prototype a été installé a I'Université de Californie a San Francisco (UCSF) ou il fat utilisé
pour la premiére (et la seule a ce jour) étude sur I’'Homme, sur des patients présentant un cancer de

la prostate (Nelson et al. 2013). Les résultats sont présentés en Figure 49.

B o LDH c Prostate cancer region D ¢ lateral prostate regi
OH f\ H 125 125
o) NADH NAD*
Pyruvate Lactate & 100 = | actate @ 100
] == Pyruvate ]
Cancar Pyruvate S y o
2 2
Lactate B s S
o o
n i
25 25
Normal
Ve o oo siotunth ol
) 50 100 150 200 0 50 100 150 200
NS S s :
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Figure 49. Résultats obtenus pour la premiére étude de PDN réalisée chez I'Homme. A) Imagerie T, de la prostate d’un
patient présentant un cancer (repéré en imagerie par les fleches rouges). La position des coupes pour |'acquisition 13¢C est
représentée en bleu pour la coupe passant par le tissu sain et en jaune pour celle contenant la tumeur. B) En haut, réaction
de métabolisation du [1-13C] pyruvate en [1-13C] lactate. En bas, signal obtenu sur l'injection de [1-13C] pyruvate
hyperpolarisé. On voit la présence du pic de lactate uniquement pour la coupe passant par la tumeur. C) et D) Evolution du
signal dans la région de la prostate présentant la tumeur ou dans la partie saine.

Cette étude pionniére a montré la faisabilité de la PDN chez ’'Homme et étend ainsi les capacités

de diagnostique en RMN.

—_— -
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b) Les aulres précurseurs hyperpolarisés par
FDN

Depuis I'’émergence de la PDN couplée a la dissolution, de nombreuses molécules ont été
hyperpolarisées par PDN et suivies en SRM. Les précurseurs hyperpolarisés sont notamment des
intermédiaires du cycle TCA. On citera en particulier I’hyperpolarisation du pyruvate, du fumarate et
de la-cétoglutarate (AKG). D’autres voies métaboliques suscitent l'intérét des chercheurs
notamment pour I'étude du statut tumoral comme le kéto-isocaproate (KIC), la glutamine et le
glutamate. Dernierement, I’hyperpolarisation par PDN du glucose ouvre une nouvelle voie pour
I’étude du statut énergétique des cellules. Ces précurseurs hyperpolarisés sont référencés dans le

Tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2. Principaux précurseurs hyperpolarisés par DNP et détectés in vivo

Taux de Métabolisme suivi Références
p <taboli i/ fa
polarisation enzyme
[1-q) pyruvate 25-30% Glycolyse (Golman et al. 2006; Day et al. 2007; Chen et
LDH/PDH al. 2007; Albers et al. 2008; Hurd et al. 2010;
Hu et al. 2012; Butt et al. 2014)
[2-Pc] pyruvate 25-30% Cycle TCA (Hu et al. 2012; Barb et al. 2013; Mishkovsky,
LDH/PDH Comment, and Gruetter 2012; Hurd et al.
2012; Marjanska et al. 2010)
[1-13C] éthyl pyruvate 25-28% Métabolisme cérébral (Hurd et al. 2010)
[1-*C] lactate 6-7% LDH (Chen et al. 2008)
icarbonate -15% p allagher et al.
3C bicarb 12-15% H (Gallagh . 2008)
Adenyle cyclase
-°C] glutamine -34% utaminase allagher et al. ; Cabella et al.
[5-2cl gl i 5-34% Gl i (Gallagh |. 2008; Cabell . 2013)
[1-13C] glutamate 28% GDH (Gallagher et al. 2011)
,4-7"C,] fumarate -20% écrose arlsson et al. ; Clatworthy et al. ;
[1,4-2C,] f 15-20% Né (Karl 1. 2009; CI h 1. 2012
Furamase Mignion et al. 2014)
- eshydroxy A ynthése vitamine ohndiek et al. ; Keshari et al.
[1-c] deshyd 10% Synthése vitamine C  (Bohndiek et al. 2011; Keshari et al. 2013)
ascorbate
[1-13C] AKG 16-19% IDH/GDH (Chaumeil et al. 2014; Chaumeil et al. 2013a)
[1-13C] KIC 15% BCAT (Butt et al. 2012; Josan et al. 2012; Billingsley
et al. 2014)
[U-2H, U-13C] glucose 15% Glycolyse (Rodrigues et al. 2014)

—-F D
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4, A Lla recherche de nouveaux récurseurs
Aintérét en RMN our Lla visualisation du
métabolisme cérébra dans Lla maladie de
Parkinson,

a) Métabolites d’intéréts

Ainsi de nombreux précurseurs peuvent étre hyperpolarisés par PDN et suivis en RMN. Dans notre
étude, comme vu précédemment, la dénervation dopaminergique entraine une modification du
métabolisme glutamatergique dans le striatum chez des animaux modeles de la maladie de
Parkinson. Ces changements sont associés a des modifications de I'interaction neurone-glie au niveau
des synapses glutamatergiques impliquant potentiellement le cycle glutamate-glutamine. Donc
I’étude de ces modifications par PDN requiert le choix d’'un précurseur permettant d’apprécier de
facon dynamique l'activité du cycle glutamate-glutamine in vivo. Il doit également répondre aux

critéres de choix liés a la technique d’hyperpolarisation par PDN.

La majeure limitation a 'utilisation de la PDN est la perte rapide de la polarisation. En effet, a I'arrét
de l'irradiation micro-ondes, la polarisation va rapidement tendre a retrouver son état d’équilibre. Il
. . 13 7 kN .
faut donc prendre en compte I'environnement atomique du ~°C de la molécule a polariser. On
T3 . , e 13 . ,
préferera donc cibler une molécule dont le carbone marqué au ~°C sera situé dans un groupement

carboxyl (COOH) dont le Tq est de I'ordre de 20 a 40s (pour les autres carbones le T; serait plus court)

(Gallagher et al., 2008).

Face a ces impératifs, 4 molécules ont donc retenu notre attention : le pyruvate, I'AKG, la glutamine

et le glutamate (Figure 50).
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Figure 50. Représentation du cycle TCA et des potentiels précurseurs pouvant étre hyperpolarisés par afin de suivre in
vivo de fagon dynamique le cycle glutamte-glutamine.

(1) Le pyruvate

Si la polarisation du [1-"*C] pyruvate est bien connue, son marquage en C1 est perdue avant son
entrée dans le cycle TCA rendant impossible la visualisation du glutamate via ce précurseur.
Cependant son marquage en position C2, entre dans le cycle TCA et pourrait permettre

potentiellement a son marquage de venir intégrer le glutamate et la glutamine en position C1.

Cette possibilité a été démontrée pour la premiere fois dans une étude réalisée ex vivo a trés haut
champ (11,7T) sur un cceur perfusé (Schroeder et al. 2009). L’étude menée par la suite sur le cerveau
n’a pas montré la possibilité de visualiser la synthése de glutamate & partir de [2-"*C] pyruvate
hyperpolarisé (Marjanska et al. 2010). Cependant, plus récemment, I'optimisation des gradients sur
un aimant 3T couplée a une nouvelle stratégie d’acquisition des données (séquence a angle
d’impulsion variable) a permis la visualisation du glutamate dans le cerveau a partir de [2-C]

pyruvate hyperpolarisé (Park et al. 2013).
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Figure 51. Spectre '3C obtenus dans le cerveau du rat apres injection de [2-13C] pyruvate hyperpolarisé (Park et al. 2013).
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Figure 52. Représentation des métabolites du cycle TCA visibles dans le cerveau du rat apreés injection de [2-13C] pyruvate

Ainsi, s’il est possible de suivre I'apparition du glutamate dans le cerveau apreés injection de [2-C]
pyruvate hyperpolarisé, cette méthode requiert un systeme optimisé pour la détection du signal. De
plus, le [2-°C] pyruvate hyperpolarisé semble un précurseur trop en amont dans le cycle TCA pour

pouvoir détecter de fagon optimale le cycle glutamate-glutamine in vivo a 3T (Figure 50) (Schroeder

et al. 2009).

—02



Chapitre 2 : Imagerie hon invasive de la maladie de Parkinson

() L’AKG

Intermédiaire du cycle TCA, 'AKG est un précurseur direct de la synthése de glutamate au niveau

neuronal (Figure 50 et Figure 53).

AKG (%@ wele) Glutamate

| NADPH+H'  NADP' |
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CHz éHz
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Figure 53. Synthése de I'AKG en glutamate via la glutamate deshydrogénase (GDH)

L’hyperpolarisation du [1-*C] AKG est décrite pour la premiére fois par Myriam Chaumeil en 2013
dans un travail réalisé sur les animaux porteurs de tumeurs cérébrales de type gliomes (Chaumeil et
al. 2013a). Dans cette étude, un taux de polarisation de 17% est obtenu aprés 1h de polarisation par
PDN avec un T; de 52#4s. L'injection systémique conduit a 'apparition de son produit hydraté ([1-C]
o ceto-glutarate hydrate) et de [1-">C] 2-hydroxyglutarate dans le cerveau d’animaux porteur d’un
gliome ayant une mutation du géne de l'isocitrate deshydrogénase (IDH). Ce dernier métabolite n’est
pas retrouvé chez les animaux non porteurs de la mutation permettant ainsi de discriminer le statut
de la tumeur cérébrale. Le travail récent de la méme équipe compléete cette étude (Chaumeil et al.
2014). Les auteurs montrent pour la premiére fois que le [1-"*C] glutamate peut &tre visualisé in vivo

suite a I'injection systémique de [1-"*C] AKG (Figure 54).
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Figure 54. Hyperpolarisation du [1-3C] AKG et visualisation de son métabolisme in vivo. A gauche : dans cette étude, des

rats porteurs de gliomes ayant une mutation ou non du géne de l'isocitrate deshydrogénase (mutation U87IDH). Expérience

réalisée a 3T avec un FA de 25°, une image acquise toutes le 5s avec une résolution de 5x5mm~. A droite : représentation

des voies métaboliques impliquées. La mutation U87IDH est associée a une baisse de la conversion de I’AKG en glutamate

(Chaumeil et al. 2014).

Cependant, dans cette étude, méme a haut champ (11,7T) et in vitro, le métabolisme de la glutamine
n’est pas visible. En effet, I'injection du [1-*C] AKG hyperpolarisé n’entraine qu’une faible synthése
de [1-*C] glutamate hyperpolarisé. La glutamine nécessitant une autre étape de synthése il est

possible que son signal soit en deca des seuils de détection.
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Figure 55. Représentation empilée des spectres acquis in vitro dans une culture cellulaire de cellules tumorales non
mutées pour le géne IDH1 (U87IDHwt). Spectres acquis a 11,7T, FA 13°, TR 3s (Chaumeil et al. 2014).

Ainsi, au vue de ces résultats, nous avons décidé de se focaliser directement sur le glutamate ou la

glutamine elle méme afin de suivre leur métabolisme.
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(3) La glutamine

La glutamine est hyperpolarisée par PDN pour la premiére fois en 2008 dans le travail de Ferdia
Gallagher réalisé sur des cellules issues de tumeurs hépatiques (Gallagher et al. 2008). Dans cette
étude, une polarisation de la [5-"3C] glutamine de I'ordre de 5% est obtenue aprés 2h de polarisation.
Son temps de relaxation est également trés court avec un T, estimé a 16,1s. Ferdia Gallagher et ses
collaborateurs étudient le métabolisme de la glutamine in vitro dans des cellules hépatiques saines
ou tumorales. En effet, les hépatocytes sont des cellules riche en glutaminase et il est intéressant
d’étudier ce métabolisme dans le cadre de tissus tumoraux, le métabolisme de la glutamine étant
influencé notamment par les oncogénes. Ainsi cette étude montre pour la premiere fois la
visualisation de la synthése de glutamate a partir de [5-">C] glutamine hyperpolarisée par PDN
(synthese exacerbée dans le modéle de tumeur hépatique (HepG2) comparé aux cellules hépatiques
saines). Par la suite la détection du métabolisme de la glutamine en glutamate fit montrée in vivo

toujours dans un modele de tumeur hépatique (Cabella et al. 2013) (Figure 56).
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Figure 56. Métabolisme de la [5-13C] glutamine hyperpolarisée par PDN in vivo, chez le rat, dans une modéle de tumeur
hépatique. A gauche: image anatomique T, de la tumeur hépatique. A droite: spectre de la [5-2q] glutamine
hyperpolarisée (178,8ppm) et de son métabolite le [5-2q] glutamate (182,3ppm) obtenu a 3T avec une antenne de surface
(FA 10°, spectre acquis 20s apreés I'injection de glutamine hyperpolarisée).

Cependant, dans ce travail, les auteurs montrent les difficultés d’utilisation de la glutamine
hyperpolarisée d’une part par son processus de polarisation trés long (de 2h pour I'étude de F.
Gallagher en 2008 a 5h dans ce travail) pour un temps de relaxation court (de I'ordre d’une vingtaine

de secondes) et d’autre part pour la production non désirée d’intermédiaire comme le
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pyroglutamate (forme cyclisée du glutamate ayant un déplacement chimique trés proche de celui du

glutamate) pouvant géner la visualisation du glutamate.

Face a ces difficultés de polarisation et son T; trés court, nous nous sommes finalement orientés vers

la polarisation du glutamate lui-méme.

(4) Le glutamate

En effet, le glutamate présente I'avantage d’étre facilement polarisable, avec un taux de polarisation
atteignant 28%, et d’avoir un T, relativement long (T, 33,9+7s) permettant sa détection in vivo
(Gallagher et al. 2011). Etudié dans les tumeurs hépatocytaires, I'injection de [1-*C] glutamate
hyperpolarisé conduit a la visualisation de I’AKG dans ces cellules. Si a I’heure actuelle, la polarisation
du glutamate n’a pas été reproduite pour des études in vivo, ces capacités de polarisation en font un

bon candidat pour le suivi de son métabolisme en glutamine in vivo.

Dans le cadre d’une étude du métabolisme cérébral, un critére supplémentaire, et non des
moindres, est a prendre en compte. C’est la capacité d’'une molécule a passer la barriere hémato-

encéphalique (BHE).

b) Challenge du passage de la BHE

(1) Découverte de la BHE

La découverte de la BHE remonte 2 la fin du 19°™ siécle grace aux travaux de Paul Erlich. Dans cette
expérience, il injecta un colorant hydrosoluble dans le sang et constata que celui-ci marque tous les
organes sauf le systéme nerveux central. Sa conclusion de I'époque f(it que cette absence de
coloration venait du fait que le cerveau « ne prenait pas » la coloration. La notion de BHE n’émergea

réellement que quelques années plus tard suite aux travaux de Goldmann en 1913. En effet, il

montra qu’apres une injection de bleu Trypan dans le liquide cérébro-spinal seul le cerveau prenait

la coloration. Il existe donc une barriere imperméable aux colorants séparant le systéme nerveux

central du reste de I'organisme.

] S
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Figure 57. Edwen Ellen Goldmann et la découverte de la barriere hémato-encéphalique. A gauche : portrait Edwen Ellen
Goldmann (1862-1913). A droite: lllustration de la découverte de la barriere hémato-encéphalique par Goldmann. Le
systeme nerveux central d’un jeune lapin est représenté en vue dorsale (A) et ventrale (B). La coloration au bleu trypan de
tout le systeme nerveux central sauf au niveau du parenchyme cérébral suggere une absence de pénétration de la
coloration dans le cerveau di a la présence d’une barriére imperméable : la barriere hémato-encéphalique (d’apres
Bentivoglio and Kristensson 2014).

(2) Structure de Lla BHE

La BHE est une membrane semi-perméable formée par une couche de cellules endothéliales qui
tapisse capillaires cérébraux. Ces cellules endothéliales sont associées par des jonctions serrées
créant ainsi une barriére infranchissable pour de nombreuses molécules. Classiquement, les
molécules possédant un poids moléculaire élevé et/ou peu lipophile et/ou chargées électriquement
ne peuvent pas pénétrer dans le systéme nerveux central. Seules certaines molécules pourront la
traverser. C'est le cas des molécules tres lipophiles qui peuvent passer via un transport facilité.
D’autres molécules telles que le glucose et les acides aminés pourront franchir la barriere via des

transporteurs spécifiques (Abbott et al 2006) (Figure 58).
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Figure 58. Structure de la BHE (Abbott et al. 2006).

(3) Réle de la BHE

La BHE constitue une barriere imperméable a de nombreuses molécules. Ainsi la BHE va avoir un
role de protection du cerveau contre les substances sanguines provenant du reste de I'organisme et
pouvant endommager les cellules cérébrales. Cette barriere va également permettre le maintient
d’un environnement constant en protégeant le systeme nerveux central des variations importantes

des concentrations en ions, en neuro-transmetteurs et en neuro-hormones.

Pour I'étude du métabolisme cérébral en SRM du *C hyperpolarisé il faudra que la molécule
hyperpolarisée passe rapidement la BHE soit de part ces propriétés lipophiles soit de part la

présence d’un transporteur efficace ou encore par induction de I’ouverture de cette barriére.

(4)  PDN, BHE et métabolisme

La BHE présente une des principales limitations a I'utilisation de la PDN pour la visualisation du
métabolisme cérébral en SRM. En effet, la molécule polarisée devra pouvoir passer rapidement la
BHE, dans la fenétre de temps permise par son T, afin de lui permettre d’atteindre le cerveau et d’y

étre métabolisée dans les neurones ou les cellules gliales.
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Les molécules hyperpolarisées par PDN et étudiées a ce jour in vivo dans le cerveau sont : le [1-C]
pyruvate et I'ethyl pyruvate (Hurd et al. 2010), le [1-"*C] KIC (Butt et al. 2012) et le [1-"*C] AKG
(Chaumeil et al. 2013b; Chaumeil et al. 2014).

Si I'on prend I'exemple du [1-2C] pyruvate, molécule possédant un transporteur a la BHE (Halestrap
and Price 1999), méme a la dose maximale injectable (80mM), seul 1ImM se retrouve dans le cerveau
(Hurd et al. 2010). C’est pourquoi, dés les premiers essais de détection du pyruvate dans le cerveau,
les chercheurs ont tenté de cibler des molécules passant plus facilement la BHE. C’'est le cas par

exemple de I’éthyl pyruvate (Hurd et al. 2010).

Pour I'étude du métabolisme par PDN, il faudra donc choisir un métabolite capable de passer
facilement la BHE. Une autre stratégie consiste a induire une rupture temporaire de la barriere

hémato-encéphalique.
Pour cela différentes techniques existent :

* L’injection d’une solution hyperosmolaire de mannitol ou d’arabinose. La solution
hyperosmolaire va entrainer, au contact des cellules endothéliales de la BHE, une rupture
des jonctions serrées permettant ainsi une ouverture temporaire de la BHE sur une durée
moyenne de 10min. Cette technique est la plus largement décrite dans la littérature, pour

revue voir (Rapoport 2000).
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Figure 59. Principe de la rupture de la BHE par injection d'une solution hyperposmolaire de mannitol 25%. A) en condition
normales, certaines molécules (en orange) ne peuvent pas franchir la BHE. B) I'injection d’une solution hyperosmolaire de
mannitol va induire une induire au niveau des cellules endothéliales de la BHE choc osmotique qui va conduire a la rupture
des jonctions serrées entre ces cellules. Ainsi, certaines molécules pourront désormais franchir la BHE pour atteindre le
cerveau.
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e |'utilisation d’ultrasons afin d’induire une rupture focale et transitoire de la BHE (ou FUS

pour Focused UltraSound en anglais). Récemment, des systemes d’ultrasons, compatibles

avec l'imageur IRM, ont été mis en place (Kinoshita et al. 2006; Wang et al. 2009; Aryal et al.

2014). Leur utilisation couplée a injection de micro-bulles dans le sang conduit a une rupture

focale de la BHE par sonication des micro-bulles.
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Figure 60. Rupture transitoire de la BHE induite par les ultrasons. A) Schéma du systéme de génération des ultrasons, IRM
compatible. B) En haut : les ultrasons entraine une rupture temporaire de la BHE révélée en imagerie par un hyper signal du
aux agents de contraste. En bas a gauche : validation de la rupture de la BHE par coloration au Bleu Evans. En bas a droite :

aucune lésion n’est visible aprés coloration a I’hématoxyline-éosine (Kinoschita et al. 2006).

¢ L'utilisation d’anticorps dirigés contre des antigénes de la BHE. Cette technique permettrait

une ouverture de la BHE sur une durée de 2,5h (Lu et al. 2010). Cependant peu d’études

utilisent cette technique a I’heure actuelle.
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Ainsi, dans cette seconde partie de ce projet de thése, nous avons choisi de mettre au point une
nouvelle stratégie pour le suivi du métabolisme glutamate-glutamine grace a la PDN couplée a la
SRM du *C. Afin de cibler directement ce cycle, le précurseur choisi pour la PDN est le glutamate
hyperpolarisé. Le glutamate ne traversant pas la BHE, un protocole de rupture de la BHE par injection
d’une solution hyperosmolaire de mannitol a été mis en place. Le développement de cette nouvelle

méthodologie a été réalisé dans ce travail de thése sur des animaux controle.

Les travaux réalisés au cours de ce projet de thése font I'objet de 2 publications scientifiques. La
premiére est en cours de revue dans le journal Annals of Neurology. La seconde est en préparation

avant soumission.
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Article 1

*

La specéroscopée Au Froéom pour le déagmvsééque
et lévaluation de l'efficacité du braitement
dans la maladie de Parikinson
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Avant-propos

Comme nous venons de le voir dans la partie comportant les rappels de bibliographie I'examen
diagnostique de la maladie de Parkinson reste a I’heure actuelle principalement basé sur des critéres
cliniques. Si I'imagerie TEP et SPECT permettent I’évaluation de la dénervation dopaminergique, ces
techniques restent peu exploitées en raison notamment de leur co(t élevé et leur caractére invasif
liés a l'injection de produits radio-marqués. En revanche, I'IRM est une des techniques d’imagerie
diagnostique la plus largement utilisée en clinique. Doublement informative, elle apporte des
renseignements autant structuraux grace a I'lRM, que métaboliques grace a la SRM, permettant ainsi

le diagnostique et la caractérisation des modifications d’une structure en situation pathologique.

Dans la maladie de Parkinson, la perte des neurones dopaminergiques de la SN n’entraine pas de
modifications structurales majeures visibles rapidement en IRM. Néanmoins, les études réalisées
chez des animaux modeles de la maladie ont montré des adaptations du métabolisme
glutamatergique dans le striatum suite a la perte des neurones dopaminergiques dans la SN. Ces
études menées en électrophysiologie, microdialyse et SRM au niveau du striatum montrent une
augmentation de la transmission glutamatergique en provenance du cortex associée a une plasticité
synaptique et des modifications du microenvironnement glial suggérant une implication du cycle
glutamate-glutamine dans la pathologie. De plus, un traitement aigue a la L-dopa entraine une

normalisation des concentrations élevées en glutamate.

Ces observations effectuées en recherche pré-clinique nous ont conduit a la formulation des

interrogations suivantes:

* Les changements du métabolisme glutamatergique observés en SRM chez les modeles
animaux de la maladie de Parkinson sont-ils retrouvés chez I'Homme ? D’autres
changements peuvent-ils étre observés ?

* Si des variations existent, peuvent-elles étre utilisées comme des marqueurs diagnostiques
de la maladie ?

* Quel est I'impact des traitements dopaminergiques sur le métabolisme cérébral chez les

patients parkinsoniens ?
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Ainsi dans ce premier travail, I'objectif est de comparer le profil métabolique de patients
parkinsoniens a celui de volontaires sains afin d’identifier des marqueurs permettant de
diagnostiquer la maladie par SRM du 'H. Dans cette étude, nous avons choisi de suivre également
la réponse métabolique a la prise du traitement dopaminergique afin d’identifier des marqueurs

permettant d’évaluer la réponse thérapeutique.

Aux vues de la littérature sur les changements glutamatergique ayant lieu chez I'animal modéle de Ia
maladie, une attention particuliére a été portée a I'évaluation des concentrations en glutamate et
glutamine dans le cerveau. Pour cela, une approche de SRM du "H monovoxel & temps d’écho court
(29ms) a été réalisée. Le voxel de 1cm? est placé au niveau du putamen. L’acquisition est réalisée de
facon bilatérale. 20 patients parkinsoniens ont été recrutés pour cette étude et comparés a 20
volontaires sains appariés en age et en genre. L’examen chez les patients parkinsoniens est effectué
apres une période de 12h sans prise de traitement et 1h apres la prise de 200 mg de L-dopa. Afin
d’évaluer I'effet du traitement sur le métabolisme cérébral, le design de I'étude a été réalisé selon un
schéma de cross over randomisé La quantification des métabolites a été effectuée par rapport au

signal interne de I’eau grace au logiciel LCModel.

Cette étude a révélé des changements métaboliques au sein du putamen, notamment une baisse
significative des concentrations en M-Ins, NAA et tCr chez les patients parkinsoniens comparé aux
individus sains. Cependant, contrairement aux résultats obtenus chez I'animal nous n’avons pas
observé de modifications des taux de glutamate et glutamine dans le cerveau des patients
parkinsoniens comparé aux volontaires sains. Si le traitement dopaminergique n’a pas d’effet sur la
concentration en M-Ins, on assite a une normalisation des concentrations en tNAA et tCr suite a la

prise de L-dopa.

Ainsi les modifications des concentrations en NAA et tCr suggerent des modifications du statut
énergétique des cellules avec une restauration du phénotype suite a la prise de L-dopa. De fagon
intéressante, une baisse significative de la concentration en M-Ins est observée. Cette diminution

pourrait représenter le vestige d’une hyperactivité glutamatergique passée.

Ce travail, soumis a annals of neurology le 19 Juin 2014, est actuellement en cours de relecture par

le journal.
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Abstract

Objective: To assess the neurochemical profile in the putamen of parkinsonian patients under L-
DOPA treatment (drug-ON) or after a withdrawal of L-DOPA medication (drug-OFF) compared to
healthy volunteers in order to identify biomarkers of Parkinson’s disease sensitive to dopaminergic

treatment.

Methods: For this, a short-echo-time (29 ms) single-voxel (1cm3) 1H MRS approach was used at 3T to
explore metabolic profile in the putamen of patients with Parkinson’s disease. Spectra obtained from
20 healthy volunteers were blindly-compared to 20 parkinsonian patients in drug-ON and drug-OFF
conditions to evaluate the accuracy of biomarkers for Parkinson’s disease diagnosis and for the

evaluation of L-DOPA treatment efficacy in a randomized cross—over study.

Results: Analysis with LC model showed significantly lower putamen concentrations of tNAA, tCr and
m-Ins in drug-OFF parkinsonian patients compared to healthy volunteers (p<0.01). Moreover, L-
DOPA treatment restored tNAA and tCr levels (p<0.01) while m-Ins levels remained unchanged. No

changes in Glx and Cho were observed in drug-OFF or drug-ON condition compared to controls.

Interpretation: We identified three biomarkers of Parkinson’s disease in the putamen (tNAA, tCr, m-
Ins). Despite promising results with MRS on animal models of Parkinson’s disease, short-echo-time
1H MRS was unable to identify GIx modifications in our patient cohort. However, after studying the
role of m-Ins in the central nervous system, we concluded that m-Ins could indirectly reflect the

glutamine pools inside the putamen and might thus be used as a marker of Parkinson’s disease.
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the degeneration of
dopaminergic neurons inside the subtantia nigra pars compacta, leading to the appearance of motor
troubles®. Currently, PD diagnosis is still based on clinical signs, with a clinical diagnosis accuracy less
than 90%”. Thus, it is crucial to identify markers that allow early accurate diagnosis of PD, assessment

of progression rate and evaluation of responsiveness to treatment.

MRS can measure brain metabolite concentrations in a structure of interest and thus track
neurochemical alterations in a disease context. In PD, 'H MRS studies performed on the SN of
parkinsonian patients have shown contradictory results® *. A study found no difference in tNAA/tCr
ratio between patients with Parkinson’s disease and controls5 whereas recent works using 3D MRSI
showed rostral-to-caudal variation in tNAA/tCr ratio in patients with a clear differentiation between
idiopathic PD and atypical parkinsonian syndromes*®. Differences in SN metabolite levels®® could be
due to the poor SNR in this deep structure with high iron content. Consequently, efforts to identify
markers of PD have turned to structures like the striatum to which the SN is known to send dense

dopaminergic afferent projection’.

In the putamen, 'H MRS spectra have shown a lower tNAA/tCr ratio in parkinsonian patients

9 10 11 12

compared to healthy controls® whereas other studies observed no change . Absolute

guantitation after short-echo-time 1H MRS have shown no change in GlIx or in individual Glu and GlIn

levels®

. However, at 7T, Parkinson’s disease patient putamen showed significantly higher GABA
than controls®. The only *H MRS study (led at 1.5 T) assessing role of L-DOPA in human cerebral
metabolism failed to show a change of tNAA, tCr and tCho levels after acute L-DOPA

administration®.

Higher-magnetic-field MRS studies in rodent models of Parkinson’s disease found alterations in

14 15 16

several metabolites such as GABA, Glu and GIn in the putamen and animal studies have shown

that acute L-DOPA administration normalizes these alterations™ *°.

In this study, we employed a short-echo time monovoxel ‘H MRS approach to follow neurochemical
profile changes in the putamen of parkinsonian patients according to the medication condition in a
randomized crossover design. Results were compared to matched healthy volunteers. The availability
of a high-magnetic-field magnet (3T) combined with a 32-channels head coil gives us the sensitivity

advantage needed to explore in-brain metabolism. Thus, by following the effect of dopaminergic
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therapy, this study also yields information on the changes in brain metabolites linked to levodopa

responsiveness.

Materials and methods

Study design. A randomized clinical trial was performed using a crossover design.

Subjects. This study included 20 patients with PD that were compared to 20 healthy age-matched
and sex-matched subjects with no history of neurological disorders. Parkinsonian patients with a
minimum 5-year history of the disease were recruited after fully filling the UK PD Brain Bank criteria
for idiopathic PD'. Parkinsonian patients were recruited by movement disorder specialists at

University Hospital in Clermont-Ferrand, France.

Parkinsonian patients with deep brain stimulation, rest tremor (>3 on one sub-item of the “tremor”
item of Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) part Ill), levodopa-induced dyskinesia in
“ON” state (motion incompatible with MRS examination) and dementia (as assessed by DSM-IV
criteria) were excluded. Healthy volunteers were recruited among relatives of patients. For each
group, any subjects with brain disease, MRI contraindications or on any medication that could

interact with brain neurotransmitters (antidepressant, neuroleptics) were excluded.

The protocol was approved by the Regional Medical School Ethics Committee (file AU-851). Healthy
volunteers and parkinsonian patients gave informed consent according to the guidelines of the
French national health authorities and the Declaration of Helsinki.Parkinsonian patients arrived at
the MRI department in the morning (8 a.m) in drug-OFF condition (drug-OFF) after withdrawal any
anti-parkinsonian medication at least 12 h prior to MRS. MRS was performed twice in drug-OFF
condition and in drug-ON condition (drug-ON). For drug-ON, patients received an acute 200 mg L-
DOPA dose (Modopar Dispersible, Roche) while in drug-OFF condition. MRS was performed one hour
later when parkinsonian symptoms improved. Improvement was confirmed by a neurologist
specialized in movement disorders and also by the patients themselves. The two MRS assessments
were always performed at least one week apart. Assignment to drug-OFF or drug-ON condition at the

first MRS was done using permuted-block randomization.

Clinical symptoms were assessed in both drug-ON and drug-OFF condition using the UPDRS. Healthy
volunteer had only one 1H MRS exam. L-DOPA Equivalent Daily Dose (LEDD) was estimated according

. 1
to Tomlinson et al'®.
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MRI and MRS. Imaging and 'H MRS experiments were performed on a GE 3T MR750 scanner (GE
Medical Systems, Milwaukee, WI) using a 32-channel head coil. Foam padding and paper tape was
used to restrict motion within the scanner. Conventional magnetic resonance images were obtained
using a 3D T; Inversion Recovery sequence [TR (repetition time) = 8.8 s, TE (echo time) = 3.5 ms, Tl
(inversion time) = 400 ms, slice thickness = 1.2 mm, FOV (field of view) = 24 cm, flip angle = 12°, NEX

(number of excitations) = 1, resolution = 288x288] (Fig 1).

'H MRS was performed with a Point-RESolved Spectroscopy sequence, single-voxel proton brain
exam (PROBE/SV) sequence. This volume-localized sequence was used with CHESS water suppression
and outer-volume suppression contiguous to the single volume of interest in the three dimensions.
Four other outer-volume suppressions were placed far from the volume of interest at the brain/bone
interface. The selected 1cm? voxel position was determined by examining the magnetic resonance T,
images in all three dimensions (sagittal, coronal, and axial planes). The putamen was located by the
varying contrast between white matter and gray matter and the globus pallidus. The voxel was
placed as posterior as possible in the putamen. , Automatic shimming was conducted before the
spectra were obtained. After shimming, values obtained for water suppression and spectral line
width were considered as acceptable at 95% and 15 Hz, respectively. For each subject, a single-voxel

spectroscopy was conducted inside the right and left putamen (Fig 1).

MRS analysis. All spectra were processed using LCModel software version 6.3"° which uses Bayesian
analysis starting with solution spectra basis sets to provide estimates of metabolite concentrations
without operator bias. The LCModel reference for metabolite quantification used the unsuppressed
water signal collected automatically by the PROBE/SV sequence. Spectra were included in the final
analysis based on quality criteria defined by objective output parameters from the LCModel analysis:
sufficient spectral resolution (full width at half minimum <0.1 ppm.), sufficient information (SNR>4)
and residuals that were randomly scattered about zero to indicate a reasonable fit. The following
neurochemicals were evaluated: total tNAA, tCr, tCho, m-Ins, GIx. In this study, quantification
estimates for tNAA, tCr, tCho and GIx were included for CRLB (percentage of standard deviation) <
25%. Values are expressed as mean = sem. Percentage voxel coverage was estimated using
Gimp2.6.11 (image registration toolbox) in order to assess the reproducibility of the voxel location

between the two MRS sessions.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using Stata 13 software (StataCorp LP, College

Station, TX, US). The tests were two-sided, with a Type | error set at a = 0.05 (except for multiple
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comparisons). Quantitative data were presented as mean (tstandard-deviation) or median
[interquartile range] for continuous data (assumption of normality assessed using the Shapiro—Wilk
test) and as the number of patients and associated percentages for categorical parameters. Values of
the two voxels obtained for each side of brain were averaged. The comparisons between the healthy
subjects and the parkinsonian patients estimated in situation drug-ON or drug-OFF were realized by
random-effects models 1) taking into account the within and between subject variability, 2) studying
the (fixed) effect group and 3) adjusting on relevant clinical parameters as age, duration of the
disease, score of UPDRS Il in drug-ON and in drug-OFF conditions. To study the relations between
guantitative data, correlation coefficients (Pearson or Spearman according to statistical distribution)
were calculated. Clinical data statistical analysis was performed using a paired Student’s t-test

comparing data for each group. Values are expressed as mean + SD.

Results

Participants. Characteristics of patients and healthy volunteers are reported in Table 1. 95% of the
patients received L-DOPA, 70% monoamine oxidase inhibitor B (IMAOB), 45% catechol-o-methyl
transferase inhibitor (ICOMT), and 15% dopaminergic agonists. Patients with Parkinson’s disease had
significant lower UPDRS lll scores in drug-ON than drug-OFF condition (3.6+3.4 vs 13.448.3, t=6.96;
***p<0.001). Session-on-session percentage of voxel coverage was estimated in all 3 planes for each

patient. Average all-parkinsonian patient voxel coverage was 83.9+7.3%.

1H MRS. Quantitative analysis was run for each spectra set coming from the right and left putamen
for each patient (Fig 2). As no difference between each side was observed, values of the two voxels
obtained for each side were averaged. Analysis with LCModel showed lower tNAA concentrations in
the putamen of parkinsonian patients in drug-OFF condition compared to healthy volunteers (8.1+0.2
mM vs 9.4+0.4 mM; p<0.01) and increased significantly after drug-ON (8.1£0.2 mM vs 9.1+0.4mM;
p<0.01) to a level not significantly different from healthy volunteers (9.1+0.4mM vs 9.4+0.4 mM).
Similarly, tCr concentrations were also lower in parkinsonian patients in drug-OFF condition than in
healthy volunteers (7.5£0.2 mM vs 8.3+0.3 mM; p<0.01) and increased significantly after drug-ON
compared to drug-OFF (8.1+tmM vs 7.5+0.2 mM; p<0.01) to a level not significantly different from
healthy volunteers (8.1+0.3 mM vs 8.3+t0.3 mM). No changes in tCho were observed between
healthy volunteers and parkinsonian patients in drug-OFF or drug-ON condition. Interestingly,
parkinsonian patients in OFF drug condition showed significantly lower m-Ins than healthy volunteers

(3.840.3 mM vs 5.6£0.4 mM; p<0.001) and this drop was not reversed in drug-ON condition (3.8+0.3
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mM vs 4.3+0.3 mM). We observed no changes in GIx between healthy volunteers and patients in

drug-OFF or drug-ON condition (Fig 3).

There was no significant relationship between each metabolite, the UPDRS Ill score assessed in drug-
OFF or drug-ON conditions and the duration of the disease. However, A weak correlation was shown
between Glx levels and UPDRS Il score in parkinsonian patient in drug-OFF condition (r=0.337;

p=0.05).

Discussion

This 'H MRS study showed that patients with moderate PD had lower putamen m-Ins, tCr and tNAA
levels in drug-OFF condition vs healthy controls. Moreover, this original work showed significant
changes in brain metabolism after acute L-DOPA administration. L-DOPA therapy increased tCr and

tNAA to levels not significantly different from controls, but had no effect on m-Ins concentrations.

The quantitation of absolute tNAA revealed lower tNAA levels in the putamen of drug-OFF
parkinsonian patients vs. controls, consistently with previous work quantifying tNAA relative to tCr®.
NAA is the second-most-abundant free amino acid in the brain and is localized exclusively inside

neurons, making it a marker of neuronal integrity in MRS*® #

. NAA synthesis takes place inside
neuronal mitochondria®?, and there is evidence of a direct relationship between NAA synthesis,
oxygen consumption and ATP production in mitochondria®®. The reduced tNAA levels in parkinsonian
patients observed here could suggest mitochondrial dysfunction rather than neuronal loss inside the
putamen. Indeed, a study reported how mitochondrial energy state was important to NAA synthesis
and postulated that the decrease in tNAA levels seen in disease states by "H NMR spectroscopy may
primarily point to impaired neural mitochondrial energy production rather than neuronal cell loss*.
Furthermore, study on rat and primate models of progressive striatal neurodegeneration induced by
the mitochondrial toxin 3-nitropropionic acid (3-NP) showed a decrease of tNAA in the striatum that
was reversible in time®. Interestingly, after acute L-DOPA treatment, tNAA concentration increased
to a level not significantly different from controls. These findings provide indirect support for a

dopamine effect in increasing neuronal function after acute administration and thus suggest that

neural mitochondrial dysfunction in the putamen is reversible.

This study found decreased tCr in the putamen of parkinsonian patients in drug-OFF condition
compared to healthy controls. Cr is considered a marker of brain energy metabolism?. Previous MRS

studies in PD generally assess metabolite levels such as intensity of tNAA to tCr ratio. However, due
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to regional and individual variability, care is warranted if using tCr as reference. The reduced tCr
levels observed in the putamen of parkinsonian patients could reflect a lower brain energy
metabolism inside this structure. "H-MRS and *'P-MRS studies have shown decreased tCr associated
with decreased PCr and ATP levels in putamen of parkinsonian patients®’ but no changes in PCr or

3 28 Moreover, the source of this discrepancy could be

ATP in basal ganglia in Parkinson’s disease
explained by sex differences in brain energy metabolism in PD*. Reduced putaminal tCr levels could
thus indicate a restricted capacity of neurons and/or glia to supply the energy demand. Our study
found that tCr levels normalized after L-DOPA treatment. Thus, reduced tCr level in PD and increased
tCr after dopaminergic treatment support the hypothesis of an L-DOPA-induced re-activation of the

neuronal/glial metabolism.

Taken together, the co-decrease in tNAA and tCr observed in drug-OFF conditions could indicate a
mitochondrial dysfunction in the putamen of parkinsonian patients that is re-activated by the L-

DOPA therapy.

Interestingly, we found that m-Ins pools were profoundly altered inside the putamen of parkinsonian
patients compared to controls. m-Ins is a cyclic sugar alcohol found primarily in brain astrocytes and
microglial cells, making it a potential glial marker®. Although its functions are not well understood,
m-Ins seems to be related to osmolyte agents as storage for glucose and as a second messenger
inside the brain®. As m-Ins can act as an osmolytic agent, a decrease in m-Ins levels could indicate
hypoosmolarity-induced cell swelling, as studies on hepatic encephalopathy show that after
hyperammonemia, the intracellular accumulation of GIn leads to a decrease in m-Ins due to a

32 33

modification of cell volume™ . The decrease in m-Ins observed here could highlight a change in the

glial microenvironment in the putamen of parkinsonian patients.

GIn levels could also be used to assess glial microenvironment, as Gln synthesis take place inside
astrocytes. Moreover, GIn is the main pathway for recycling Glu pools after neurotransmission.
Indeed, synaptic Glu is rapidly taken-up by astrocytes to be converted into its non-toxic metabolite
GIn. GIn can then be used to form new Glu molecules inside neurons. Thus, changes in Glx levels
could reflect changes in Glu-GIn cycling between neurons and glia. Here, despite a correlation
between Glx levels and disease severity in drug-OFF condition, we found no modifications in Glx
pools in parkinsonian patients in drug-OFF or drug-ON condition compared to healthy volunteers, in
accordance with previous studies® . These results diverge from data obtained in animal models.
Indeed, MRS studies in animal models of PD (6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesions or 1-methyl 4-
phenyl 1,2,3,6-tetrahydro pyridine (MPTP) intoxications) suggest that dopaminergic denervation

induces hyperactivity of the glutamatergic cortico-striatal pathway, where the elevated Glu
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concentrations observed inside the striatum were associated with increased Gln and GABA levels,
which points to modified neuron-glia interactions inside this structure after dopaminergic

denervation® **

. These results are in agreement with electrophysiological and anatomical studies™®
%, As the modifications observed are associated with an acute lesion of the nigro-striatal pathway;
changes in Glu and GIn in animal studies might reflect a temporary glial response after lesion'®. An
explanation for the unaltered Glx pools observed in our patients could be the fact that lesions in
Parkinson’s disease are progressive and may thus induce compensatory mechanisms masking the

changes in Glx in drug-OFF condition. Furthermore, the chronic dopaminergic treatment used from

many years could have blunted the change in Glx levels.

Previous 1.5-T MRS studies in different brain structures of parkinsonian patients have reported
conflicting results likely explained by non-homogenous patient groups®’. Indeed, these studies mixed
parkinsonian patients with or without dopaminergic treatment or with large variation in disease
duration. Clinical heterogeneity is almost certainly a key factor in explaining much of the differences
observed between the previous studies. This prompted us to select our patients to get a patient
group reflecting a moderate disease state (on the basis of duration of disease and Hoehn and Yahr

scores) and to assess patients according to their medication conditions in a crossover design.

Basal ganglia nuclei form a deep brain structure that restricts the accuracy of 'H MRS for precise
metabolic analysis. Given this context, our MRS acquisitions were performed at high magnetic field
(3T) on a single voxel with 1 cm? size. Single-voxel spectroscopy was chosen as it offers advantages in
terms of accuracy of signal localization, shorter echo-time options, better magnetic field
homogeneity after shimming, and thus more effective water signal suppression to enable a better
absolute quantification of metabolite concentrations. The voxel size was chosen in order to localize
inside the putamen, and so the fraction of white matter within the volume of interest was negligible.
This approach makes it possible to obtain a relatively good SNR with resolution close to 15 Hz.
Furthermore, to reduce potential SNR bias, a CRLB cut-off (CRLB<25%) was used to select the reliable

concentrations.

Thus, given the combination of blinded randomization of patients with highly-informative short-
echo-time single-voxel spectroscopy and automated spectra quantitation, we assume that our results

are reliable in our experimental conditions.

This study observed changes in tNAA and tCr levels that could reflect a mitochondrial energy
impairment in the putamen of drug-OFF parkinsonian patients that is reversed under dopaminergic

treatment, which means tNAA and tCr could be used to assess responsiveness to treatment.
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Moreover, we showed, for the first time, a significant decrease in m-Ins levels that could reflect
osmotic changes inside astrocytes at early disease stage. Further "H MRS studies on metabolic profile
at different stages of PD or under different antiparkinsonian medications could pave the way to

validating these in-putamen changes as markers of PD.
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Fig. 1 Voxel location on 'H anatomic images. Three-plane T;-weighted image from a healthy control showing a
spectroscopic volume-of-interest located exactly on the left putamen. Volume-of-interest is boxed in white in axial (top
left), coronal (top right) and sagittal (bottom) anatomical slices. Four outer-volume suppressions were located at the
bone/brain interface.
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Fig. 2 Proton NMR spectra in the putamen of healthy volunteers obtained from a 1 cm?® voxel. The resonances of selected
metabolites were assigned as following: NAA = 2.008 ppm, tCr (total creatine)= 3.02 ppm, tCho (total choline) = 3.2 ppm, m-

Ins = 3.56 ppm, Glx (glutamate + glutamine) = 2.05-2.50 ppm, MM (macromolecules) = 0.9-1.3 ppm.
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Fig. 3 Metabolite concentrations using LCModel analysis for the two groups of participants. Parkinson’s disease patients
in drug-OFF (light gray) or drug-ON (medium gray) conditions were compared to healthy volunteers (dark gray). Values are

mean * sem. Metabolites that were significantly different between groups are flagged * p<0.05, ** p<0.01 and ***
p<0.001.
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Article II

*

Hyperpolarisation du °C : une nouvelle voie
pour le suivi du cycle glutamate-glutamine in
vivo dans le cerveau. Etude de faisabilité chez

le rongeur.
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Avant-propos

Ce second travail s’inscrit dans la lignée des résultats précédemment obtenus dans I'équipe
montrant, par SRM, des variations du métabolisme glutamatergique dans le striatum chez le rongeur
modele de la maladie de Parkinson (Chassain et al. 2005, Chassain et al. 2008, Chassain et al. 2010).
Face aux limitations de la SRM du **C classique qui sont d’une part la faible de sensibilité et d’autre
part le manque de résolution temporelle, nous avons choisi de développer une nouvelle technique
permettant I'augmentation artificielle du signal RMN du C afin de pourvoir suivre de fagon
dynamique les changements de cinétique enzymatiques de ce cycle en condition pathologique. Cette

technique est I’hyperpolarisation du *>C par PDN.

L’objectif de ce second travail est donc de mettre en place la PDN a Clermont-Ferrand et d’utiliser
cette technique afin de suivre de fagon dynamique les adaptations du cycle glutamate-glutamine in

vivo dans le cerveau en condition normale ou pathologique.

Pour cela, la premiére phase de ce projet a consisté a la mise en place méthodologique de la PDN sur
le site du CHU Gabriel Montpied de Clermont-ferrand. L'ensemble de la procédure, polarisation,
dissolution, injection in vivo a I'animal et détection du signal a été validé a partir de la polarisation du
[1-C] pyruvate. Cette derniére étant largement décrite dans la littérature, elle ft un moyen rapide

de mettre en place la PDN sur le site.

Suite aux nombreux ajustements sur le plan de la PDN du pyruvate, des premiers essais de détection
in vitro ont été réalisés a 3T. Ces premiéres expériences nous ont permis d’estimer le taux de
polarisation de nos échantillons ainsi que le temps de relaxation avant de passer aux expériences
chez I'animal. Les résultats obtenus ont révélé un taux de polarisation de nos échantillons de 23%

avec un T; d’environ 60s, comparables aux données de la littérature.

Les premieres acquisitions de SRM ont été réalisées chez le rat sain suite a 'injection intraveineuse
de [1-3C] pyruvate hyperpolarisé. Différentes stratégies d’acquisition du signal ont été testées afin
d’optimiser la détection du [1-°C] pyruvate et de ces métabolites dans le cerveau. Cette détection a

tout d’abord été réalisée sur une tranche passant par la téte du rat (Figure 61), puis avec une
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séguence de CSI afin de déterminer la composante du signal présente dans le cerveau (Figure 62) et

enfin avec la séquence IDEAL disposant d’une meilleure résolution spatiale et temporelle (Figure 63).

Cerveau
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Figure 61. Détection du [1-13C] pyruvate et de ses métabolites dans une coupe passant par le cerveau de I'animal. A
gauche : représentation de la coupe utilisé sur I'image anatomique. Au milieu : représentation temporelle de chaque
acquisition Bes e signal du [1—13C] pyruvate et également celui du [1—13C] pyruvate hydrate et du [1—13C] lactate sont
visibles. A droite : somme des acquisitions. (Parameétres utilisés : TR 2s, FA 10°, épaisseur de la coupe 20 mm, largeur
spectrale 5000 Hz, fréquence centrée sur le signal du [1—13C] pyruvate).

Cerveau

Figure 62. Détection du [1-13C] pyruvate et de ses métabolites dans le cerveau du rat sain grace a une séquence de FIDCSI
apres l'injection du produit polarisé. On voit bien le signal du pyruvate et du lactate dans le cerveau de I'animal. (FA 30, TR
3s, fréquence centrée sur la détection du lactate, épaisseur de la coupe 20mm). Le pic de [1-13C] lactate est indiqué par une
fleche jaune, celui du [1-13C] pyruvate par une fleche bleue.

Figure 63. Détection du [1-13C] pyruvate et de ses métabolites dans le cerveau du rat sain grace a la séquence IDEAL a
t=3s apres l'injcetion du produit polarisé. On voit bien le signal du pyruvate et du lactate dans le cerveau de I'animal. (FA
pyruvaye 15°, FA lactate 30°, FA alanine 30°, TR 500ms, épaisseur de la coupe 15mm). Le cerveau est indiqué par une fleche

rouge.
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Cette étape de polarisation du [1-*C] pyruvate nous a permis de montrer la faisabilité de la
détection du métabolisme cérébral chez I’'animal sur notre systeme a 3T. Le métabolisme du
pyruvate n’ayant pas d’intérét majeur dans I’étude de la pathologie parkinsonienne, nous nous
sommes dirigés vers la polarisation d’un nouveau précurseur dans le but de suivre de fagon

dynamique le cycle glutamate-glutamine in vivo.

Ainsi dans la seconde phase de ce projet, apres étude fine de la bibliographie, nous avons choisi
d’utiliser la PDN du [1-*C] glutamate, précurseur pour le suivi du cycle glutamate-glutamine. Bien
gu’il présente I'avantage d’étre facilement polarisable et de conduire directement a la synthése de
glutamine, I'un des inconvénients majeurs a I'utilisation du glutamate est son absence de
transporteurs au niveau de la BHE. Pour pallier a ce probléme, nous avons implémenté un protocole
de rupture de la BHE. Au regard des différentes techniques existantes, notre choix s’est tourné vers
une l'utilisation d’une solution hyperosmolaire de mannitol 25%. Cette technique permet une
ouverture réversible de la BHE sur une fenétre de temps d’environ 10min. Ainsi I'injection de
mannitol 25% préalable a I'injection du produit marqué permet au [1-*C] glutamate de pénétrer
dans le cerveau pour y étre métabolisé. L'injection de mannitol est réalisée de facon rétrograde dans
I'artere carotide. Cette voie d’administration est également utilisée pour linjection du produit

marqué.

Nos résultats montrent pour la premiére fois que le métabolisme du glutamate peut étre observé
de facon dynamique dans le cerveau du rat. Dans nos conditions expérimentales, le glutamate
semble étre métabolisé de fagon privilégiée en glutamine au regard de la correspondance des
déplacements chimiques (décalage chimique de 0,5ppm entre les 2 pics). Ainsi, le protocole
d’ouverture de la BHE ouvre une nouvelle voie pour I'étude du métabolisme cérébral a d’autres

précurseurs ne passant habituellement pas la BHE ou trop lentement.

Ainsi ce second travail montre I'intérét de la PDN pour le suivi du cycle glutamate-glutamine de

fagon dynamique in vivo. Il est actuellement en cours de préparation en vue d’une soumission.
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Abstract

Change in glutamate levels is involved in number of neurodegenerative diseases. By the way to
better understand the relationship between neurons and astrocytes, we use >C NMR spectroscopy
and the highly amplified signal generated by hyperpolarization to achieve both spatial and temporal
resolution adequate for in vivo metabolism studies of the glutamate-glutamine cycle. By the
implementation of a blood-brain barrier disruption protocol, we showed that hyperpolarized [1-*C]
glutamate can be imaged in vivo inside the rat brain and the synthesis of its metabolite [1-"C]
glutamine can be monitored in real-time. Thus, hyperpolarized [1-°C] glutamate could be a
promising substrate for evaluation of glutamate-glutamine cycle activity in conjunction with

neurodegenerative diseases.
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Introduction

In the normal brain, Glu represents the major excitatory neurotransmitter. The prominent
glutamatergic pathways are: the cortico-cortical pathways; the pathways between the thalamus and
the cortex; and the extrapyramidal pathway (the projections between the cortex and striatum).
Other glutamate projections exist between the cortex, substantia nigra, subthalmic nucleus and
pallidum. Glutamate-containing neuronal terminals are ubiquitous in the central nervous system and
their importance in cerebral activity and neurotransmission is considerable®. After nervous influx, the
Glu released in the extracellular space is rapidly cleared from the synaptic cleft by astrocytes. Once
taken up, Glu is recycled in its inactive form: glutamine (GIn) by the astrocyte-specific enzyme Gin
synthase’. Then GIn is released from astrocytes, accrued by neurons and converted to Glu by the
neuron-specific enzyme glutaminase. This pathway forms the so-called Glu-GIn cycle. The important
role of Glu-GIn cycling in the pathogenesis of brain disease is being increasingly recognized®.
However, the exact relationships between a disturbance in Glu-GlIn equilibrium and pathologies are
not fully understood. This has led to increased interest in Glu-GIn quantification in the brain in
normal brain function as well as in diseases. Accordingly, magnetic resonance spectroscopy (MRS) is
a powerful in vivo technique to detect and quantify Glu-GIn in the brain. Thus, studies using MRS
show that change in Glu levels seems to be involved in number of neurodegenerative diseases such

. . 45 . . 6
as Parkinson’s disease”” or Alzheimer disease’.

In vivo real-time study of the Glu-Gln cycle metabolism is a dark box in neurosciences. *C carbon
MRS is an informative tool to study the brain metabolism in vivo. However, the low gyromagnetic
ratio and the low natural abundance of *C combined lead to poor sensitivity of this technique. Thus,
3¢ enriched compound infusions are needed to increase the *C MRS sensitivity in vivo. Thus,
although conventional *C MRS was used to study this cycle in several studies, results were indirect
and need long acquisition time and mathematical modeling to quantify the flux of the Glu-Gln cycle’ ®
°. Especially, **C labeled acetate was used as a key precursor to follow the glial metabolism of Glu.
However, the large inflow of unlabeled carbons through the neuronal TCA cycle results in a strong
reduction of measured *C signal of Glu and GIn'°. Even if "H-">C MRS allows the improvement of the
detected C signal, this indirect measurement allows solely a low temporal resolution around a few

minutes despite the used of higher magnetic field®.

Recently, the development of dynamic nuclear polarization (DNP) applied to *C compound have
allowed the overcoming of the low sensitivity of >C MRS. DNP increases the **C signal to 10000 fold

and thus enables real-time metabolism visualization with high sensitivity in order to provide a unique
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information about the enzymatic processes . However, the main drawback of DNP is the short



half-life of the polarized signal that restricts the signal detection in time. Thus, care must be taken to

choose the best *C labeled precursor™.

To date, [1-*C] pyruvate has been the more widely hyperpolarized compound used because of its
long T; relaxation time and its key role in cellular energy metabolism. In accordance with the
“Warburg effect” describing the change of energy status in cancer, exchange between
hyperpolarized [1-*C] pyruvate and lactate was shown to be a hallmark of tumor metabolism in

151617 18

animal models and also in patients'. Inside the brain, pyruvate metabolism has been used to
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follow the in vivo brain metabolism of rodent and primate®®. Studies were also done in glioma®
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and therapy efficiency such as chemotherapy®®?’ and radiotherapy were studied".

However, the used of [1-°C] pyruvate is restricted. Indeed, the downstream metabolism of [1-C]
pyruvate through the tricarboxylic acid (TCA) cycle cannot be observed as the C1 labeled carbon is
lost when forming the TCA cycle precursor acetyl-coA. Thus, the use of other TCA precursors such as
[2-3C] pyruvate and [1-**C] acetate were purpose to study this metabolic pathway in the rodent
brain. If hyperpolarized experiment on the direct TCA cycle precursor [1-°C] acetate only allowed the
detection of 2-oxoglutarate®®, study on [2-**C] pyruvate showed the appearance of various TCA cycle
intermediary up to [5-°C] glutamate synthesis® but this result was not reproduced by others

21
groups”.

In order to observe further steps in TCA cycle and direct related synthesis such as Glu and Glin,
hyperpolarization of new precursors have been used. Especially, a recent report investigated the
indirect visualization of Glu synthesis with hyperpolarized 2-ketoisocaproate®. Indeed, branched
chain amino acid transaminase (BCAT1) forms leucine from 2-ketoisocaproate in the reaction that
converts in parallel Glu into a-ketoglutarate (AKG). In a recent work, hyperpolarized [1-C] a-
ketoglutarate was used in the rat brain showing the synthesis of [1-**C] 2-hydroxyglutarate'’ *® and
[1-C] glutamate™. However, despite its closer step to the Glu-Gln, Gln synthesis was below the
detection level™. Thus to date, the synthesis of GIn from Glu has been never detected in the brain in

real-time way.

Thus this work aimed to use hyperpolarized Glu itself as a precursor of Glu-Gln synthesis after a
transient blood brain barrier (BBB) disruption protocol in order to better understand the relationship

between neurons and astrocytes.



Materials and methods

Hyperpolarization of [1-*C] Glutamate. [1-°C] glutamate was polarized using protocol previously
described by Gallager et al*’. Briefly, [1-"*C] glutamate (38mM; Sigma Aldrich, France) was dissolved
in a mixture of water with 7M Trizma® base (Sigma Aldrich, France), 20mM of the stable trityl radical
Ox063 (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) and 1.55mM of a gadolinium chelate (Dotarem,
Guerbert, France). The sample was sonicated and vortexed until the contents were fully dissolved. A
volume of 30uL was polarized using a HyperSence polarizer (Oxford Instruments, Oxfordshire, UK) for
90 minutes (3.35 Tesla, 1.4 K, 94.101 GHz). Following hyperpolarization, the frozen sample was
quickly dissolved in 4 mL of a 40 mM phosphate buffer at pH 7.4. The phosphate buffer also
contained 100mg.L™ diaminoethanetetraacetic acid (Sigma Aldrich, France), sodium and potassium
chloride to give a final Na* concentration of 140mM and a final K" concentration of 4mM. It was

heated to 180° and pressurized to 10 bar before dissolving the sample.

Relaxation times and polarization level. Experiments were performed on a 3T MR750 Scanner (GE
Healthcare, Waukesha, WI) equipped with self-shielded gradients. A dual-tuned (*H/*3C) quadrature
rodent coil (inner diameter: 30mm; Rapid Biomedical, GmbH, Rimpar, Germany), operating at
127.7MHz and 32.1MHz respectively, was used for both RF excitation and signal reception. Three *C
experimentations were performed to measure the means polarization level and the relaxation time.
Immediately after dissolution, hyperpolarized [1-"*C] glutamate was placed in a 1mL syringe. The
syringe was quickly placed inside the coil (12s after dissolution process). >C Spectra were acquired
using 5° flip angle and a repetition time of 1000ms. A total of 100 scans were acquired to follow the
decay of the polarization. The T; relaxation time of hyperpolarized [1-3C] glutamate was determined
by performing a mono-exponential fit to the signal decay curve of the hyperpolarized compound.
Following complete decay of the hyperpolarized signal, a thermal spectrum of hyperpolarized [1-C]
glutamate doped with Gadolinium was acquired with nearly identical parameters using a 90° flip
angle and a repetition time of 1500ms. The level of polarization in solution was calculated by
comparing the first hyperpolarized spectrum with its corresponding thermal spectrum, correcting for
flip angle and number of scans. The amplitude of the hyperpolarized signal was also corrected for T,

relaxation during the transfer time from the polarizer to the spectrometer (12 s).

Animals. All experiments were performed on young adult male Sprague Dawley OFA rats weighing
180-200 g at first surgery time and were in accordance with the European Communities Council
Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC). Protocols were conformed to the ethical guidelines of
the French Ministry of Agriculture and Forests and were approved by the local ethical committee

(CE08-11). Animals were housed four per cage and maintained on a 12-h light/12-h dark cycle at a



constant temperature (21 + 1°C) with free access to food and water. Eighteen rats were utilized,
divided up into two groups. 8 rats were used to validate ex vivo the blood brain barrier (BBB)
disruption (n=4) with an intracarotid NaCl 0.9% injection and n=4 with intracarotid injection of a
hypertonic solution of 25% mannitol). The others were used for in vivo *C MR studies (n=5 with an
intracarotid NaCl + hyperpolarized [1-"*C] glutamate injections and n=5 with intracarotid mannitol +

hyperpolarized [1-"*C] glutamate injections).

Anesthesia and surgery. For surgical procedures, rats were anesthetized with 2-2.5% isoflurane in air
and oxygen (1.0L.min-1; 70% air and 30% oxygen). One catheter was secured in the femoral vein for
IV injection of propofol (Propofol-Lipuro 1%, 10mg/mL, B. Braun, Medical SAS). Another catheter was
secured in the right carotid artery for infusion of the hypertonic solution of 25% mannitol or NaCl
0.9% (infusion rate: 0.25 ml.s*.kg™ for 30s). The external carotid was ligated to maximize the delivery
of mannitol toward the brain. Then, isoflurane anesthesia was shifted to propofol anesthesia, 1.2

mg.kg™.min™ under 100% O,.for all the remainder of the experimentation.

Blood Brain Barrier (BBB) Disruption. Prior to delivery mannitol solution was heated to 37°C and
filtered using a 0.45mm-diameter filter in order to prevent micro-infarcts due to the possible

presence of crystals.

To validate ex vivo BBB disruption, 5 minutes after mannitol or NaCl 0.9%, animals received intra-
carotid Evans blue injection (2 mg.kg™). Then, rats were killed. Brains were removed and extracted in
formamide. Evans blue dye in the infused hemi-brain was measured using spectrophotometry at

620nm.

In order to validate the hyperpolarized [1-°C] glutamate detection inside the rat brain, 4 rats were
used and separated in 2 groups. 2 rats received mannitol and 5 minutes after the hyperpolarized [1-
3¢] glutamate. The other rats received NaCl 0.9% following by hyperpolarized [1-°C] glutamate.
Intracarotid injection of hyperpolarized [1-**C] glutamate began within 12s after dissolution. A
volume of 0.2ml of the hyperpolarized solution was injected over 10s. **C 2D dynamic chemical shift
imaging (CSI) was acquired starting at the beginning of the hyperpolarized [1-°C] glutamate injection
from a 20 mm slab including the whole brain using the spectral-spatial (SPSP) scheme as described by
Schulte et al. (2013)(Schulte et al. 2013). The scheme used a specialized multi-band SPSP RF
excitation pulse designed to provide a 15 degree FA for hyperpolarized [1-**C] glutamate and 90
degree FA for lactate, a repetition time of 1000 ms and number of scans (NS) = 64. Excitation
frequencies were centered on C; glutamate and lactate. After spectral and slice selective excitation

of a single metabolite, the image was encoded with a single-shot spiral readout.
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In vivo MR protocol. All measurements were performed using the 3T MR750 Scanner. Animals under
propofol anesthesia were secured in a handling system with head centered in the coil. Respiratory
rate was monitored all along the session to adjust anesthesia and corporal temperature was

maintained at 37.8°C using a warm air system.

Anatomical imaging was performed to assess brain location (3D Tl-weighted sequence,
TE/TR=3.9/8.800 ms, field of view=40mm, matrix 160x160, thickness=1.6 mm, acquisition time 7 min
40 s). For *C acquisitions, flip angle (FA) and frequency calibration was performed on a 0.5 ml tube of

3M [1-*C] lactate placed close to the head.

To observe to metabolism of hyperpolarized [1-°C] glutamate inside the rat brain, dynamic *C MR
spectra were acquired from a 15 mm slab including the brain on 3 rats injected with mannitol 25%
and 3 rats injected with NaCl 0.9%. Data acquisitions started 7s after the beginning of the
hyperpolarized [1-C] glutamate injection. Spectra were acquired using a whole volume B¢
acquisition sequence (FOV = 40mm; TR = 1000ms; NS = 20; swh = 4000Hz). It used a small FA of 15

degree to preserve substrate magnetization.

For all in vivo studies, B, shimming was performed manually. The linewidth of [1-*C] glutamate was

in mean 30 Hz for the 1D and 2D MRS experiments.

In vivo MR data analysis. For in vivo 2D CSI experiments, °C data sets were post-processed using a

routine implemented in Matlab (MathWorks, Natick, MA) as described by Schulte group® !

. Briefly,
the integrals of hyperpolarized [1-"3C] lactate and hyperpolarized [1-*C] glutamate were calculated.
Superimposing the 2D *C CSI data onto the axial T;-weighted images was performed to localize the
brain voxels. Color heatmaps of hyperpolarized [1-°C] glutamate were generated at the start of

injection by spatial interpolation of the 2D **C CSI data to the anatomical image resolution.

For in vivo slab dynamic experiments, integrals of hyperpolarized [1-*C] glutamate, [1-"°C] glutamine
and [5-°C] glutamate and integral of [1-"*C] lactate phantom were quantified by peak integration of
the dynamic hyperpolarized *C spectra using jMRUI software and the AMARES algorithm (version

5.0, http://www.mrui.uab.es/mrui).

In vitro phantom MR protocol. For reference purposes, a high-resolution *C NMR spectrum was

acquired from a mixture of 10mM of glutamate and 10mM of glutamine (25 °C, pH 7.2).

High-resolution ‘H-decoupled >C NMR spectrum was obtained at 9.7 T using a Bruker 400 MHz NMR

spectrometer (Bruker, Ettlingen, Germany), using a 5-mm probe. The acquisition conditions were 90°
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pulses; 22 kHz spectral width; 1.49 s acquisition time; 16,000 data points; 2,048 transients; and 6 s
recycling time. A WALTZ-16 composite pulse-decoupling sequence was applied just during the
acquisition time to avoid the nuclear Overhauser effect. Data were zero-filled twice and multiplied by

an exponential function before Fourier transformation.

Post-mortem analysis. To validate that the carotid occlusion had induced no brain infract during the
time of animal installation and NMR in vivo acquisition (30 minutes), the procedure of 2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining was used>*. At the end of the hyperpolarized *C MR
experiment, animals were killed by decapitation under deep anesthesia. The brains were quickly
isolated, placed in the cold (0-4°C) PBS-filled trough of the brain matrix and sectioned in to serial 2-
mm-thick coronal slices. Isolation and slicing of the brain was completed within 10 min from the time
the rat was decapitated. The brain slices were held in PBS (< 3 min) at room temperature till they are

transferred to 0.05% TTC incubation medium for 30 minutes at 37°C.

TTC solutions in PBS stained normal viable brain tissue in shades of red, while the infarcted tissue
remained unstained. Color images of the slices were obtained by directly observing the slices. Color

was assessed qualitatively.

Results

[1-*3C] glutamate DNP. After 90 min polarization, [1->C] glutamate reached a solid-state polarization
of 20£2.3%. Following dissolution in a buffered solution (pH=7.4), liquid state polarization measured
at 37°C was 13+1.5% (n=3). The resonances of hyperpolarized [1-"*C] glutamate (8¢1.gy = 175.4 ppm)
and [5-13C] glutamate (Oc¢s.gw = 182.2 ppm) originating from the 1.1% natural abundance 3¢ were
detected in in vitro spectra (Fig. 1). In vitro measured T, relaxation of hyperpolarized [1-2C]

glutamate measured at 3T was 30+2.5s (n=3).

BBB opening. After brain extraction, mannitol-induced BBB disruption was visible by Evans blue

coloration on the side of injection (data not shown).

In order to evaluate BBB disruption, spectrophotometry at 620nm on brain extract was used to
estimate the average Evans blue extravasation per unit mass (mg/g tissue). The results showed
increased Evans blue concentration inside the hemisphere ipsilateral to injection in rats treated with
mannitol 25% compared to control group injected with NaCl 0.9% (11.12+2.33 vs 3.96+0.38;
**p<0,01) (Fig. 2). Thus, an increase of 44% of Evans blue extravasation after BBB opening by

mannitol 25% was observed in the hemisphere ipsilateral to the injection site.



We also observed a significant difference of Evans blue concentration in the ipsilateral hemisphere
compared to the contralateral hemisphere in mannitol treated rats (11.12+2.33 vs 5.41+1.55;
*p<0.05) (Fig.2). No significant difference was observed between hemispheres in control group

treated with NaCl 0.9% (3.96+0.38 vs 3.10+0.77; NS) (Figure ).

Vizualization of [1-'3C] glutamate in vivo inside the brain. Then, we examined the spatial
distribution of hyperpolarized [1-"*C] glutamate using the dedicated SPSP sequence®’. Mannitol 25%
or NaCl 0.9% was infused in the right carotid and 5 minutes after, hyperpolarized [1-°C] glutamate
was injected via the same route. NMR data were acquired every 3s from the beginning of the
hyperpolarized substrate injection. **C magnetic resonance imaging acquired after injection of 38mM
solution of hyperpolarized [1-*C] glutamate showed its signal inside the right part of the rat head at
2s after injection (Fig. 3a). Animals under BBB disruption protocol (with mannitol 25%) allowed the
detection of hyperpolarized [1-">C] glutamate in the brain at 5s contrary to the control group injected

with NaCl 0.9% (Fig. 3a)

Thus, in order to optimize the hyperpolarized [1-"*C] glutamate visualization in the next acquisitions,

the hyperpolarized [1-*C] glutamate signal detection was fixed to start at 7s.

The Glu images collected of hyperpolarized substrate injection for a rat under BBB disruption
protocol showed that Glu signal was quickly observed in the brain for 7s after the bolus (Fig. 3b). At a
delay of 10s, elevated Glu signal was also observed in the sagittal sinus vein at the top of the images.

The Glu signal was present inside the brain up to the 15" second acquisition.

In a second step of experiments, dynamic **C spectra were acquired every second from an axial slab
including the whole brain of the rat. Five minutes after BBB disruption with mannitol, hyperpolarized
[1-C] glutamate was injected into the carotid artery and NMR acquisitions started 7s after the Glu
bolus. Hyperpolarized [1-°C] glutamate signal was observed and a resonance at 174.9ppm was
detected (Fig. 4a and 4b). Given the delay of appearance of this last peak, the well-known
metabolism of Glu and the chemical shifts defined from the *C in vitro spectrum of the Glu-Gin

mixture (Fig. 4c), the 174.9 resonance corresponds to the [1-2C] glutamine.

Fig. 5 represents a graph of signal evolution of the metabolites course after BBB disruption and bolus
injection of hyperpolarized [1->C] glutamate into the carotid artery. Curves were the mean * s.e.m.
for 3 rats. The first points were taken 7s after the beginning of the bolus injection and were
approximately 20s after the dissolution of hyperpolarized Glu. The Glu signal peaked 7s after the
start of acquisitions. The decrease in Glu signal due to T, relaxation and metabolic conversion was

accompanied by an increase in the [1-*C] glutamine signal, which peaked 2s after Glu (Fig. 5). The
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[1-C] lactate signal corresponded to the phantom used for frequency and flip angle calibration and

was stable over time.

Due to the time between carotid occlusion and *C NMR acquisitions linked to animal installation in
the handling system, NMR calibrations and NMR images acquisitions (30 minutes in mean), it was
necessary to control that carotid ligature had induced any brain ischemia during this time. All rat
brains isolated at the end of NMR acquisition and incubated in the TTC solution were fully colored in

red indicating that there was no cerebral ischemia at the time of experiment (data not shown).

Discussion

Our study shows for the first time the possibility to follow the Glu-GIn cycle in real-time in the rat
brain by the use of DNP coupled with *C MRS. By implementing a BBB disruption protocol, this work

extends the feasibility of studied brain metabolism for a new range of precursors.

As previously describes®?, we successfully achieved a polarization level and a T; relaxation of [1-2C]
Glu compatible with its detection in vivo. As Glu has a low solubility in water, caution was taken
when preparing the sample in order to maximize the sample homogeneity before cooling into the
polarizer to obtain higher polarization rate™. Dissolution step at high pressure and temperature leads

to a fully dissolved sample that can be injected in animals.

However, targeting the central nervous system is limited by the ability of agents to gain access to
brain®. Indeed, uptake of glutamate from the circulation is limited by the blood-brain barrier®.
Improvement of hyperpolarized Glu delivery was done with an agent widely used for BBB disruption:
mannitol. Indeed, hypertonic injection of mannitol induced the rupture of tight junctions between
endothelial cells at the BBB*. The BBB permeability obtained is transient and reversed within the

10min after mannitol injection®.

In animals BBB disruption protocol requires the precise choice of injection rate and anesthetic

33353637

agent . Especially, anesthesia under isoflurane leads to a poor BBB permeability compared to

propofol anesthesia®. In the present study, transient BBB disruption was obtained after intracarotid
infusion of mannitol 25% at 0.25 ml.s*.kg™* under propofol anesthesia. This dose was choosing to be

the more effective without significant neuronal damages®. Evaluation of BBB permeability was done

37 38

using Evans blue extravasation. Indeed, Evans blue allows the visual assessment and
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spectrophotometric measurement of BBB integrity as it does not cross an intact BBB due to its

binding to serum albumin. With our MRI equipment, when the rat is placed inside the scanner,



classical injection inside the internal carotid cannot be achievable due to the impossibility to close
transitory the carotid artery so that mannitol flow reach the brain®. Thus, as previously describes,
we choose to place the cannula for the injection of mannitol and Glu directly inside the main carotid

artery *

after ligate its proximal ending. As NMR experiment takes around 30min, ischemia
assessment was done after brain removal by using TTC labeling®’. Indeed, TTC generate a red
compound when metabolized into mitochondria and thus reflecting the cell viability. Brains were
fully colored in red indicating that there was no cerebral ischemia at the time of experiment. This
could be explained by the large anastomosis of the main brain arteries in rat* combined with the

short time between carotid ligature and experiment.

Thus, by this methodological development, we showed for the first time that the injection of
hyperpolarized [1-"*C] Glu within the BBB disruption window leads to its appearance inside the rat
brain contrary to control group injected with NaCl. The modified version of the SPSP sequence® for
an optimized Glu detection allowed the follow of Glu appearance inside the rat brain. However, this
sequence cannot enable to distinguish Glu and GIn resonance so as the chemical shift between Glu

and Glu in labeled in C1 is only 0.5ppm.

Nevertheless, *C NMR experiments using a slice covering the rat head showed that after
hyperpolarized [1-**C] Glu injection, the signal of one metabolite could also be seen. Indeed, we have
detected the appearance of a signal at around 0.5ppm from [1->C] Glu. This chemical shift
corresponds to the [1-*C] GIn as identified by high resolution MRS experiment. However, due to the
low spectral resolution obtained at 3T, GIn peak is located neighboring to Glu. Works at higher

magnetic field could allow a better dictinction of the 2 metabolites.

Previous work realized in vitro and in vivo on liver showed the appearance of AKG after injection of
hyperpolarized [1-**C] Glu due to the energetic fate of Glu in this organ. In the brain, Glu metabolism
is compartimentalized between neurons and astrocytes®. Indeed, Glu is mainly converted into GIn by
the action of glutamine synthase (GS) in astrocytes’ whereas deamidation of glutamine into
glutamate primarily take places in neurons. In our work, we showed here that exogenous Glu is
mainly metabolized as GIn in the brain in our conditions and thus, reflects essentially the glial
metabolism of Glu by the GS. If Glu is mainly converted as GlIn at low concentration, it was reported
that increased in exogenous Glu concentration leads to the preferential Glu metabolism by the TCA
cycle into AKG*”. However, only signal from [1-*C] GIn has been observed in our study. This suggests
that in our conditions Glu may remains at low concentration in the brain of animals and thus leads to
the predominant synthesis of Gln. In addition, contrary to the cytoplasmic GS*, conversion of Glu

into AKG is achieved by the glutamate desydrogenase (GDH) inside mitochondria matrix*. Thus, the



absence of AKG signal within the time of hyperpolarized experiment could also be explained by the
slow transport of [1-'°C] glutamate into mitochondria. Also, we showed that although,
hyperpolarized Glu was suggested to be used as precursor to follow AKG levels for probing glioma
status®® the absence of AKG signal in our study suggest that Glu is not a relevant metabolite to follow
this reaction in the brain. Indeed, even if injection of higher Glu concentration should leading to the
appearance of AKG, it would be toxic for animals®*%. In line with this, recently, AKG itself was shown

. . . 17 1
to be a more relevant probe to assess the glioma status in vivo'’ 2.

Compared to conventional C NMR experiment, DNP allowed the follow in real time of Glu
metabolism. Indeed, even at higher magnetic fields, temporal resolution of >C NMR experiment stay
around 4.5min at 14.1T°. DNP allowed to reduce the temporal resolution to few seconds and thus in
our study to visualize in real-time the GlIn synthesis. This direct detection could be useful in order to
identify changes in the enzymatic activity in the context of brain diseases. Such as the assessment of
pyruvate to lactate ratio in tumors compared to normal tissue®*, assessment of Glu to Gln synthesis

rate would offer a new diagnostic tool for neurodegenerative diseases.

In this study, we showed for the first time a new way to follow the Glu-GIn cycle in vivo in real-time.
Hyperpolarized [1-*C] Glu would be a promising substrate for evaluation of Glu-Gln cycle activity in
conjunction with neurodegenerative diseases. Moreover, by the use of previous infusion of
hyperosmolar agent we demonstrate the feasibility of probing various hyperpolarized compound

inside the brain.
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Figure 1 Representative spectra of in vitro hyperpolarized [1-13C] glutamate. Stack plot of Bc spectra of hyperpolarized [1-
13C] glutamate in solution acquired at 3T shows the decay of the hyperpolarized signal (TR 1s, flip angle 5°). The resonance
of hyperpolarized [1-13C] glutamate (175.4ppm) and [5-13C] glutamate (182,2ppm) are assigned. The signal at 184ppm
comes from the [1-13C] lactate reference.
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Figure 2 Assessment of BBB opening after hyperosmolar injection of mannitol 25%. Spectrophotometry at 620nm reveals
a significant increase of Evans blue staining in the ipsilateral hemisphere after mannitol 25% injection compared with NaCl
0.09% injection (**p<0.01). The Evans blue concentration is significantly higher in the side of mannitol injection than in the
controlateral side (*p<0.05). Results were expressed as mean + sem. Statistical was tested using Statistica v7.1 (Stat Soft,
Maisons-Alfort, France) with a Student’s t-test.
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Figure 3 In vivo detection of hyperpolarized [1-13C] glutamate inside the rat brain. Signal acquisition was done using the
SPSP sequence centered on the [1-13C] glutamate frequency (TR 3s; flip angle 15°). a) Axial T;-weighted images of rat brain
(CA= Carotid Artery, B= Brain). Hyperpolarized signal of [1-2q] glutamate (white arrow) can be seen inside the rat head
after NaCl 0.9% injection in the right carotid artery (CA). Hyperpolarized signal of [1-2q glutamate (white arrows) was
observed in the brain (white dotted circle) only after mannitol 25% infusion. b) Axial T1-weighted images of rat brain (CA=
Carotid Artery, B= Brain, SV= Sagittal Vein). Time evolution of the hyperpolarized [1-q] glutamate signal inside the rat
brain. First acquisition was done at 7s post-injection. Bc images were surimposed on the T;-weighted images, which were
acquired at the beginning of the experiment.
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Figure 4. [1-13C] glutamate and [1-13C] glutamine can be detected in vivo after BBB opening. a) Stack representation
of the 10 first spectra acquired 7s after the hyperpolarized [1—13C] glutamate injection on a slice covering the rat brain
(TR 1s; flip angle 15°). Reference signal from [1—13C] lactate (Lac) can be seen at 185ppm. In vivo, the resonance at
175.4ppm is from [1—13C] glutamate and [1—13C] glutamine peak can be seen at 174.9ppm. b) Sum of the first 10
spectra acquired 7s after hyperpolarized [1—13C] glutamate injection. c) In vitro B¢ NMR spectrum of a mixture of
glutamate and glutamine. Signals of each natural abundance carbon of glutamate and glutamine are detectable and
chemical shifts are respectively: 8C1-Glu = 175.4ppm, 8C2-Glu = 55.5ppm, 0C3-Glu = 27.9ppm, 8C4-Glu = 34.4ppm,
0C5-Glu = 182.1ppm and 8C1-GIn = 174.9ppm, 0C2-Glu = 55.0ppm, 0C3-Glu = 27.0ppm, 0C4-Glu = 31.3ppm, 8C5-Glu =
178.5ppm. TSP is the internal reference (3TSP = Oppm). Chemical shifts defined from in vivo spectra are in agreement
with those obtained in vitro.
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Figure 5 Time evolution of hyperpolarized signals in vivo. Signal amplitudes are measured from dynamic Bc spectra
acquired on the rat head 7s after hyperpolarized [1-13C] glutamate for 3 rats that underwent the BBB disruption protocol.
Curves represent averaged amplitudes of hyperpolarized signals of [1-13C] glutamate; [1-13C] glutamine and [1-13C] lactate.
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La RMN est une technique non invasive d’analyse structurale et métabolique d’un tissu. Dans ce
projet de these, deux approches de la RMN ont été proposées afin de répondre a une problématique
centrale a savoir I'’évaluation du métabolisme glutamatergique dans le cerveau parkinsonien. La
premiére visait 3 appliquer la spectroscopie RMN du proton 'H chez 'homme afin d’explorer et
caractériser la biochimie du putamen chez le patient parkinsonien a jeun de traitement et
d’apprécier son évolution aprés traitement. La deuxieme approche consistait au développement de
la spectroscopie RMN du carbone C hyperpolarisé pour I'étude dynamique du métabolisme
cérébral et en particulier ce métabolisme glutamatergique chez un modéle animal de la maladie de

Parkinson.

Dans I’étude clinique menée chez les patients parkinsoniens, la SRM du 'H nous a permis d’identifier
des modifications du métabolisme cérébral dans le putamen. Il a notamment été observé une
diminution du métabolisme énergétique qui est restaurée par la prise de L-dopa. Si les
concentrations en glutamate et glutamine ne semblent pas varier chez notre groupe de patients,
nous avons cependant observé une baisse significative de la concentration en M-Ins qui pourrait
refléter une augmentation passée des taux de glutamate et glutamine dans le cerveau comme cela a
été montrée dans I’hépato-encéphalopathie. En effet, des phénoménes d’adaptation liés a
I’évolution de la maladie et/ou aux traitements dopaminergiques mis en place pourraient masquer
cette augmentation de glutamate, glutamine décrite chez les modéles animaux. Chez ces derniers, la
dénervation dopaminergique est induite par une neurotoxine, elle est effective d’emblée et massive,
de plus les animaux sont naifs de traitement dopaminergique au moment des évaluations. Lorsque
I'effet d’un traitement est évalué, il s’agit souvent d’une mesure réalisée aprés I'administration aigue
de la molécule (Chassain et al. 2010, Bagga et al. 2013).

Ainsi la réalisation de cette étude sur une nouvelle cohorte de patients de novo diagnostiqués pour
une maladie de Parkinson et n’ayant jamais recu de traitement dopaminergique pourrait étre
réalisée afin d’évaluer le métabolisme en condition basale chez ces patients. En effet, le traitement
dopaminergique peut entrainer une adaptation métabolique masquant les changements qui

pourraient avoir lieu en début de maladie.

Ce premier travail s’inscrivant dans une thématique plus globale de I'équipe visant a étudier les
troubles neuropsychiatriques de la maladie de Parkinson, il serait intéressant de suivre les
modifications métaboliques dans différentes structures notamment dans le noyau accumbens,

structure impliquée dans le circuit de la motivation et la récompense. En cela, une acquisition multi-



voxel grace a une séquence FIDCSI permettrait une analyse compléte des différentes structures

impliquées dans la pathologie.

Dans la seconde étude de ce projet, nous avons développé une nouvelle technique de SRM pour
I’étude du métabolisme cérébral. Si la SRM du *C a souvent été délaissée au profit d’autres
techniques plus invasives en raison de son manque de sensibilité, nous montrons ici une nouvelle
vision de son ['utilisation pour le suivi dynamique du métabolisme cérébral. Passant au dela des
limitations induites par la BHE, nous avons montré dans ce projet la possibilité de suivre pour la
premiere fois en temps réel la synthése de glutamine suite a une injection de glutamate
hyperpolarisé. Si ce travail n’a pu malheureusement qu’étre réalisé que sur des animaux controle au
cours de cette these, il laisse entrevoir le potentiel de cette technique pour suivre les modifications
du cycle glutamate-glutamine en condition pathologique. Ainsi le suivi des adaptations de ce cycle
pourrait permettre de mieux comprendre ce mécanisme d’échange entre neurones et astrocytes

dans le but de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Plusieurs perspectives pourraient permettre de développer les résultats obtenus au cours de ce
second projet. En effet, si seule la glutamine est visible dans notre étude, une étude a plus haut
champ magnétique pourrait peut-étre permettre de visualiser d’autres métabolites comme le GABA
ou encore de suivre I'incorporation du glutamate dans le cycle TCA. De plus, le développement actif
de nouvelles stratégies innovantes d’acquisitions du signal accroit de jour en jour les capacités de
détection du signal permettant encore d’augmenter la sensibilité de cette technique. Si pour de
raisons de toxicité, I'hyperpolarisation du glutamate devra étre cantonnée a des études précliniques,
ces nouvelles stratégies pourraient permettre d’utiliser des précurseurs plus en amont du cycle mais
moins nocifs comme I’AKG. L'association du protocole de rupture de la BHE couplée a la PDN ouvre
ainsi la voie a I'administration de nouveaux marqueurs hyperpolarisés et de ce fait étend le champ

d’analyse des voies métaboliques cérébrales par cette technique.

En conclusion, si la SRM du 'H permet d’identifier des marqueurs caractéristiques de certaines
pathologies, les informations limitées qu’elle apporte réduit son champ d’utilisation. La vision
dynamique du métabolisme cérébral apportée par la PDN offre la clef qui pourra, sans doute dans
un futur proche, libérer des informations importantes sur la compréhension des adaptations

métaboliques qui sont contenues encore a I’heure actuelle dans cette fabuleuse boite, le cerveau.
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Annexe 1

Echelle UPDRS (FAHN et ELTON, 1987)

Examinateur : ......cceceveeeiveenene.

Date: |_ | | |__|__| 20]__|__| Patient iu....uveieneenneneesnessessessessessenens

UPDRS Partie | : ETAT MENTAL, COMPORTEMENTAL ET THYMIQUE

1 - Affaiblissement intellectuel

0 = Absent

1 = Léger. Manque de mémoire habituel avec souvenirs partiels des événements sans
autre difficulté.

2 = Perte mnésique modérée, avec désorientation et difficultés modérées de faire
face a des problémes complexes. Atteinte légére mais indiscutable de ses
capacités fonctionnelles avec besoin d'une incitation occasionnelle de ||

I'entourage.

3 = Déficit mnésique grave avec désorientation dans le temps et souvent dans
I'espace. Handicap grave face aux problémes.

4 = Perte mnésique sévere uniquement préservation de sa propre orientation.

Incapable de porter des jugements ou de résoudre des problémes, demande
beaucoup d'aide pour les soins personnels, ne peut étre laissé seul.

2 - Troubles de la pensée (en rapport avec la démence ou une intoxication

médicamenteuse)

0 = Aucun
1 = Réves animés ||
2 = Hallucinations bénignes critiquées

3 = Hallucinations occasionnelles ou fréquentes ou idées délirantes : non critiquées :
peuvent géner les activités quotidiennes.

4 = Hallucinations continuelles. Idées délirantes ou psychose expansive : incapable de
prendre soin de lui-méme.
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3 - Dépression

0 = Absente

1 = Période de tristesse ou sentiment de culpabilité excessif ne persistant pas
plusieurs jours ou semaines. | |

2 = Dépression durable (une semaine ou plus).

3 = Dépression durable avec symptomes végétatifs (insomnie, anorexie, perte de
poids, perte d'intérét).

4 = Dépression durable avec symptomes végétatifs avec pensées ou intentions suicidaires.

4 - Motivation - Initiative

0 = Normale

1 = Moins franche qu'a I'habitude : plus passif. ||
2 = Perte d'initiative avec désintérét pour certaines activités non routiniéeres.

3 = Perte d'initiative ou désintérét dans les activités quotidiennes routinieres.

4 = Absence d'initiative, perte totale d'intérét.

UPDRS Partie Il : ACTIVITES DANS LA VIE QUOTIDIENNE

ON OFF
(a déterminer en période L-Dopa ON)

5 - Parole

0 = Normale

1 = Légerement perturbée, pas de difficulté a étre compris. | |
2 = Modérément perturbée. On doit occasionnellement lui demander de répéter.

3 = Gravement perturbée. On doit lui demander fréquemment de répéter.

4 = Incompréhensible la plupart du temps.




6 - Salivation

0 = Normale
1 = Légere mais exces habituel de salive dans la bouche, peut baver pendant la nuit. || ||
2 = Hypersialorrhée modérée. Peut baver un peu.

3 = Hypersialorrhée nette avec un peu bave.

4 = Ecoulement habituel de bave nécessitant en permanence un mouchoir.

7 - Déglutition

0 = Normale
1 = S'étrangle rarement |__| |__|
2 =S'étrangle occasionnellement

3 = Nécessite une alimentation semi-liquide

4 = Nécessite une alimentation par forme gastrique ou une gastrostomie.
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8 - Ecriture

0 = Normale
1 = Légérement ralentie ou micrographique. || -
2 = Nettement ralentie ou micrographique

3 = Gravement perturbée : tous les mots ne sont pas lisibles.

4 = La majorité des mots est illisible.

9 - S'alimenter et manipuler les couverts

0 = Normale
1 = Un peu lent et maladroit mais n'a pas besoin d'étre aidé. || ||
2 = Pour la plupart des aliments peut se débrouiller seul, quoique lent et maladroit.

3 = A besoin d’une aide pour les repas, mais peut encore s’alimenter lentement

4 = On doit lui donner a manger.

10 - Habillage

0 = Normal
1 = Un peu lent mais ne doit pas étre aidé. || ||
2 = Aide occasionnelle pour boutonner, enfiler une manche.

3 = A besoin d'étre trés aidé mais peut faire certaines choses tout seul.

4 = Totalement dépendant.

11 - Hygiéne

0 =Normale
1=Un peu lent mais n'a pas besoin d'étre aidé. [ |

2 = Nécessite une aide pour la douche ou le bain : ou trés lent dans les soins
hygiéniques.

3 = Nécessite une aide pour se laver, se brosser les dents, se coiffer et se baigner.

4 = Sonde urinaire ou autres aides mécaniques.
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ON OFF

12 - Se retourner dans le lit et arranger les draps et couvertures

0 = Normal
1 = Un peu lent et maladroit mais n'a pas besoin d'étre aidé. | L

2 = Peut se retourner seul ou arranger les draps mais avec une grande difficulté.

3 = Peut commencer le geste mais n'arrive pas a se retourner ou arranger les draps
seul.

4 = Dépendant.

13 - Chute non liée au piétinement

0 = Aucune

1 = Chutes rares || ||
2 = Chutes occasionnelles mais moins qu'une fois par jour.

3 = En moyenne, une chute par jour.

4 = Chutes pluriquotidiennes.

14 - Piétinement lors de la marche

0 =Aucun
1 = Rare piétinement lors de la marche, peut avoir une hésitation au départ. N |
2 = Piétinement occasionnel lors de la marche.

3 = Piétinement fréquent entrainant occasionnellement des chutes.

4 = Chutes fréquentes dues aux piétinements.
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15 - Marche

0 = Normale

1 = Difficultés |égéres mais peut balancer les bras ou traine les pieds. || ||
2 = Difficultés modérées mais ne demande que peut ou pas d'aide.

3 = Difficultés importantes de la marche nécessitant une aide.

4 = Ne peut marcher du tout méme avec une aide.

16 - Tremblement

0 = Absent

1 = Léger et rarement présent || ||
2 = Modéré, génant le patient

3 = Important, géne certaines activités.

4 = Marqué, géne la plupart des activités.

17 - Troubles sensitifs subjectifs liés au parkinsonisme

0 = Aucun

1 = Occasionnellement engourdissement, picotements ou douleurs légéres. || ||
2 = Engourdissement, picotements ou douleurs fréquentes : pas génant.

3 = Sensations douloureuses fréquentes.

4 = Douleurs tres vives.

TOTAL Partie Il UPDRS [ I
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UPDRS Partie Ill : EXAMEN MOTEUR

(a déterminer en période L-Dopa ON )

ON OFF

18 — Parole

19 - Expression faciale

21 - Tremblement d'action ou tremblement postural des mains

22 - Rigidité

(évaluée lors des mouvements

passifs des principales articulations,

avec un malade relaché en position

Cou || |1

MSD-MSG (O O

-17%-



assise, ne pas tenir compte

de la roue dentée) MID-MIG

23 - Tapotement des doigts (le malade fait des mouvements rapides et de grande amplitude

du pouce sur I'index chaque main séparément)

24 - Mouvements des mains (le malade ouvre et ferme les mains avec la plus grande

amplitude possible, chaque main séparément)

25 - Mouvements alternatifs rapides (mouvements de prosupination des mains

verticalement ou horizontalement, avec la plus large amplitude possible, les deux mains

simultanément)

26 - Agilité de la jambe (le patient tape le talon sur le sol de fagon rapide en soulevant tout le

pied, I'amplitude doit étre d'environ 7.5 cm)

27 - Se lever d'une chaise (le patient assis essaie de se lever d'une chaise a dos en bois ou en

métal, les bras pliés devant la poitrine)

28 — Posture

29 - Stabilité posturale (réponse a un déplacement postural soudain, produit par une poussée

sur les épaules alors que le patient est debout, les yeux ouverts et les pieds légerement
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écartés ; le patient doit étre prévenu)

30— Démarche |__| ||

31 - Bradykinésie corporelle ou hypokinésie (combinant la lenteur, I'hésitation, la | ||

diminution du ballant des bras, I'amplitude faible et la pauvreté des mouvements en général)

TOTAL Partie 11l UPDRS I I

UPDRS Partie IV - COMPLICATIONS DU TRAITEMENT

(au cours de la derniére semaine)

A — Dyskinésies

32 - Durée : durant quelle proportion de la journée les dyskinésies sont-elles présentes ?

(information tenue par l'interrogatoire).

0 = Aucune 3= 51a75%de lajournée
1=13a25%delajournée 4 =76 a3 100% de la journée

2 =26 a 50% de la journée
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33 - Incapacité : quelle incapacité entraine des dyskinésies ?

0 = Aucune 3 = Sévere
1= Légeére 4 = Compléte
2 = Modérée

34 - Dyskinésies douloureuses : les dyskinésies entrainent-elles des douleurs ?

0 = Aucune 3 =Sévere
1= Légere 4 = Marquée
2 = Modérée
35 - Présence d’une dystonie matinale précoce (information tenue par

I'interrogatoire)

0 =Non 1 = Oui

B - FLUCTUATIONS CLINIQUES

36 - Y-a-t-il des périodes OFF dont on peut prédire le moment aprés une prise

médicamenteuse ?

0 =Non 1 = Oui

37 - Y-a-t-il des périodes OFF dont on ne peut prédire le moment apreés une prise
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médicamenteuse ?

0 =Non 1 = Oui

38 - Est-ce que certaines des périodes OFF viennent soudainement (c'est a dire en

quelques secondes) ?

0 =Non 1 = Oui

39 - Quelle est la proportion de la journée durant laquelle le patient est en moyenne en
situation OFF ?

0 = Aucune 3=51a75% de la journée
|__I

1 =13 25% de la journée 4 =76 a 100% de la journée.

2 =26 a50% de la journée

C - AUTRES COMPLICATIONS

40 - Le patient a-t-il de I'anorexie, des nausées, des vomissements ?

0 =Non 1 = Oui

41 - Le patient a-t-il des troubles du sommeil, par exemple insomnie ou somnolence

excessive ?

0 =Non 1 =Oui
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42 - Le patient a-t-il une hypotension orthostatique symptomatique ?

0 =Non 1 = Oui
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Annexe 2

Stade Hoehn et Yahr

ON o
Stade 0 : pas de signe de la maladie a a
Stade 1 : maladie unilatérale O O
Stade 1,5 : maladie unilatérale, plus atteinte axiale a a
Stade 2 : maladie bilatérale sans trouble de I'équilibre a 0
Stade 2,5 : maladie bilatérale Iégere avec rétablissement lors du test de la
0 O
poussée
Stade 3 : maladie bilatérale légére a modérée : une certaine instabilité A a
posturale, physiquement autonome
Stade 4 : handicap sévere : toujours capable de marcher ou de se tenir A a
debout sans aide
Stade 5 : malade en chaise roulante ou alité sauf s'il est aidé. 0 0
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