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INTRODUCTION GENERALE




Les pathologies neurologiques sont sous-tendues par la mise en place de mécanismes
cérébraux spécifiques participant a la progression de ces derniéres. Des perturbations dans le
métabolisme du glucose peuvent voir le jour et étre régions cérébrales dépendantes selon la
pathologie considérée. De plus, des réponses cellulaires neuroinflammatoires chroniques peuvent
étre responsables d'une exacerbation des symptdmes observés cliniquement. Ces deux
mécanismes universels refletent le fonctionnement du systéme nerveux (SN) via l'interaction de
diverses populations cellulaires. Des phénomeénes moléculaires plus spécifiques sont mis en cause
dans certaines pathologies cérébrales comme les maladies neurodégénératives. En effet, des
agrégations protéiques de certaines protéines mal conformées font partie des marqueurs clés
pour lidentification de ces pathologies. Des dysfonctionnements au sein de ces mécanismes

cérébraux peuvent étre investigués in vivo grace a I'imagerie par émission de positons (TEP).

Pour mieux comprendre limpact de ces mécanismes cérébraux intervenants dans
certaines maladies neurologiques qui ont été investigués au cours de ma thése, les composantes

principales impliquées dans ces processus cérébraux vont étre décrites dans ce premier chapitre.

LE SYSTEME NERVEUX

Le systeme nerveux (SN) est composé de différentes entités, on distingue le systeme
nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérique (SNP). Le SNC est composé du cerveau
et de la moelle épiniére. Le SNP est constitué de différents nerfs permettant d'envoyer les
informations du SNC vers les organes périphériques et réciproquement de recevoir les
informations périphériques pour les transmettre a la moelle épiniére et/ou a I'encéphale. Divers
types cellulaires assurent le bon fonctionnement du SN ayant des réles structurels et fonctionnels

distincts.

Pour assurer le bon fonctionnement du SNC et maintenir 'homéostasie cérébrale, une
barriere biologique permet d'isoler le SNC du reste du corps: la barriere hémato-encéphalique
(BHE). Cette barriére permet de faire le lien et de trier les substances entre la circulation sanguine
(sang) et le SNC. Cette derniére permet de contrdler étroitement I'entrée et la sortie (influx vs efflux)
des substances exogénes (médicaments, toxines) présentes dans le sang au sein du parenchyme

cérébral faisant de celle-ci une entité ayant un réle clé dans la protection du SN. Lunité



neurovasculaire est un ensemble anatomo-fonctionnel au sein duquel les cellules composant la
BHE (cellules endothéliales, péricytes, astrocytes), les cellules immunitaires (microglies) et les

neurones vont étroitement entrer en interaction (Figure 1).

- Astrocyte end-foot

“—Perivascular space

T Cell

Monocyte

Pericyte
Macrophage Endothelial cell

A Endothelial cell . : B

Figure 1: La structure I'unité neurovasculaire (UNV). (D’aprés Obermeier et al, 2016). (1)

Le concept de 'UNV comprend divers types de cellules qui contribuent toutes a la structure et a la
fonction de la BHE. Les éléments anatomiques centraux sont les cellules endothéliales vasculaires qui constituent
la paroi des vaisseaux sanguins, étroitement scellée par des jonctions inter-endothéliales. La membrane basale
endothéliale enveloppe la face abluminale de I'endothélium et des péricytes. Les péricytes étendent des
prolongements le long de la paroi externe du vaisseau (comme indiqué en A). Au niveau des veinules
postcapillaires, les membranes basales endothéliales et parenchymateuses sont séparées et délimitent l'espace
périvasculaire dans lequel résident les macrophages périvasculaires. Les astrocytes fixent des pieds terminaux a
la face abluminale du vaisseau. Les neurones et les microglies sont des types de cellules centrales
supplémentaires qui sont associés a la BHE et sont donc considérés comme des membres de ['UNV.
Occasionnellement, les cellules du sang périphérique, telles que les lymphocytes et les monocytes circulant dans
le flux sanguin dans des conditions saines, rejoignent 'UNV lorsqu'elles interagissent avec la surface luminale de
I'endothélium dans des conditions inflammatoires. (A) LUNV en un coup d'ceil. (B) Vue détaillée de la section
transversale et des différentes couches.

1. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales forment les vaisseaux sanguins cérébraux. Ces sont les
premieres cellules rentrant en jeu pour isoler physiquement le parenchyme cérébral de la
circulation sanguine. Les cellules endothéliales de la BHE sont composées de multiples types de
jonctions permettant de s'interconnecter entre elles formant ainsi un endothélium imperméable
et sélectif (2). Cependant, certaines molécules sont aptes a passer librement la BHE comme
I'oxygéne passant du sang vers le cerveau et le dioxyde de carbone empruntant le sens inverse.

Cet échange par simple diffusion est indispensable pour permettre un apport énergétique aux

Endothelial basement membrane

“Parenchymal basement membrane
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cellules composant 'UNV afin qu'elles assurent leur role. Les jonctions serrées sont donc les
premiéres actrices dans le maintien de la perméabilité entravant ainsi les flux paracellulaires des

molécules hydrophiles entre les cellules endothéliales. Elles permettent également de réguler la

disposition des différents composés des cellules endothéliales via la séparation de leurs parties
apicale et basolatérale. Une distribution organisée des lipides, des glycoprotéines, des récepteurs
et des transporteurs est observée (3). Les jonctions serrées font intervenir des protéines
transmembranaires spécifiques de la famille des claudines et des occludines ainsi que des
molécules d’adhésions. Ces protéines sont en interaction direct avec le cytosquelette de la cellule
grace aux protéines de la zona occludens (4). L'interaction dynamique de ces diverses protéines

permet de générer une barriere physique empéchant ainsi le passage de molécules non désirées

ou dangereuses dans le parenchyme cérébral.

Les cellules de I'UNV ont quand méme besoin de certaines molécules (glucose, acides
aminés, nutriments) pour leur fonctionnement soulignant ainsi d'autres voies de passage pour
permettre leur entrée dans le cerveau. En effet, pour permettre le passage de molécules des
systémes de transport facilités ou actifs sont nécessaires. Ils assurent ainsi les influx et les efflux
d'une multitude de molécules nécessaire au maintien de 'homéostasie cérébrale (5). Les plus
connus sont le transporteur de Glucose (GLUT-1) et la glycoprotéine P (P-gp). Pour certains

composés un systéme d'endocytose peut étre sollicité (6).

Des jonctions dites adhérentes sont également retrouvées entre cellules endothéliales
faisant intervenir des protéines transmembranaires les cadhérines endothéliales vasculaires (VE-
cadherin). Elles servent a la mise en place des jonctions serrées et agissent en synergie avec elles

pour réguler la perméabilité (7).

2. Les péricytes

Les péricytes sont des cellules qui vont recouvrir les cellules endothéliales. Elles vont étre
en interaction avec les cellules endothéliales grace a des protéines N-cadhérines et des
connexines. L'intégrité de la BHE sera assurée en partie par ces cellules par leurs fonctions
d'angiogenése et de stabilisation de la microvasculature (8). Elles contiennent des protéines

contractiles permettant la régulation du diametre des vaisseaux et du flux sanguin (9).



3. Les cellules gliales

Le cerveau est constitué de 90% de gliocytes. Que ce soit les astrocytes ou les microglies

leurs réles sont multiples au sein du SN.

a. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du SN. Ces cellules étoilées avec de
nombreux prolongements vont permettre de se connecter a I'environnement notamment en
recouvrant 99% des micro-vaisseaux cérébraux. Ce sont des cellules de soutien et nourricieres. En
effet, ils vont transporter les principaux ions et protons (K*, Ca?*, Na*) pour maintenir la balance
ionique entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. lls vont également participer a la
neurotransmission en catabolisant des neurotransmetteurs ou en fournissant des précurseurs
aux neurones (10). Les astrocytes régulent 'homéostasie métabolique en synthétisant le glycogéne
et en fournissant aux neurones des substrats énergétiques (11). Via le déploiement des pieds
astrocytaires sur le réseau sanguin, ils vont étre trés impliqués dans la régulation du pH sanguin
et dans le maintien de l'intégrité de la BHE. Les astrocytes synthétisent une protéine la Sonic
Hedgehog (SHH). Son action provoque une augmentation de I'expression des protéines participant
a la formation des jonctions serrées (12). Hormis leurs rbles nourriciers et de soutien, en
conformation activée ils participent a la mise en place des lignes de défense suite a un dommage
cérébral. L'activation astrocytaire se fait via la surexpression d'une protéine qui constitue les
filaments intermédiaires du cytosquelette : la « glial fibrillary acidic protein (GFAP) » (13). Ce qui va
provoquer un changement morphologique cellulaire (hypertrophie). Une fois activés, ils vont avoir
de multiples réles. lls peuvent former une cicatrice gliale englobant la Iésion cérébrale et limitant
ainsi sa propagation. lls sont capables de promouvoir la réparation de la BHE et de limiter la
neurodégénérescence (14). Cependant, ils peuvent présenter des effets néfastes sur le SN suite a
leur activation. lls vont ainsi produire des réactions cytotoxiques comme générer un stress
oxydatif. Une inflammation chronique via une activation astrocytaire soutenue favorise l'apparition
d'atteintes neuronales et une dérégulation de la perméabilité de la BHE dans diverses pathologies

neurodégénératives (Parkinson, Maladie d'Alzheimer) (15).

Les cellules endothéliales, les péricytes et les astrocytes participent a la formation d’'une

membrane basale endothéliale entourant les capillaires sanguins renforcant le maintien de la BHE.

Ces trois types cellulaires font partie intégrante de I'ensemble central communément

appelé BHE. Cependant, 'UNV contient d'autres types cellulaires.



b. Les microglies

Pour protéger le SNC, des cellules résidentes, les microglies considérées comme les
macrophages du SNC, sont la premiére ligne de défense immunitaire. Ce sont des cellules qui
possédent des ramifications cellulaires en constante interaction avec le parenchyme cérébral. Ces
cellules trés dynamiques permettent d'assurer I'homéostasie cérébrale. Elles arborent un
phénotype et des propriétés fonctionnelles distinctes suivant leur état d'activation. Le processus
d'activation des microglies s'effectue dés lors qu'un changement au sein de leur environnement
proche se produit (entrée d'un pathogéne, |ésion cérébrale, changements dans la constitution du
milieu extracellulaire...). Dans un état dit « de surveillance » ou « non activé », de nombreux
prolongements cellulaires jouent le réle de « senseur » au sein du microenvironnement (16). Dés
gu'une modification de leur environnement est détectée, un changement morphologique va avoir
lieu via la rétraction des prolongements et 'augmentation de la taille du corps cellulaire. En outre,
I'expression de nouvelles protéines et la sécrétion de facteurs pro/anti inflammatoires va se
produire. Elles vont également pouvoir dans certains cas proliférer et migrer au niveau du site

|ésionnel afin d'acquérir des activités de phagocytose pour faire disparaitre les débris cellulaires.

Classiquement l'activation des microglies se définit selon une nomenclature basée sur
deux stades d'activation : les microglies de type M1 dites « pro-inflammatoire » et les microglies de
type M2 dites « anti-inflammatoire » (17). Cette classification «simpliste » des phénotypes
microgliaux est remise en cause depuis quelques années suite a la démonstration de la capacité

des microglies de passer d'un phénotype a un autre selon les conditions environnementales (18).
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Figure 2: Activation et polarisation des microglies suite a un événement pathologique. (D’apres
Barakat et al, 2015) (19)

Des facteurs cellulaires spécifiques permettent d'activer et de polariser les microglies en des phénotypes
spécifiques. Cependant, les facteurs permettant de passer d'un phénotype a un autre reste a élucider.

L'activation microgliale s'accompagne de la modification de l'expression de certains
marqueurs cellulaires. Al'état basal, au sein des microglies non activées des marqueurs spécifiques
de ce type cellulaire sont exprimés tel que Iba1, CD11b. En cas de processus d'activation, une
augmentation de l'expression de marqueurs spécifiques au sein des microglies est observée.
Suivant le statut d'activation, elles possedent des propriétés différentes. Cette activation est

possible suite a l'intégration de signaux externes et internes a ces cellules.

Le phénotype pro-inflammatoire (M1) présente un effet plutdt néfaste sur le SNC. Ce
phénotype promeut la mise en place de la mort neuronale, 'augmentation de la perméabilité de
la BHE. Les répercussions engendrées par les microglies pro-inflammatoires peuvent étre alors
responsables de dommages cérébraux secondaires. Le type M2 quant a lui, est considéré comme
anti-inflammatoire. La mise en place du phénotype anti-inflammatoire est décisive pour les
processus de neuroprotection, de croissance axonale et de réparation neuronale (Figure 2) (20).
Les microglies ne sont pas cantonnées a un phénotype particulier, elles sont trés dynamiques et
seraient capables de passer du phénotype M1 a M2 et inversement. Cependant, la dynamique et

I'origine de leurs modifications de phénotypes restent a explorer.
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Les cellules gliales composant I'UNV sont capables d'une grande communication
permettant ainsi de réguler au mieux le réseau immunitaire qui est indispensable au bon

fonctionnement de 'UNV (21).

4. Les neurones

Les neurones participent activement au maintien du bon fonctionnement du SNC via leur
implication au sein de 'UNV. Les neurones sont en étroite interaction avec les astrocytes eux-
mémes connectés aux vaisseaux sanguins. Un astrocyte peut étre connecté a 140 000 synapses.
La formation d’'une synapse tripartite va participer a la régulation de l'influx sanguin au niveau des
zones cérébrales. Des changements de l'activité neuronale vont pouvoir étre détectés par des
récepteurs présents sur les pieds astrocytaires notamment glutamatergiques (22). L'augmentation
du débit cérébral va permettre 'acheminement rapide et en plus grande quantité des molécules
essentielles au fonctionnement des neurones (comme l'oxygéne et les substrats énergétiques). Ce

processus de couplage neurovasculaire est indispensable au sein du SNC (23).

lls permettent également de maintenir la communication neuronale pour assurer les

fonctions cérébrales.



Pour permettre la communication entre les neurones au sein du SN et assurer les diverses
fonctions cérébrales, des molécules messagéres sont synthétisées par les neurones: les
neurotransmetteurs (nt). Il en existe 6 principaux (glutamate, acétylcholine, noradrénaline,
sérotonine, dopamine et GABA). lls ont un réle soit excitateur ou inhibiteur selon leurs cibles et les

récepteurs activés.

L'acétylcholine (Ach) a été le premier neurotransmetteur a étre découvert par Otto Loewi en
1921 (démonstration d’une activité de « neurotransmetteur », susceptible d'étre collectée dans un organe
et montrant une activité dans un autre organe dénervé (Otto Loewi) (24). C'est un neurotransmetteur
largement distribué au sein du SN assurant un réle essentiel dans la transmission synaptique que

ce soit au sein des SNC et SNP.

1. Voies cholinergiques

Les voies cholinergiques sont largement distribuées au sein du SNC. La distinction de divers
groupes de neurones cholinergiques peut s'effectuer suivant leurs localisations et leurs
projections. Il en existe trois grandes catégories. Les neurones a projections diffuses, les neurones
a projections locales retrouvés en grande proportion au niveau du striatum et les motoneurones
de la moelle épiniére. Dés 1980, Mesulam propose une classification des neurones cholinergiques
a projections diffuses distinguant ainsi 8 sous-groupes. IIs sont regroupés a deux endroits distincts
au niveau cérébral, des groupes sont situés au niveau du cerveau antérieur basal et les autres au

niveau du tronc cérébral (Figure 3) (25).

Ces groupes de neurones seront alors regroupés sous le terme « Ch » avec l'attribution
d'un numéro allant de 1 a 8. Chaque groupe cholinergique innerve une partie du cerveau distincte.
Les groupes Ch1 et Ch2 innervent I'hippocampe, le noyau Ch3 innerve le cortex cingulaire et le
bulbe olfactif. Le groupe Ch4 comprend le noyau basal de Meynert, le noyau préoptique
magnocellulaire et la substance innominée de Reichert. Ce groupe va se projeter au niveau du
néocortex et de 'amygdale. Les noyaux Ch5 a Ch8 se situent au niveau du tronc cérébral, et enfin

les groupes Ch5 et Ch6 projettent vers le thalamus et 'hypothalamus (26).
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Figure 3: Principales projections cholinergiques du systéme nerveux central. (D’apres Newman et al,
2012).

Il existe deux groupes de projections : le systeme cholinergique magnocellulaire de la base du cerveau antérieur
et le systeme cholinergique du tronc cérébral. Le systeme cholinergique magnocellulaire de la base du cerveau
antérieur comprend le noyau septal médian (MS), les branches verticale et horizontale de la bande diagonale de
Broca (DB) et le noyau basal magnocellulaire (nBM). Le membre horizontal de la DB et le nBM ont des projections
diffuses étendues vers le néocortex ainsi que des projections vers l'amygdale basolatérale et le bulbe olfactif (ces
deux derniers ne sont pas représentés ici). Le MS et la branche verticale du DB projettent vers I'nippocampe et
les cortex entorhinaux. Le systeme cholinergique du tronc cérébral comprend le noyau tegmental
pédonculopontin (PPT) et le tegmentum pontin latérodorsal (LDT) et se projette principalement vers le thalamus
mais aussi vers la région basale du cerveau antérieur.

A la vue de la forte innervation cholinergique cérébral, les voies cholinergiques sont

certainement impliquées dans de nombreuses fonctions cérébrales.
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2. Role

a. En périphérie

L'acétylcholine permet d'assurer le fonctionnement de la jonction neuromusculaire
permettant ainsi la contraction musculaire. Les motoneurones vont se connecter aux fibres
musculaires et la libération de I'Ach va permettre une dépolarisation locale de la cellule musculaire.

Ce signal sera propagé au sein de la cellule musculaire et engendrera ainsi sa contraction (27).

b. Au niveau central

A la vue des diverses projections des neurones cholinergiques sur les diverses régions
cérébrales, le systéme cholinergique doit étre un acteur majeur dans la mise en place de diverses
fonctions cérébrales. En effet, il a été montré que ce dernier avait un rdle dans une multitude de

fonctions allant des mécanismes de I'attention a I'apprentissage en passant par la mémoire (28).

Les voies cholinergiques ont un rdle dans les fonctions nécessitant I'appel a la mémoire
dite de travail. C'est une mémoire a court-terme permettant le stockage temporaire d’informations
pour la réalisation d'une tache ou d'un raisonnement. Ce réseau neuronal fait intervenir le cortex
préfrontal et les régions hippocampiques qui servent a intégrer des stimuli qu'ils soient familiers
ou nouveaux. Une perte sélective des neurones innervant le cortex préfrontal suite a une Iésion
du cerveau antérieur basal chez le primate non-humain engendre une perturbation de la mémoire
spatiale (29). Des études utilisant la scopolamine, un antagoniste de 'Ach, montrent également des
perturbations dont I'altération de la reconnaissance visuelle, de la reconnaissance des mots et des
images (30). Les projections présentes au niveau des aires visuelles et somatosensorielles
participeraient donc au phénomeéne de discrimination sensorielle. Les aires stimulées sur le
préfrontal et le cortex pariétal ont un réle dans l'attention. La liste des fonctions citées
précédemment est loin d'étre exhaustive, I'implication des voies cholinergiques dans d'autres

fonctions sont a I'étude.

3. Synthese

La communication cellulaire dans le SN est assurée principalement par un processus nommé
la transmission synaptique chimique (Figure 4). Cela consiste a la mise en place d'un complexe
anatomo-fonctionnel mettant en jeu 3 acteurs principaux: un neurone présynaptique, une

synapse et une cellule postsynaptique (nerveuse/glandulaire/musculaire). La synapse chimique est



un espace entre la cellule pré et post synaptique ou les neurotransmetteurs seront libérés. Dans
un premier temps, les neurotransmetteurs vont étre synthétisés au niveau du neurone pré-
synaptique et étre encapsulés dans des vésicules de transports permettant leur adressage en
direction de la fente synaptique. La libération du neurotransmetteur contenu dans les vésicules
s'effectue alors via une exocytose. La membrane vésiculaire va fusionner avec la membrane

plasmatique neuronale présynaptique pour permettre la libération du nt (31).

Neurone émetteur

@ Neurotransmetteur
Vésicule de transport

@ Transporteur

.

Neurone récepteur

Réponse cellulaire

Figure 4: Schéma générique sur le fonctionnement de la transmission synaptique au sein du systéme
nerveux.

La transmission synaptique est le moyen de communication entre les neurones. Le neurone émetteur du message
dit présynaptique, va synthétiser des molécules messageres : les neurotransmetteurs (nt). Ces derniers seront
envoyés au niveau de la synapse qui est un lieu d'échange virtuel non clos entre le neurone émetteur et le neurone
récepteur. Le neurone récepteur va alors recueillir les nt au niveau de sa membrane plasmatique grace a la
présence de récepteurs ayant une affinité pour le nt synthétisé. Une fois le nt fixé sur son récepteur, s'en suit une
réponse cellulaire appropriée a la stimulation.

Concernant la biosynthése de l'acétylcholine, elle est assurée par une réaction
enzymatique précise. Les deux réactifs permettant sa formation sont l'acétyl-coenzyme A (acétyl-
CoA) provenant du métabolisme des glucides (via le cycle de Krebs) et la choline dont l'origine peut
étre variable (alimentaire ou endogéne (glycine)/recapture). La choline acétyltransférase (ChAT) est
'enzyme qui va permettre le transfert du groupement acétyl sur la choline formant ainsi

I'acétylcholine (Ach) (32) (Figure 5).

' Récepteur post-synaptique
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Figure 5: Biosynthése de I'acétylcholine

Voie de synthese (A). L'acétylcholine (Ach) est synthétisée grace au couplage de I'Acétyl-CoA et de la choline (Ch)
par une enzyme la choline acétyl transférase (ChAT). Une fois synthétisée, 'Ach va se retrouver dans le cytosol du
neurone présynaptique et va étre internalisée dans des vésicules de transport afin d'étre adressée a la fente
synaptique pour agir sur des récepteurs qui lui sont spécifiques. Formule chimique de I'Ach (B).

Une fois synthétisée, elle sera stockée dans des vésicules de transport synaptiques en

attendant sa libération au niveau de la fente synaptique.

4. Action sur des récepteurs spécifiques

Sa libération au niveau de ses sites d'action va permettre son interaction avec des
récepteurs spécifiques regroupés en deux catégories: les récepteurs nicotiniques (N) et les

récepteurs muscariniques (M).

Les récepteurs nicotiniques sont des récepteurs a canaux ioniques. lls sont constitués de
5 sous-unités, ils sont alors qualifiés de pentamériques. Les sous-unités de ces récepteurs sont au
nombre de 17 (a1 a10; Bra4; Y, &, €). Selon leur localisation, ils peuvent étre divisés en 2 types:
musculaire ou neuronaux. Les récepteurs N neuronaux sont situés sur les nerfs post-

ganglionnaires, les neurones et les microglies (33). Les récepteurs N musculaires sont quant a eux
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retrouvés au niveau de la jonction neuro-musculaire. L'assemblage des 5 sous-unités sera alors
différente et les combinaisons sont multiples. Ils peuvent étre composés dhomomeéres (méme
sous-unités) ou d’hétéromeéres (sous unités différentes). Les sites de fixation de I'Ach sont situés

au niveau des sous unités a et 3 (34,35).

Une fois que l'acétylcholine va se fixer sur ces récepteurs nicotiniques, ils vont entrer
rapidement en configuration ouverte ce qui va permettre le passage de cations dans la cellule

entrainant une dépolarisation locale engendrant ainsi une réponse cellulaire (Figure 6).
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Figure 6: Activation d’'un récepteur nicotinique

L’Ach (rond rouge) en se fixant sur les sites de fixation présents ici sur des sous-unités a va engendrer 'activation
du récepteur canal permettant ainsi son ouverture pour laisser les cations (charges positives Na* ou Ca**) passer
du milieu extracellulaire au milieu intracellulaire.

Les récepteurs muscariniques quant a eux sont des récepteurs couplés aux protéines G
trimérique, ils sont formés de 7 hélices transmembranaires. Il en existe cinq sous-types de M1 a
M5. Ces différents sous-types sont retrouvés au niveau de divers organes (yeux, cceur, muscle lisse,
cerveau etc.). L'expression cérébrale de ces récepteurs est région dépendante. Les types M1, M3
et M4 sont retrouvés dans les ganglions de la base et le cortex alors que les M2 et M5 sont
préférentiellement situés au niveau de I'hippocampe (36). Selon leur sous-type, la voie cellulaire
activée par l'action de la protéine G sera différente. Les effecteurs activés par la protéine G sont
soit l'adenylate cyclase (voie de I'AMPc) soit la phospholipase C (voie PLC). Les messagers
secondaires intracellulaires synthétisés par ces deux voies vont permettre une ouverture des
canaux K' et une augmentation Ca?' respectivement (Figure 7). Suivant la zone tissulaire
d’activation de ces récepteurs, les fonctions biologiques qui en résultent seront différentes. Des
études sur des modeéles animaux génétiquement modifiés présentant un déficit de différents types

de récepteurs muscariniques ont permis de déterminer le réle des voies de signalisation suite a
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I'activation de ces récepteurs. Par exemple une déplétion des récepteurs M2 et M4 provoque une
dérégulation de 'homéostasie de l'acétylcholine au niveau hippocampique. Ces récepteurs sont

donc indispensables a la régulation des taux d'Ach (37).
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Figure 7: Activation d'un récepteur muscarinigue

L'’Ach en se fixant sur les récepteurs muscariniques va provoquer une cascade de signalisation cellulaire
aboutissant a l'activation de divers effecteurs grace a des messagers secondaires produits par deux voies
principales (AMPc, Phospholipase Q).

Une fois que I'Ach aura agi sur ses récepteurs elle pourra étre dégradée.

5. Dégradation

Le clivage de I'Ach est assuré par une enzyme : 'acétylcholinestérase (AChE). C'est une enzyme
soit plasmatique ou transmembranaire située en post synaptique (au niveau des synapses
cholinergiques et/ou de la jonction neuromusculaires). Elle va permettre de catalyser I'hydrolyse
de I'Ach au niveau de la fente synaptique afin d'y réguler sa concentration. Elle a un fort pouvoir
catalytique allant jusqu’a la dégradation de 25000 molécules d’Ach par seconde (38). Des méthodes

de cristallographie ont permis de déterminer la structure a I'échelle atomique de I'AChE (39). Le
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site actif de I'enzyme est composé de trois résidus amino acides (Glutamate-Histidine-Sérine)
communément appelé la triade catalytique située au fond d'une gorge de 20 angstroms de
profondeur. Des résidus aromatiques hydrophobes situés le long de la gorge vont permettre
d'acheminer et d'orienter I'Ach au niveau de la triade catalytique. Au sein de cette derniére, on
distingue deux sous-sites ayant des réles différents (40). Un site anionique ou une interaction
électrostatique avec l'azote chargé positivement de I'Ach sera assurée par le glutamate chargé
négativement permettant ainsi de stabiliser et de maintenir I'Ach. Un site estérasique est
également présent ou le résidu actif (la sérine) va pouvoir enclencher la réaction chimique
responsable du clivage de I'Ach en acide acétique et en choline. Plus précisément, la serine va se
fixer sur le carbone de I'Ach et transférer son hydrogéne vers le nt. L'atome d'oxygene de I'Ach va
se fixer sur I'hydrogene de la sérine, la liaison intramoléculaire se rompt. A ce stade, I'acide acétique
est encore fixé a la sérine mais la choline peut diffuser pour étre évacuée de la gorge. Une molécule
d’eau (H20) présente dans le milieu va finir la réaction en libérant 'acide acétique du résidu actif de
I'enzyme (c'est-a-dire la sérine) (41). La libération de ces deux composants va permettre un retour
a une configuration normale de la triade catalytique permettant ainsi le clivage de nouvelles

molécules d'acétylcholine (Figure 8).

La choline diffusant librement aprés cette réaction sera recaptée par des transporteurs au
niveau de la membrane présynaptique afin de permettre son intégration dans le cytosol pour étre

utilisée a nouveau pour la néo-synthése du neurotransmetteur Ach.
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Figure 8: Processus de dégradation de I'acétylcholine par I'acétylcholinestérase

L'’AChE située sur la membrane plasmique en postsynaptique va permettre 'hydroylse de I'Ach (A). Zoom au niveau
de la gorge de I'enzyme ou se situe son site actif composé de la triade catalytique permettant la dégradation de
I'Ach en choline et acide acétique (B)

25



Il Inhibiteurs des acétylcholinestérases

1. Classification

Les inhibiteurs enzymatiques peuvent agir de fagon réversible ou irréversible sur leur cible.
On parle d'inhibition irréversible quand l'inhibiteur se fixe au niveau du site actif de I'enzyme en
formant une liaison covalente avec celle-ci. Dans ce cas, 'enzyme est inactivée et ne peut plus jouer
son rble au sein de l'organisme. L'inhibiteur est alors considéré comme un inactivateur (ex : sarin,
soman, tabun). Il peut y avoir aussi des inhibitions dites réversibles, dans cette configuration
I'inhibiteur va créer des liaisons non covalentes (ex: liaisons de Van der Waals, liaisons
hydrophobes, liaisons hydrogénes, liaisons ioniques, liaisons dipdle-dipdle, transfert de charge,
liaisons ion-dipdle) (ex : Pyridostigmine, Physostigmine, Donépézil). Ce type de liaisons a pour
conséquence de modifier les structures tertiaires et/ou quaternaires des enzymes pour empécher

le bon fonctionnement de celle-ci : on parle de régulation allostérique (Figure 9).

Inhibiteurs Réversibles
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Figure 9: Exemples d’inhibiteurs des acétylcholinestérases.
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2. Mode d'action

a. Inhibition réversible : exemple du Donépézil

Le Donépézil (DPZ) est un inhibiteur réversible de I'AChE qui est constitué de trois parties
distinctes (diméthoxyindanone, pipéridine, cycle benzyle) (Figure 10). Des simulations
d’encastrements (docking) effectuées sur le DPZ et ses analogues ont montré que ces inhibiteurs
ne se liaient pas a la triade catalytique du site actif de I'enzyme (42). Par contre le DPZ peut se lier
a la fois aux conformations actives et inactives de I'enzyme. Il va interagir avec les différents acides
aminés aromatiques retrouvés le long de la gorge. Les anneaux de chaque segment de la molécule
ont des interactions spécifiques au sein du site de liaison de I'AChE. Le tryptophane en position 84
(Trp84) de I'AChE va étre impliqué dans une interaction d'empilement m-1t paralléle. Dans le
segment central du DPZ, le cycle pipéridine avec un azote chargé va entrer en interaction avec
I'acide aminé Phénylalanine 330. Au niveau de la derniére partie, une interaction T-mt entre I'anneau
du diméthoxyindanone et 'anneau du Trp279 de I'AChE se produit. De plus des interactions avec
les molécules présentes dans le milieu ainsi que des interactions de van der Waals vont permettre

de stabiliser le DPZ au sein de la gorge de I'AChE (43,44).

O OLQ

Diméthoxyindanone Pipéridine Cycle Benzyle

Figure 10: Structure du Donépézil : inhibiteur réversible de I'acétylcholinestérase.

b. Inhibition irréversible : exemple des organophosphorés

Une inhibition irréversible de 'AChE peut également avoir lieu par une certaines classe de

composants les organophosphorés (OP) rendant ainsi 'AChE inactive.

L'atome de phosphore de I'OP va subir une attaque nucléophile par I'atome d'oxygéne de
la sérine. Une liaison alors partielle s'établit entre les deux atomes. A ce stade, 'AChE est bloquée

mais elle peut retourner a son état d'origine suite a l'interaction d'une molécule d'eau au niveau de



la liaison P-O encore réversible (processus lent) (Figure 11.A). Par contre, apres un certain laps de
temps les molécules d'eau peuvent également interagir avec le groupement R qui va alors partir
spontanément mettant I'OP dans une configuration géométrique tétraédrique d'une grande
stabilité. La liaison entre le phosphate et I'oxygéne de la serine devient alors irréversible, il est

impossible que I'enzyme retrouve son état initial : c’'est le phénoméne d'aging (45) (Figure 11.B).
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Figure 11: Inhibition irréversible de 'acétylcholinestérase par un organophosphoré.

Blocage de I'AChE suite a la fixation de I'OP (A). Dans cette configuration I'AChE reste encore réactivable. Si le
groupement R se détache au bout d'un certain temps, 'AChE estimpossible a réactiver, c'est le phénomene d'aging
(B).

3. Contexte d'utilisation des inhibiteurs d'acétylcholinestérases

a. Agriculture/ Armes chimiques

Les organophosphorés (OPs), composés hautement toxiques, sont catégorisés en deux
grandes familles : les pesticides (OPPs) et les agents neurotoxiques de guerre (NOPs). Les OPs
constituent une classe hétérogene de composés avec des propriétés physico-chimiques qui sont
spécifiques a chaque molécule. Les OPs partagent un mécanisme de toxicité en commun qui est
I'inhibition quasi-irréversible des cholinestérases. lls sont utilisés dans divers contextes, leur fort
pouvoir neurotoxique étant leur principale caractéristique. En effet, ils sont utilisés a la fois en tant
que pesticides ou neurotoxiques de guerre. Malgré le contexte d'utilisation qui différe, le

mécanisme d'action sur le SNC et SNP est le méme via l'inhibition des acétylcholinestérases que ce
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soit au niveau synaptique et\ou globulaire. La majorité des OPs sont des molécules inodores et

incolores.

Figure 12: Structure chimique générale d’'un organophosphoré

Les OPs sont des esters ou des thiols dérivés de I'acide phosphorique, phosphonique,
phosphinique ou phosphoramidique. Les groupements R1 et R2 sont des alkyles directement reliés
a I'atome de phosphore ou via l'intermédiaire d'un atome d'oxygéne. L'atome doublement lié au
phosphore peut étre soit de I'oxygéne ou du soufre. Le groupement -X est également lié a I'atome
de phosphore par l'intermédiaire d'un atome d'oxygéne ou de soufre. Le groupe X peut étre
composé d'une gamme assez hétérogene de fonctions chimiques (groupes halogeénes,
aliphatiques, aromatiques ou hétérocycliques). C'est ce groupement qui va étre libéré lors de la

fixation de 'OP au niveau de I'AChE (46) (Figure 12).

En France, les produits phytosanitaires tel que les pesticides sont largement utilisés dans
le domaine de l'agriculture. Leur pouvoir neurotoxique est tres efficace sur les insectes pouvant
étre nuisibles aux cultures. Le parathion a été le premier composé OP a étre utilisé dés 1944 (47).
Il a été largement diffusé dans le monde suite aux interdictions sur l'utilisation des premiers
pesticides dits organochlorés. Méme si les OPPs sont encore utilisés de nos jours, des évolutions
réglementaires ont permis de réduire leur utilisation en prenant en compte leurs effets toxiques
notamment chez 'Homme (48). En prenant en compte ces considérations, le parathion a été
interdit d'utilisation en France a partir de 2003. Cependant d'autres pesticides OPs sont encore
utilisés (Chlorpyrifos - Diméthoate - Malathion) mais les autorisations d'utilisation sont trés

réglementées.

Les OPs sont également utilisés comme neurotoxiques de guerre (NOPs). Les prémices du
développement de I'arme chimique sont apparus dés le premier conflit mondial. La premiére arme

chimique a étre utilisée en 1917 a été le gaz moutarde (sulfure d'ethyle dichloré) avec ses



propriétés asphyxiantes. Ces armes chimiques ont été développées dans le but d'atteindre les

ennemis quand les autres types d'armes étaient jugées inefficaces (guerre de tranchées).

La mise au point des neurotoxiques de guerres dérivés des OPs s'effectua plus tard avant
la seconde guerre mondiale. La découverte de ces agents chimiques OPs a été possible via les
travaux du docteur Gerhard Schrader de la firme allemande |1.G Farben en 1936. Le tabun fut le
premier neurotoxique militarisé par I'Allemagne nazi. Puis d’autres substances neurotoxiques ont
été développées comme le sarin et le soman en 1939 et 1944 respectivement. A titre comparatif le

sarin est 6 fois plus toxique que le tabun, et le soman 2 fois plus toxique que le sarin.

Une nomenclature américaine a été mise au point pour classifier ces neurotoxiques. Il en
existe deux grandes classes les agents neurotoxiques dits G pour « German agent » (tabun, sarin,
soman, cyclosarin) et les agents dits V pour « Venomous » (VX, VR : VX russe) synthétisés par la
Grande Bretagne dans les années 1950. Les agents V sont plus stables et jusqu'a 100 fois plus
toxiques que les agents G (49). Plus récemment, une autre classe dénommée « Novitchok » fut
développée dans les années 1990 par la Russie (50). Les NOPs présentent des caractéristiques
communes, ce sont des liquides clairs incolores et inodores avec une pénétration rapide au niveau
de la peau. Selon leurs classes, ils sont soit volatils comme les agents G ou non volatils comme les

agents V.

Suite au développement et a l'avancée de lindustrie chimique, leur utilisation a été
démontrée lors de conflits militaires notamment lors de la guerre Iran-Irak. Lors de la guerre du
Golfe qui opposa l'lrak a une coalition de 35 états dirigée par les Etats-Unis, les militaires ont été
exposés au sarin et cyclosarin suite au bombardement d'arsenaux militaires irakiens. Quelques
années post-conflit, les vétérans ont développé une multitude de symptémes regroupés sous le
nom de syndrome de la guerre du Golfe. Ces observations cliniques ont montré qu'une exposition
a des armes chimiques pourrait étre en partie responsable des séquelles retrouvées chez les
militaires (51). Lors de conflits armés, les militaires déployés sur le terrain peuvent étre largement

exposeés a ces menaces chimiques.

Cependant, l'utilisation de telles molécules ne se limite pas a la population militaire. En
effet, au XX-eme et XXI-eme siecle les menaces chimiques se retrouvent de plus en plus présentes
pour les populations civiles suite a des contextes sociaux économiques complexes. Diverses
utilisations récentes nous le soulignent. En 1995, des membres de la secte nippone « aum verite
supreme avany » ont orchestré un attentat terroriste dans le métro de Tokyo faisant de
nombreuses victimes suite a une exposition au gaz sarin (52). En 2013, le gouvernement syrien a

organisé une attaque aérienne au sarin dans la province d'ldleb au nord-ouest de la Syrie faisant



1429 morts (53). En 2017, le VX a été utilisé dans un aéroport pour assassiner Kim Jong Nam, le
demi-frére du dirigeant nord-coréen Kim Jong-un en Malaisie (54). Derniérement en 2018, de
nouveaux agents neurotoxiques les « Novitchok », neurotoxiques de quatrieme génération sous
forme de poudre ultrafine ou d’huile ont été utilisés sur un ex-agent russe Serguei Skripal et sa
fille, et affectant deux britanniques quatre mois aprés le premier empoisonnement (55), et encore

plus récemment dans la tentative d'assassinat de I'opposant russe Alexei Navalnv (56).

Malgré les interdictions, leurs utilisations a plusieurs reprises démontrent que ces agents
neurotoxiques sont une menace chimique toujours actuelle que ce soit pour les populations

militaires ou civiles.

Tous les OPs sont considérés comme létaux a des degrés différents. Les NOPs présentent
une toxicité aigle supérieure a celle des OPPs. Chaque composé est caractérisé par une dose létale
50 (DL50). C'est la dose de toxique administrée en une seule fois qui va provoquer la mort de 50%
des individus au cours des 24h suivant l'administration de la substance. Cest une mesure
quantitative qui renseigne de la toxicité d'un produit. L'évaluation de la DL50 dépend de
I'organisme et des voies d'administrations. En effet, plus I'organisme est de taille importante, plus
les cibles sont nombreuses et dispersés dans l'organisme. La quantité d’'OPs nécessaire a une
inhibition responsable de 'apparition de symptdmes sera alors plus importante. Afin de permettre
une classification de la toxicité des composants selon leur DL50, il est alors nécessaire d'évaluer
chez une méme espéce les diverses molécules chimiques ainsi que les différentes voies

d’administration.

Une étude chez le rat a évalué la toxicité de différents OPs qu'ils soient considérés comme
NOPs (tabun, sarin, soman, VX) ou faisant parti de la classe des OPPs (paraoxon (POX) et diisopropy!
fluorophosphate (DFP) suivant diverses voies d'administration (intra-musculaire, intrapéritonéale,
par inhalation, sous-cutanée). Ils ont démontré que I'administration intra-musculaire était la plus
toxique quel que soit I'agent neurotoxique, et que la molécule présentant le plus de toxicité était
le VX avec une DL50 de 0,0082 mg/kg comparé a la moins toxique le DFP avec une DL50 de
1,399mg/kg (57). La toxicité de ces OPs chez 'Homme est compliquée a définir, méme si les
données précliniques sur des modéles animaux ne sont pas directement transposables chez
'homme cela nous apporte de précieuses informations sur le potentiel toxique des différentes

molécules.

Dans un contexte sain sans pathologie préexistante a priori, les taux d’Ach sont régulés via
I'action des AChE. La dégradation des neurotransmetteurs Ach et leur recyclage permet de

maintenir des taux normaux constants permettant un bon fonctionnement du systéme nerveux.



L'utilisation des inhibiteurs des AChE empéche la dégradation des molécules d'Ach ce qui entraine
une accumulation anormalement élevée de ce neurotransmetteur au sein du SN sans auto-
régulation possible. La présence en excés du neurotransmetteur Ach engendre une
hyperstimulation du systéme cholinergique via [lactivation incontrélée des récepteurs
cholinergiques (muscariniques et nicotiniques). L'hyperexcitabilité du SNC et du SNP conduit a
'apparition d'une succession de symptomes caractéristiques. Dans ce contexte, les OPs

engendrent une intoxication (Figure 13) (58).
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Figure 13: Conséquences des inhibiteurs des AChE dans un contexte sain.

L'inactivation des AChE provoque une accumulation anormale de I'Ach au sein du systéme nerveux. L'activation
en masse des récepteurs nicotiniques/muscariniques provogquent une hyperexcitabilité du systeme nerveux
engendrant divers troubles physiologiques. Les inhibiteurs sont a l'origine d'une intoxication dans ce contexte.

Au vu de l'utilisation des OPs a travers les siécles, des études scientifiques ont été menées

pour étudier les effets de ces derniers a court et a long terme (voir Etude 1).

b. Enthérapie

Des inhibiteurs réversibles des AChE sont également utilisés dans un contexte
thérapeutique pour contrecarrer la perte d’Ach dans diverses pathologies. Ils vont permettre de
maintenir un niveau d'Ach dans les fentes synaptiques ainsi que le prolongement de la durée

d'action de ce nt (Figure 14).
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Les inhibiteurs réversibles des AChE sont utilisés dans le traitement symptomatique de la
maladie d’Alzheimer (MA) reconnue pour présenter des troubles cholinergiques (MA) (59). Le
premier utilisé était la tacrine qui a été approuvé dans les années 1990 par la Food and Drug
Administration (FDA). Ce composé présentait une certaine toxicité hépatique (60), de ce fait une
seconde génération d'inhibiteurs a été développée et adoptée pour le traitement symptomatique
de la MA comme le Donépézil, la rivastigmine et la galantamine. Des inhibiteurs réversibles
(carbamates ex: Physostigmine) sont prescrits dans une autre pathologie qui est la myasthénie
grave. C'est une maladie auto-immune caractérisée par une dégradation de la jonction neuro-
musculaire. Ces inhibiteurs de I'AChE augmentent ainsi la quantité d'Ach disponible et facilitent

I'activation et la contraction musculaire (61).

Les inhibiteurs irréversibles peuvent également étre utilisés en thérapie ophtalmologique
dans le traitement du glaucome via une application locale. Le glaucome est du a une augmentation
de la pression intra-oculaire conduisant a une atteinte du nerf optique induisant des dommages
visuels menant jusqu'a une perte totale de la vision si ce n'est pas traité a temps. Le DFP a été

utilisé pour diminuer la tension intraoculaire (62).
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Figure 14: Conséquences des inhibiteurs des AChE dans un contexte pathologique.

En conditions pathologiques, des modifications des taux d’Ach peuvent avoir lieu notamment un déficit. Pour
pallier a cette baisse des inhibiteurs réversibles/irréversibles peuvent étre utilisés pour restaurer des taux d'Ach
acceptable pour maintenir le fonctionnement du SN. lls agissent alors comme des agents thérapeutiques.
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Que ce soit lors d'une intoxication ou d'une thérapie les inhibiteurs réversibles ou
irréversibles ont des effets directs sur leur cible 'AChE. Cependant les modifications fonctionnelles
du systeme cholinergique entrainent une cascade de processus biologiques qui vont avoir des
répercussions indirectes sur divers mécanismes cellulaires (inflammation, consommation
cérébrale de glucose etc.). Il est alors primordial de se munir d'outils permettant la visualisation in

vivo de ces mécanismes. Pour cela, des techniques d'imagerie in vivo ont été développées.



IMAGERIE MEDICALE /n vivo

En imagerie, diverses techniques non-invasives ont été développées afin d’explorer in fine
lintérieur du corps humain. Ces modalités d'imagerie suite a un processus d'acquisition et de
traitement de données sont capables de donner une représentation précise de divers
phénomeénes biologiques. La technique «idéale » devrait allier a la fois une bonne résolution
spatiale et temporelle. Cependant, chaque type d'imagerie présente des avantages mais aussi des
limites car ils se basent sur des propriétés physico-chimiques différentes. Dans ce sens, les
systemes d'imagerie actuels se complétent afin d’étudier au mieux I'organisme dans sa globalité et
de faire progresser nos connaissances sur son fonctionnement (63). L'utilisation de plusieurs
techniques d'imagerie est regroupée sous le terme dimagerie multimodale. Suivant le type
d'imagerie utilisé, on peut décomposer leur contribution en deux grandes parties : les aspects dits

structurels et les aspects dits fonctionnels.

D'un cété, I'imagerie dite structurelle fait appel aux technologies a rayons X (scanner) et a
limagerie par résonance magnétique (IRM). En effet, elle donne accés a des données
anatomiques/morphologiques. Le scanner se base sur l'étude de l'atténuation de I'énergie des
rayons X par les tissus afin d'obtenir une image. L'IRM quant a elle, utilise les propriétés
magnétiques des molécules d'eau au sein des tissus. C'est la mesure de l'aimantation résultante
en chaque point des tissus (eau immobile) qui sera extraite et analysée afin de déterminer la

structure tissulaire (64).

Pour avoir une approche cette fois-ci fonctionnelle et permettre notamment I'évaluation/
la quantification de maniére non invasive in vivo des phénomeénes biochimiques et/ou
physiologiques, des méthodes dimagerie comme I'IRM fonctionnelle ou la tomographie par
émission de positons (TEP) sont utilisées (65). Au niveau cérébral, l'activité des populations
neuronales va entrainer localement une surconsommation d'02, une augmentation du débit
sanguin ainsi qu'une augmentation du métabolisme du glucose. Grace a I'lRM fonctionnelle, le suivi
de I'hnémoglobine déoxygénée par la perturbation du champ magnétique des molécules d'eau va
permettre de déterminer les régions cérébrales activées fortes consommatrices d'oxygene (66). La
TEP quant a elle peut détecter la consommation de glucose in vivo mais elle ne se cantonne pas
uniquement a ce type de mesures méme si cela reste sa plus grande application. Elle permet

I'exploration de diverses cibles au sein de l'organisme.



Ces techniques d'imagerie sont utilisables a la fois en conditions physiologiques mais aussi
et surtout en conditions pathologiques. Elles procurent une grande valeur ajoutée d'un point de

vue diagnostic et peuvent assurer le suivi de I'évolution d'une pathologie avec ou sans thérapie.

1. Principe /n vivo

La TEP est une technique d'imagerie nucléaire qui utilise des radiotraceurs qui sont des
molécules (appelées aussi traceurs) marquées par un isotope émetteur de positons. Le
développement de radiotraceur pouvant se fixer a des molécules dintérét (ex:
neurotransmetteur, protéines...) est primordial pour la compréhension et I'étude du rble de la
molécule ciblée au sein de l'organisme. En se basant sur la quantification de la radioactivité, on
peut déterminer I'évolution de la concentration du radiotraceur dans les différentes régions
corporelles. Cette analyse va permettre de suivre sa cinétique au sein de l'organisme et de
cartographier la distribution spatiale de son accumulation, mais aussi et surtout de quantifier la

distribution de la molécule cible.

La TEP nous fournit des informations fonctionnelles et quantitatives, cependant elle ne permet pas
d'avoir acceés aux détails anatomiques. Pour pallier cela la plupart des examens TEP sont combinés
avec un scanner a rayons X nous procurant des vues anatomiques pour un repére anatomique

(Figure 15).
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Figure 15: Examen murin utilisant le ["8F]FDG

Images CT et TEP corps entier d'une souris ayant recu une dose de ['8F]FDG, puis images représentant la fusion
des images CT et TEP (A). Le CT grace a la technologie rayons X permet d'avoir une vue anatomique alors que
limage TEP permet d'obtenir des informations fonctionnelles ici la consommation de glucose via I'utilisation du
['8FIFDG. En B est présenté un zoom au niveau de la région cérébrale, sur le CT on voit trés clairement la
délimitation de la boite cranienne et la TEP nous donne une information sur le métabolisme du glucose au sein

de cette région.



2. Radiochimie : couplage de lisotope radioactif avec le traceur

Un radiotraceur ou radiopharmaceutique est composé a la fois d'un traceur et d'un
radioisotope. Le traceur est choisi pour sa bonne affinité pour une cible biologique définie, on
I'appelle aussi ligand. Les isotopes radioactifs sont produits grace a un accélérateur circulaire de
particules (le cyclotron). La formation des isotopes radioactifs est assurée par le bombardement
de particules chargées sur une cible. Les isotopes les plus couramment utilisés pour I'imagerie TEP
sont le carbone-11 et le fluor-18. Leur période est de 20 min et de 110 min respectivement, ceci
correspond au temps nécessaire pour qu'ils perdent la moitié de leur radioactivité. La briéveté de
la période permet de limiter le temps d'exposition aux rayonnements pour le patient.
L'inconvénient est la nécessité de disposer d'un cyclotron a proximité pour permettre la production
et |'utilisation de ces isotopes directement sur place. Une fois l'isotope produit, il va étre couplé au
ligand spécifique par une réaction radiochimique spécialement mise au point pour aboutir a la
production du radiotraceur. Cette opération doit étre réalisée dans des enceintes fermées et

blindées.

Le radiotraceur doit présenter plusieurs caractéristiques pour que son utilisation soit
pertinente. Le marquage radiochimique entre l'isotope et le ligand ne doit pas modifier le site actif
de la molécule par lequel s'effectuera la liaison avec la cible. Le traceur doit présenter a la fois une
bonne affinité pour sa cible ainsi qu'une bonne spécificité. Les sites de fixation non spécifique ne
doivent pas étre nombreux afin d'avoir un bon ratio signal/bruit. Le métabolisme du radiotraceur
ne doit pas étre trop rapide pour permettre une bonne visualisation des sites de fixations. De plus,
le radiotraceur ne doit pas étre toxique d'un point de vue biologique méme s'il est injecté a trés

faible dose (dose traceuse, quelques pg en général).

Dans le cas particulier de l'imagerie cérébrale, le radiotraceur doit posséder d'autres
caractéristiques primordiales pour lui permettre de franchir la BHE : étre de petite taille (400-600
Da) et étre assez lipophile. Il ne doit pas étre le substrat des transporteurs d'efflux de la BHE. De
plus, les potentiels radiométabolites suite au métabolisme du radiotraceur au sein de l'organisme
ne doivent pas ou peu passer la BHE pour ne pas participer a la fixation non-spécifique. Une faible
fixation aux protéines plasmatiques est a privilégier car seule la fraction libre pourra franchir la

BHE (67,68).

Un radiotraceur de bonne qualité doit avoir une multitude de caractéristiques

physicochimiques permettant son utilisation in vivo.



3. Injection du radiotraceur et réaction nucléaire associée

L'injection du radiotraceur dans la majorité des cas (clinique/préclinique) se fait par voie
intraveineuse pour permettre sa distribution dans I'ensemble de 'organisme. Les isotopes intégrés
ala molécule (traceuse) sont radioactifs et donc instables. Pour permettre un retour a leur stabilité
une désintégration spontanée va avoir lieu. Les isotopes 11-C (carbone) et 18-F (fluor) sont les plus

utilisés en TEP et présentent une radioactivité B+.

L'équation d’'une désintégration [+ se présente ainsi :

A g A 4
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X étant le radioélément pére avec A son nombre de nucléons et Z son nombre de protons. Suite a

la désintégration de I'élément X, on obtient Y I'élément produit, ve le neutrino et la particule émise

B+.

Cela signifie que le noyau de I'élément pére a un excés de protons. La désintégration va permettre
la libération d'un positon et d'un neutrino. Le positon émis va parcourir une faible distance afin de
réagir avec un électron a proximité du site de désintégration. La collision entre ces deux particules
va entrainer une réaction d'annihilation. Cette derniére va générer deux photons gamma de méme

énergie 511 keV, se dirigeant en sens opposé avec un angle d'émission de 180° (Figure 16).
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Figure 16: Réaction d’annihilation entre deux antiparticules

L'émission d'un positon par lisotope radioactif pour retrouver sa stabilité va provoquer une réaction d'annihilation
avec un électron a proximité. Cette réaction va générer 2 photons y d'une énergie de 511 keV.



4. La détection

Les deux photons gamma vont alors atteindre simultanément une paire de détecteurs. Si
les photons gamma atteignent en méme temps des détecteurs diamétralement opposés, on se
situe dans le cas de coincidences vraies c'est-a-dire que ces 2 photons proviennent de la méme
réaction d'annihilation. La détection en coincidence des 2 photons gamma par les détecteurs va
permettre de retrouver le site de désintégration initial au sein du tissu et ainsi de localiser la

molécule cible (Figure 17).
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Figure 17: Schéma de détection des photons gamma émis.

La couronne de détecteurs de limageur TEP va recevoir une multitude de photons gamma provenant des
multiples réactions d'annihilation au sein de l'organisme. La détection simultanée de deux photons permettra de
déterminer leur site de désintégration.

5. Reconstruction

Les algorithmes de reconstruction permettent de construire une carte de la distribution
d‘activité tridimensionnelle du radiotraceur a partir des projections 2D mesurées. lIs vont prendre
en compte les erreurs (coincidences diffusées ou fortuites) et l'atténuation des tissus.

L'amélioration des algorithmes via des axes de recherche permet d'améliorer la qualité des images.



Il. Radiotraceurs utilisés

1. Pour suivre le métabolisme du glucose : le 2-désoxy-2-["®F]fluoro-D-
glucose

Le 2-désoxy-2-["8F]fluoro-D-glucose (['8F]FDG) est un analogue du glucose dont un des
groupements hydroxyles a été remplacé par un élément Fluor 18. Il permet d'imager in vivo les
cellules consommatrices de glucose. En effet, son entrée dans les cellules se fait de la méme fagon
que son analogue le glucose via une diffusion facilitée mettant en jeu des transporteurs protéiques
spécifiques (les GLUT). Le glucose va alors étre phosphorylé (G6P) par I'enzyme héxokinase (HK)
puis dégradé pour permettre la formation de molécules riches en énergie via la voie de la glycolyse.
Ces molécules vont pouvoir étre internalisées dans les mitochondries pour étre substrat du cycle
de Krebs. Cependant contrairement au glucose, une fois que le ['®F]FDG est présent dans la cellule,
il va également subir une phosphorylation et devient le ['®F]FDG6P. Par contre I'absence du
groupement hydroxyle va empécher son isomérisation en fructose empéchant ainsi sa
dégradation (Figure 18) (69). Le ['8F]FDG6P sera alors piégé dans la cellule. Il subira une

désintégration pour pouvoir ensuite étre métabolisé et éliminé par la cellule.

[*F)-FDG

Glucose

Figure 18: ['®F]FDG dans la cellule.

Le [18F]FDG va étre phosphorylé par une enzyme 'hexokinase. Cette phosphorylation va empécher sa
dégradation et il restera piégé dans la cellule contrairement au glucose.

C'est le radiopharmaceutique le plus utilisé notamment en cancérologie (70). En effet, les
cellules cancéreuses sont trés demandeuses en énergie dou laugmentation de leur

consommation de glucose. Par exemple, dans le cas des lymphomes cérébraux primaires ils
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présentent une forte fixation du ['®F]FDG qui est corrélée a la taille de la tumeur (Figure 19) (71).
Cependant, méme si les transporteurs GLUT1 et l'activité de I'hexokinase sont augmentés au
niveau des cellules cancéreuses, la fixation du FDG n'est pas spécifique (72). La consommation de
glucose est effectuée par une diversité de populations cellulaires (cellules tumorales,
immunitaires, neuronales...). Dans les études en neuroimagerie, grace au ['8F]FDG plusieurs
processus peuvent étre mis en évidence comme la croissance ou I'envahissement tumoral suite a
une surconsommation de glucose par les cellules cancéreuses mais il est également possible de
détecter des diminutions d’'accumulation du ['8F]FDG traduisant des troubles du métabolisme du
glucose. Ceci est utilisé en clinique dans des pathologies neurodégénératives comme la maladie
d'Alzheimer (71,73,74). La TEP FDG, peut également étre proposée pour suivre un effet
thérapeutique via la diminution de la consommation de glucose dans le cas de cancers ou

'augmentation suite a un rétablissement du fonctionnement neuronal.

Figure 19: Cas clinique représentatif d'un lymphome a cellules B diffus. (D’apres Albano et
al, 2019). (71)

Cas représentatif d'un lymphome a cellules B cérébral avec des images TEP/CT positives au ['®FIFDG. Une femme
de 67 ans présentant une lésion cérébrale focale unique de 3 ¢cm, avec un aspect IRM typique montrant une
augmentation de la captation du ["®F]FDG au niveau de la projection d'intensité maximale (PIM) correspondant a
la 1ésion cérébrale (a). IRM pondérée en T2 avec contraste (b) détectant une lésion améliorée homogene entourée
d'un cedeme dans les ganglions de la base gauche, images TEP axiales (c) et TEP/TDM fusionnées (d) confirmant
la présence la fixation focale du ["8F]FDG avec un SUVmax de 47, un rapport SUVmax de la Iésion au foie de 11,8,
un rapport SUVmax de la Iésion au pool sanguin de 17 et un rapport Signal/Bruit de 6,7.
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Ce radiotraceur refléete le métabolisme du glucose au sein de diverses populations
cellulaires, étant non spécifique d'un type cellulaire mais reflétant le métabolisme du glucose
présent au sein de toutes les cellules. Pour améliorer la compréhension des mécanismes
physiopathologiques, il est nécessaire de développer des traceurs ciblant des processus
spécifiques de types cellulaires. Dans le cas de la neuroinflammation, des traceurs ont été
développés pour suivre l'activation de certaines populations cellulaires impliquées dans les

processus neuroinflammatoires.

2. Pour suivre la neuroinflammation : marqueur glial, la protéine
translocatrice de 18 kDa (TSPO)

a. Localisation et structure

Initialement, les études sur la protéine translocatrice de 18 kDa (TSPO) remontent aux
années 1980 et ft nommée initialement récepteur périphérique aux benzodiazépines : PBR
(peripheral benzodiazepine receptor). En effet, sa découverte a été permise dés 1977 via des
études de localisation des sites de fixation des benzodiazépines (comme par exemple le Diazepam)
(75). Les benzodiazépines sont des composés utilisés pour leurs propriétés anxiolytiques et
sédatives. lIs présentent une affinité pour deux types de récepteurs: le récepteur aux
benzodiazépines central (CBR) retrouvé au niveau des neurones exclusivement et le récepteur
périphérique aux benzodiazépines (PBR ou TSPO) (76). La découverte de PBR a été permise grace
a des études d'affinité sur des homogénats de tissus membranaires de rongeurs issus du cerveau
et divers homogénats mitochondriaux provenant des reins, des foies et des poumons. L'utilisation
du Diazepam marqué au tritium (3H-Diazepam) et des étapes de déplacement utilisant le Diazepam
froid ou d'autres benzodiazepines non radioactives a permis de mettre en évidence une fixation

spécifique de ce dernier au niveau cérébral (75) mais aussi dans les tissus périphériques.

La protéine TSPO est trés conservée au cours de I'évolution, sa présence est détectable
dans les 3 régnes du vivant : eucaryotes, bactéries et archées (77). Le géne Tspo est retrouvé en un
seul exemplaire dans le génome humain sur le chromosome 22. |l code pour la TSPO, une protéine
hydrophobe composée de 169 acides aminés ayant une taille de 18 kDa. Cette protéine a cinq
segments transmembranaires en hélice a qui se situent a l'interface de la membrane externe et
interne des mitochondries. La TSPO peut agir seule ou avoir plusieurs partenaires comme

I'Adenine Nucleotide Transporteur (ANT) et le Voltage Dependent Anion Channel (VDAC). Ce



complexe multiprotéique constitue le pore de transition de perméabilité mitochondriale, ou le réle
de TSPO est de réguler la perméabilité mitochondriale (78). L'expression de TSPO varie selon
l'organe et les tissus. En effet au niveau cérébral, TSPO est exprimée au niveau des cellules gliales
et des cellules épendymaires en condition basale. Aucune expression n'a été trouvée dans les

neurones (79).

b. Fonctions et roles physiologiques

La TSPO est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques. Cette protéine est
un facteur clé dans le flux de transport du cholestérol vers les mitochondries pour permettre
l'initiation de la synthese des hormones stéroides. Elle présente également des rdles dans la
protection contre le stress oxydatif, la respiration mitochondriale, le transport d'ions (80). C'est de
par sa localisation et de ces fonctions qu'une nouvelle nomenclature a vu le jour nommant ainsi

cette protéine TSPO (81).

C. Surexpression de TSPO et inflammation

La TSPO est également un marqueur de l'activation microgliale et astrocytaire soulignant
une neuroinflammation. En conditions basales, une faible expression de TSPO est retrouvée au
sein du cerveau, mais lors d'apparition de pathologies neurologiques ou de dommages cérébraux
la surexpression de TSPO est colocalisée au niveau des microglies et des astrocytes ayant un
phénotype activé (82) (Figure 20). Cette surexpression souligne la mise en place de processus
inflammatoires suite a I'activation de ces populations gliales. Cependant, bien que le phénotype
pro ou anti-inflammatoire soit difficilement relié a cette surexpression, une étude récente suggére
que la surexpression de TSPO serait préférentiellement retrouvée dans les microglies et les

astrocytes ayant un profil pro-inflammatoire (83).
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Figure 20: Modification de I'expression de la protéine translocatrice de 18 kDa (TSPO).

En contexte sain, TSPO sera exprimée a un niveau basal par certaines populations cellulaires notamment gliales
(microglies/astrocytes). La surexpression de cette derniere au sein de ces populations cellulaires est retrouvée
dans divers contextes pathologiques.

d. Radiotraceurs ciblant TSPO

La protéine TSPO peut donc étre utilisée pour suivre I'évolution de la neuroinflammation.
Comme vu précédemment, 'augmentation de lI'expression de TSPO est un marqueur de la
présence de processus neuroinflammatoires. La fluctuation de son niveau d'expression au sein
des tissus dépend de la présence ou non de processus inflammatoires et fait de la TSPO une cible
moléculaire en imagerie TEP (Figure 21). Le ciblage de cette protéine permet de suivre I'évolution
de la neuroinflammation dans diverses conditions pathologiques suite a l'activation de microglies
et/ou d'astrocytes. En effet, I'expression de TSPO a été suivie dans un panel de conditions
pathologiques variant de I'étude de la neuroinflammation au sein de lésions cérébrales, de
maladies neurodégénératives, de tumeurs cérébrales ainsi que dans des troubles psychiatriques,

mais également dans des tumeurs périphériques.
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Figure 21: Principe de I'imagerie TEP TSPO. (D’apres Werry et al, 2019).

Le premier traceur a avoir été développé pour cibler TSPO est le ['"C]PK11195 dés les
années 1980 (84). C'est un antagoniste sélectif de TSPO n'appartenant pas a la classe des
benzodiazépines. Puis des années plus tard, des études ont montré que son énantiomere le (R)-
[""CIPK11195 avait plus d'affinité envers la cible (85), faisant de celui-ci un meilleur candidat pour
évaluer la neuroinflammation dans divers pathologies et modeéles animaux. Cependant il présente
plusieurs inconvénients. Une fixation non spécifique assez importante soulignant un ratio signal
sur bruit faible, la demi-vie de l'isotope associé, le carbone 11, est trés courte (20 min) ce qui
complique son utilisation clinique sans site de production (cyclotron) a proximité. Ces observations
ont démontré le besoin d'avoir des radiotraceurs avec des propriétés plus propices a une

utilisation clinique pour cibler TSPO.

Depuis, des radiotraceurs de deuxiéme voire de troisieme génération ont été développés
et utilisés dés 2008 (86). Ces radiotraceurs présentent l'avantage d'avoir une meilleure fixation
spécifique sur les TSPO, améliorant considérablement la sensibilité des images. Cependant, ces
radiotraceurs ont révélé l'existence d'un polymorphisme génétique rs6971 du gene tspo chez
I'Homme. Cela entraine la substitution d'un seul acide aminé (Alanine en Thréonine) en position
147 de la protéine TSPO. En effet, ces radiotraceurs présentent une affinité différente selon l'acide
aminé présent a cet endroit spécifique. lls se fixent préférentiellement sur la forme protéique de

TSPO possédant l'alanine (87).

Une synthese sur les études cliniques ciblant TSPO dans diverses pathologies a montré que
sur 3914 patients le (R)-[11CIJPK11195 a été utilisé dans 47% des cas et que ces derniéres années

de plus en plus d'études utilisaient d'autres radiotraceurs TSPO (88).



Un des traceurs de deuxieme génération développé et utilisé depuis dans notre laboratoire
est le ['8F]DPA-714 (89). De multiples études de biodistribution ont été effectuées pour évaluer sa
fixation et sa cinétique en conditions saines. Peyronneau et ses collaborateurs, ont mené une
étude comparative inter-espece (rat, babouin, Homme) sur la fixation du DPA-714. lls ont mis en
évidence des dérivés métabolites du ['®F]IDPA-714 tel que le ['8F]dééthyle, le ['8Flhydroxyle et le
['8Flacide carboxylique (90). En 2015, Vicidomini et ses collaborateurs ont caractérisé la
biodistribution in vivo de ce radiotraceur cette fois-ci chez des souris Swiss saines. Le radiotraceur
a été localisé en forte concentration dans les tissus périphériques tels que les poumons, le cceur,
les reins et la rate et une faible fixation a été observée au niveau cérébral. Cependant que ce soit
au niveau des régions périphériques ou du cerveau sain, aucun radiométabolite n'a été observé
60 min post injection (91). Une étude a évalué la performance du radioligand dans divers modeéles
rongeurs (rats, souris) de cancers et d'inflammation. lls ont montré que malgré la conservation
inter espéce de la TSPO, des différences de fixation était visibles entre les rats et les souris que ce
soit au niveau des organes sains ou des tissus cancéreux. La quantité intacte de ['8F]DPA-714
présente dans le plasma était supérieure chez les souris (52,3%) comparée aux rats (16%) 60
minutes post-injection. Le métabolisme retardé de ce radiotraceur chez les souris engendrerait un

ratio signal/bruit plus faible au sein des modéles testés (92).

Les études in vivo et ex vivo sur diverses especes montrent une divergence des propriétés
pharmacocinétiques et des caractéristiques du métabolisme du ["®F]DPA-714 selon le modele
étudié. Ces aspects démontrent I'importance de prendre en compte et de caractériser la fixation

du DPA-714 dans le modele étudié.

Dans une étude clinique, Arlicot et ses collaborateurs ont évalué la fixation du ['®F]DPA-714
chez des humains sains pour déterminer les propriétés cinétiques cérébrales. lIs ont mis en
évidence une bonne stabilité du radiotraceur dans l'organisme avec seulement 20% de métabolites
retrouvés dans le sang 20 min post-injection. La fixation cérébrale maximale est retrouvée a 5 min
post injection suivie par une élimination rapide d'environ 25 min et une phase plus lente
d’élimination jusqu’'a 90 min post-injection (93). En 2015, Lavisse et ses collaborateurs ont montré
que chez 'homme la fixation du radiotraceur ['®F]DPA-714 était influencée par le polymorphisme
génétique de TSPO retrouvé chez les volontaires sains classifiant ainsi les sujets en 3 catégories

(fixateurs de faible, forte ou d'affinité mixte) (94).

Les études précliniques et cliniques sur la biodistribution du ['®F]DPA-714 dans des

conditions saines ont permis de positionner ce dernier comme étant un radiotraceur présentant



toutes les caractéristiques nécessaires a son utilisation pour assurer une mesure sensible et

précise des changements dans les processus neuroinflammatoires en conditions pathologiques.

En préclinique, le radiotraceur ['®FIDPA-714 a été testé sur différents modeles
pathologiques. Sur des modéles d'inflammation soit chronique (épilepsie) ou aigue (AVC) la fixation
du ['8FIDPA-714 in vivo correspond bien aux zones surexprimant des marqueurs microgliaux. Le
DPA-714 est par conséquent un bon marqueur de la neuroinflammation a la fois aigué et
chronique (95). Des études comparatives entre les différentes générations de radiotraceur permet
de mieux comprendre leur comportement envers la cible et de déterminer leur affinité. En 2017,
Sridharan et ses collaborateurs ont comparé des radiotraceurs TSPO dans un modéle rat induisant
une neuroinflammation focale faible a modérée en intracérébral. Le ['8F]-GE-180 présente un ratio
lésion/contralatéral plus élevé comparé au (R)-[''CJPK11195. Ce qui suggére qu'un niveau
dinflammation faible a modéré est alors détectable par la seconde génération de traceurs TSPO
(96). Les radiotraceurs de deuxiéme génération présentent quand méme un inconvénient pour les
études cliniques, ils sont sensibles au polymorphisme de la protéine TSPO humaine. Cela nécessite
la catégorisation des patients suivant leur profil d'affinité et exclu les sujets avec une faible affinité
dans les études cliniques. Depuis le ['"8F]IDPA-714 a été utilisé dans plusieurs études cliniques dans

les maladies neurodégénératives et psychiatriques (97-100).

Depuis des radiotraceurs TSPO de 3 -éme génération sont en cours de développement et
testés en préclinique et leur biodistribution est évaluée chez des sujets sains. L'étude de leurs
caractéristiques permettra leur utilisation potentielle en clinique (101). En effet, selon une étude

récente ils seraient moins sensibles au polymorphisme TSPO (102).

En résumé, les nouvelles générations de radiotraceurs TSPO confirment les résultats

trouvés avec leur ancétre le (R)-['""C]PK11195 mais présentent plusieurs avantages :

- Meilleur rapport signal/bruit

- Capables de détecter une inflammation faible a modérée

Avec ces caractéristiques ces radiotraceurs ont un fort potentiel d'utilisation pour
monitorer l'inflammation diffuse souvent retrouvée dans les maladies neurodégénératives que ce

soit en préclinique ou clinique.

La TSPO a souvent été associée aux microglies, cependant des études ont montrées que les
astrocytes étaient également capables de la surexprimer en cas d'inflammation. Dans une étude
en imagerie TEP in vivo, utilisant un modeéle rongeur d'activation astrocytaire sans I'engendrement

d'activation microgliale, deux radiotraceurs ciblant TSPO (['8F]DPA-714 et [''C]-SSR180515) ont été



utilisé et une correspondance entre le volume de fixation du radiotraceur et le volume occupé par
les cellules astrocytaires a été montrée (103). Dés lors le signal TEP TSPO détectable dans les études
peut étre a la fois dU a I'activation des microglies et des astrocytes. En combinant par conséquent
des études ex vivo en préclinique, il est possible de déterminer la dynamique d’expression de TSPO

et de l'associer a divers types cellulaires.

Le suivi de la neuroinflammation utilisant des radiotraceurs TSPO pose cependant diverses
problématiques. En effet, les récentes évidences montrant que le signal TSPO in vivo peut provenir
de différentes populations cellulaires souligne que limagerie TSPO ne permet pas de distinguer
I'activation des astrocytes et des microglies lors de phases inflammatoires. De plus, les différents
phénotypes (pro/anti inflammatoires) que peuvent arborer les microglies ou les astrocytes sont
alors indifférentiables in vivo. Ces problématiques stimulent la voie vers un développement de

traceurs étant plus spécifique (104).



OBJECTIFS DES ETUDES

Cette thése va se décliner en 3 grandes parties regroupant les projets effectués en imagerie
TEP in vivo. Ce manuscrit repose sur linfluence que peuvent avoir les inhibiteurs des

acétylcholinestérases sur divers mécanismes cérébraux.
Etude 1:

Une intoxication avec un inhibiteur «irréversible» des acétylcholinestérases (NIMP,
analogue du sarin) a été effectuée dans un modéle murin. L'imagerie TEP longitudinale au ["®F]DPA-

714 est étudiée afin de:

i. Déterminer le profil d'évolution de la neuroinflammation suite a l'intoxication et de
proposer une fenétre thérapeutique.

ii. Suivre I'impact d’'un traitement neuroprotecteur.
Etude 2:

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer (MA), I'objectif de cette étude est de suivre in vivo
des effets d'un traitement avec un inhibiteur réversible des AChE (le Donépézil) sur le métabolisme

cérébral du glucose en utilisant le ['®F]FDG dans un modele murin.
Etude 3:

Divers mécanismes pathophysiologiques présents dans les précédentes études peuvent
impacter l'intégrité de la barriere hématoencéphalique (BHE). Il est donc primordial d'avoir des
outils permettant la quantification de la perméabilité de la BHE in vivo. Dans ce cadre un projet
utilisant la technique des ultrasons focalisés a été mis en place afin d'investiguer de repositionner

limagerie TEP au ["®F]FDS comme biomarqueur quantitatif de l'intégrité de la BHE in vivo

La Figure 22 représente l'ensemble des objectifs de travail regroupant les 3 projets

effectués au cours de ma thése.
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Figure 22: Objectifs des études
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FTUDE 1

Intoxication avec un inhibiteur irréversible des
acétylcholinestérases, 'organophosphoré
NIMP (analogue du sarin) dans un modele
murin




INTRODUCTION

1. Voies de pénétration dans l'organisme

Retrouvés dans de nombreux produits phytosanitaires, les OPs peuvent entrer dans
l'organisme par diverses voies notamment digestive, respiratoire et/ou transcutanée (Figure 23).
Ces composés sont aussi retrouvés dans les agents neurotoxiques, dérivés d'insecticides et utilisés
comme arme de guerre chimique (ex : sarin, VX, Novitchok). Ce sont des agents trés lipophiles qui
traversent rapidement la peau, le tissu conjonctif oculaire, et les muqueuses. Des études
épidémiologiques effectuées dans divers pays (asiatiques, Etats-Unis) ont montré une
augmentation des cas d'intoxication depuis les années 70 (1). Ces intoxications peuvent survenir
lors de contacts volontaires ou involontaires avec ces composés. En effet, les tentatives de suicide
par lingestion de certains pesticides/insecticides contenant des OPs sont fréquentes dans les pays
en voies de développement (2). Les états dépressifs mal connus et mal diagnostiqués dans ces
pays menent dans certains cas au suicide avec une prévalence plus importante chez les femmes
et dans les zones rurales. Les intoxications aux OPs de facon accidentelle quant a elles sont
retrouvées en grande majorité dans les pays développés (3). Dans un contexte professionnel (ex:
agriculture), le risque d'exposition aux OPs par voie transcutanée est fortement augmenté. Une
température élevée provoque une augmentation de la perméabilité des gants de protection ainsi
qu'une dilatation des pores de la peau responsables d'un risque plus élevé de contamination par
les OPs (4). De plus, la présence de |ésions cutanées va également favoriser le passage des OPs (5).
Ce mode d'exposition étant le plus répandu dans les pays développés plusieurs recherches ont
permis d'étudier la perméabilité de la peau a divers composés OPs. Pour cela, des modéles cutanés
in vitro et in vivo ont été développés pour prédire I'absorption des OPs suivant la dose utilisée et la
durée d'exposition (6,7). Contrairement a une inhalation ou a une absorption digestive, la
distribution systémique en est alors ralentie avec ce mode d'exposition, et la diffusion lente des
OPs au sein de l'organisme provoque un allongement du délai d'apparition des symptémes. Les
symptdmes peuvent en effet apparaitre jusqu’a 48h post-intoxication. Ce type d'études permet
également de déterminer des fenétres temporelles d'action pour effectuer une décontamination

précoce suivant le type d'OP utilisé afin de limiter I'absorption systémique du composé (8).
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Figure 23: Voies de pénétration des OPs et du risque potentiel.

2. Voie d'élimination

Pour la grande majorité, les OPs ont une demi-vie biologique courte et vont rapidement
étre métabolisés dans I'organisme. L'excrétion de ces composés va s'effectuer par voie urinaire, la
majorité des métabolites sont éliminés dans les 24h suivant l'exposition (9). Des prélevements
urinaires permettent de diagnostiquer et d'évaluer le degré d'intoxication suite au dosage de
certains métabolites (9). Cela donne également une idée de la vitesse d'élimination de ces derniers.
Ces biomarqueurs détectables dans les urines présentent alors un atout majeur pour étudier

I'exposition des populations civiles aux OPs (10).



1. Intoxication aigue

L'intoxication aigle est caractérisée par la pénétration d'une dose importante du
neurotoxique au sein de l'organisme (dose symptomatique). Le neurotoxique provoque alors des
effets immédiats induisant des symptémes systémiques rapidement observables. Lors d'une
intoxication aiguie par des OPs, l'inhibition rapide et quasi-irréversible des AchE entraine une
hyperactivité du systéme cholinergique au niveau du SNC et SNP. La symptomatologie de
l'exposition a des OPs a été fortement étudiée lors d'intoxications aigties (11,12). Au niveau du
systeme parasympathique et sympathique les récepteurs muscariniques sont exprimés en grand
nombre sur divers organes et tissus tel que les yeux, les glandes lacrymales, les bronches, le tube
digestif, I'anus, la vessie et le cceur. Vu la multitude de cibles, I'action de I'Ach sera différente et les
effets cliniques associés également. Siles récepteurs muscariniques du systeme sympathique sont
suractivés par I'Ach (comme lors de l'inhibition des AChE apreés intoxication avec un OP), il y aura
I'apparition dans un premier temps de symptomes digestifs tels que nausées, vomissements,
douleurs abdominales et diarrhées. Puis la fixation de I'Ach au niveau des récepteurs
muscariniques l'anus, de la vessie et du cceur va engendrer respectivement des incontinences
fécales et urinaires ainsi qu'une diminution du rythme cardiaque (bradycardie). L'activation a
outrance des récepteurs muscariniques du systeme parasympathique vont provoquer une intense
activité sécrétoire au niveau des glandes lacrymales salivaires et sudoripares entrainant ainsi une
vision troublée, des larmoiements, salivation, et rhinite. Ces manifestations cliniques se

regroupent sous le terme du syndrome muscarinique (13).

Parallélement, I'hyperactivation des récepteurs nicotiniques au niveau des jonctions
neuromusculaires va entrainer des fasciculations, des crampes ainsi que la paralysie du
diaphragme et des muscles respiratoires. L'activation excessive des récepteurs nicotiniques
présents quant a eux au niveau du SNC provoque des céphalées, une confusion mentale, des
tremblements, des convulsions et des crises épileptiques. Une dépression des centres
respiratoires peut également survenir. Le couplage de la paralysie des muscles respiratoires et de
la dépression des centres respiratoires cérébraux est souvent annonciateur d'une mortimminente

s'il n'y a pas d'interventions pour contrecarrer ces effets (14).



L'ensemble de ses manifestations symptomatiques se regroupe sous le nom de syndrome
cholinergique aigle (Figure 24). Suite a une intoxication aigue il faut agir rapidement afin d'assurer

les fonctions vitales.

Fffets de linhibition de I'acétylcholinestérase (AChE).
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Figure 24: Effets de l'inhibition de I'acétylcholinestérase. (D’'aprés Testud et al, 2007)

Les effets d'une intoxication aigle a des doses létales ont largement été étudiés (15,16).

Cependant, I'impact d'une exposition unique a des doses sous létales pour explorer les effets

physiopathologiques sur le cerveau est trés peu investigué.

2.

Intoxication chronique

Une intoxication chronique quant a elle se produit suite a des expositions répétées a de

faibles doses de composés OPs, le plus souvent dans un contexte professionnel comme dans
I'agriculture lors d'utilisations répétées de pesticides. Dans cette configuration, les symptémes sont
moins visibles que lors d'une intoxication aigle. Cependant, méme si de faibles doses d'OPs ne
sont pas considérées comme toxiques selon la réglementation, de plus en plus d'études ont
montré qu'une exposition répétée a de faibles doses étaient néfastes pour la santé. L'utilisation
répétée d'antiparasitaires OPs a faible dose chez les moutons sont responsables de la genése de
troubles cognitifs observables chez les fermiers éleveurs de moutons (17). Des expositions

involontaires aux OPs lors de grossesses (nourriture, environnement) ont été détectées par voie

urinaire dans des familles latino-américaines. Méme si les taux urinaires d'OPs étaient plus élevés
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chez ces femmes enceintes, les taux étaient dans les normes de mesure de la population
américaine. Cependant, les taux urinaires d'OPs ont été associés a une performance intellectuelle
plus faible chez les enfants sept ans aprés l'accouchement (18). Yolton et ses collaborateurs, ont
étudié I'impact de l'exposition a des OPs lors de la gestation sur les performances a des tests
neurocomportementaux chez des nouveau-nés agés de cing semaines. lls n‘ont pas mis en
évidence de déficits comportementaux (19). Ces observations démontrent que suite a une
intoxication chronique a de faibles doses d'OPs, le développement de divers troubles peut avoir

lieu des années post-exposition.

1. Syndrome de la guerre du Golfe

Depuis les années 1990, de nombreuses recherches se sont intéressées a I'apparition d'une
multitude de symptémes retrouvés chez des vétérans américains ayant été déployés lors de
certains conflits militaires comme l'opération Tempéte du désert. Environ 25 a 32% des vétérans
américains déployés dans le golfe Persique ont développé des manifestations cliniques comme
des maux de tétes, de la fatigue, des douleurs musculaires ainsi que des troubles cognitifs (20). Ce
qui est intéressant de souligner, c'est que certains membres des troupes alliées (France, Canada,
Royaume-Uni...) présents lors de cette opération ont également développés ces symptdmes (21),
alors que chez des militaires déployés dans d'autres zones géographiques ce type de syndrome
n'a pas été observé. Une des hypotheéses serait la mise en cause de I'exposition de ces vétérans a
des OPs (insecticides, neurotoxiques de guerre). Cependant, divers événements
environnementaux (stress, feux puits de pétrole...) ont également pu participer via une action
synergique a la genése de cette pathologie a multi-symptémes. Méme si un lien direct est difficile
a établir entre une exposition directe aux OPs durant la guerre du Golfe et les manifestations
cliniques, il est dorénavant évident que ces expositions ont joué un rdle clé dans le développement

des troubles comportementaux et neurologiques retrouvés chez les vétérans (22).



2. Pathologies neurologiques

a. Maladies neurodégénératives

L'augmentation des maladies neurodégénératives dans nos populations contemporaines
pousse certains axes de recherche a comprendre l'origine de I'apparition de ces pathologies. Ces
maladies deviennent handicapantes dans la vie de tous les jours car les patients perdent peu a peu
leur autonomie. Des études épidémiologiques s'intéressent au lien entre l'effet de notre
environnement sur l'incidence de ces maladies neurologiques (23). Une étude a montré qu'il existe
un lien entre I'exposition aux OPs notamment les insecticides et le risque de développer la maladie
d’Alzheimer (MA). Des questionnaires permettant de connaitre I'historique d'exposition a divers
pesticides couplés a des tests cognitifs ont été menés sur 10 ans. Sur les participants de cette étude
il a été possible de démontrer qu'une exposition a des OPs augmente le risque de développer la
MA des années post-exposition (24). D'autres maladies neurodégénératives comme la maladie de
Parkinson seraient également plus fréquentes chez des personnes exposées a des OPs (25). Des
études aux Etats-Unis et en Italie ont montré également que les personnes exposées dans un
contexte professionnel a des pesticides ont 2 a 3 fois plus de risque de développer la sclérose

latérale amyotrophique (26,27).

b. Hyperexcitabilité neuronale

Lors d'une exposition a des OPs, l'apparition de crises épileptiques spontanées a été
observée des semaines voire des mois aprés l'exposition sur des modeéles animaux. Ces
observations soulignent ainsi le role des OPs dans la mise en place d’'un état de mal épileptique
(28,29). La compréhension des mécanismes permettant I'apparition d'une épilepsie suite a une
exposition aux OPs est primordiale pour mettre en place des thérapies. Une étude a montré dans
un modéle rat que suite a une intoxication aux OPs, une élévation de la concentration d'ions
calcium a lieu dans les neurones. Cette augmentation participe a la mise en place du statut
épileptique dans ce modele animal (30). McDonough et ses collaborateurs, ont proposé un modeéle
en trois temps responsable du maintien des crises épileptiques suite a une exposition a un OP.
L'excitation neuronale du systéme cholinergique provoque dans un second temps la libération
d’'acides aminés excitateurs qui vont renforcer la suractivité neuronale. De plus, les antagonistes
muscariniques (atropine) deviennent de moins en moins efficaces et sur le long terme apres la
survenue de la crise cholinergique, des influx de calcium répétés et la stimulation des récepteurs

NMDA sont responsables de la pathologie épileptique (28).



L'épilepsie est une maladie neurologique chronique qui se caractérise par l'activation
spontanée, simultanée et excessive d'un nombre trés important de neurones dans I'ensemble du
cerveau. Ces décharges électriques a répétition sont regroupées sous le terme de décharges
paroxystiques. Les crises épileptiques sont donc les signes transitoires évocateurs d'une activité
cérébrale anormale et excessive (31). Cette maladie est caractérisée par trois phases: i) un
événement épileptique initial ; ii) une période latente ou le processus épileptogéne se met en place,

notamment via la modification structurelle et fonctionnelle du SNC; iii) I'épilepsie chronique

soulignée par l'apparition de crises épileptiques spontanées et récurrentes (32) (Figure 25).
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Figure 25: Différentes phases de I'épilepsie. (D’apres Reddy et al, 2013)

Pendant la phase latente, il n'y a pas de médicaments pour contrecarrer I'épileptogénese,
ni de thérapies pour prévenir I'apparition d'une épilepsie chronique. De plus, le déclenchement de
cette derniére ne peut étre que supposée chez les patients. Il est donc primordial d’étudier les
mécanismes moléculaires/cellulaires intervenant durant cette période afin de mettre en place des

stratégies thérapeutiques pertinentes (33).

Dans le contexte de cette étude durant ma thése, 'événement initial est l'intoxication a un
OP. Méme si chez 'Homme l'installation d'une épilepsie chronique suite a une exposition aux OPs
n'a pas été prouvée, les survivants d'un empoisonnement présentent une activité épileptiforme

électrographique qui persiste pendant des années apreés l'exposition (34).
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Les OPs engendrent des effets délétéres neurologiques/psychiatriques pouvant étre

persistants sur le long terme (35).

L'utilisation de divers outils tels que des tests comportementaux, d'électrophysiologie, et
des méthodes d'imagerie anatomiques (IRM) ou fonctionnelles (TEP), permettent de rendre
compte de la perturbation du SNC suite a une intoxication a un OP. Dans les pages suivantes, je

vais aborder l'impact d'une exposition a un OP sur le SNC.

1. Etudes cliniques et précliniques

Dans cette partie, je vais présenter les diverses perturbations cérébrales observées chez les

personnes et les animaux exposés a des OPs.

a. Troubles psychiatriques et comportementaux

Suite a l'utilisation des OPs dans divers contextes socio-économiques (agriculture, guerre,
attentat...), la caractérisation des manifestations cliniques d'une dose unique sur le court terme au
sein du SN a été largement étudiée (13). Cependant, I'impact d'une dose unique de NOP sur le long
terme reste a approfondir notamment a des doses sous létales. Pour cela, des chercheurs se sont
penchés sur la question en effectuant une batterie de tests physiques et psychiatriques sur les
membres secouristes et les officiers de police ayant été mobilisés et en contact avec du gaz sarin
lors de l'attentat du métro de Tokyo en 1995. L'étude épidémiologique a été conduite trois ans
apreés les faits. Il a été montré que la performance aux tests physiques et mnésiques était moins
bonne chez les personnes exposées de maniére dose dépendante (forte/faible dose) comparée

aux personnes choisies comme contréles (36).

Une autre étude menée cette fois ci sur des vétérans de la guerre du Golfe ayant été exposés
a de faibles doses de sarin et de cyclosarin suite a I'explosion d'un dépét de munition a Khamisiyah
en Iraqg a mis en évidence des dysfonctionnements neurocomportementaux. En effet, les
participants de I'étude ont eu des difficultés a entreprendre des taches psychomotrices impliquant
une dextérité fine et ont également présenté des troubles visuels 5 ans aprés I'exposition au
neurotoxique (37). Des expositions aux OPs peuvent également engendrer de l'anxiété, de la

dépression, des symptdémes psychotiques et des déficits de l'attention (38,39). En effet, un



comportement anxiogene transitoire a été observé chez des souris suite a une exposition au

soman (40).

Une exposition unique au sarin sous forme de vapeur chez des rats a provoqué des
modifications comportementales comme des troubles faisant appel a la mémoire de travail dés
cing semaines jusqu'a six mois post-exposition. Aucune amélioration mnésique n'a été observée
tout au long de I'étude (15). Des résultats d'un modéle rat exposé au diisopropyl fluorophosphate
(DFP) ont également montré des perturbations de certaines fonctions cognitives (apprentissage,
mémoire) jusqu'a deux mois post-intoxication (41). Une étude menée par nos collaborateurs a
I'IRBA exploitant des doses sous létales d’OP chez la souris a révélé des perturbations dans la
mémoire a court terme suite a 'utilisation du test comportemental de la reconnaissance d'objets.
Un mois aprés l'exposition au nitrophényl isopropyle méthylphosphonate (NIMP), les souris
intoxiquées ont présenté une performance exploratoire plus faible que chez les souris contréles

(42).

Les observations obtenues dans ces études suite a des tests neuropsychologiques/
comportementaux confirment qu’'une exposition unique ou chronique aux OPs est responsable de
modifications comportementales tardives. Les perturbations de certaines fonctions cérébrales
impliquées notamment dans la motricité et/ou la mémoire, nous laissent penser qu'il peut y avoir
des changements fonctionnels et/ou morphologiques au sein du SNC pouvant étre a l'origine de la
perturbation de ces fonctions. Pour accéder a ces modifications, des études en imageries

structurelles et fonctionnelles sont précieuses.

b. Modifications des rythmes cérébraux

Pour accéder aux perturbations des rythmes cérébraux I'électroencéphalographie (EEG) est
utilisée. Cette technique sert a enregistrer via des électrodes l'activité électrique neuronale. Les
signaux électriques a différentes fréquences provenant essentiellement du cortex vont diffuser a
travers le Liquide Céphalo Rachidien (LCR), le crane et la masse grasse (peau) afin qu'ils puissent
étre enregistrés par des électrodes positionnées sur le crane (Figure 26). Ces électrodes vont
enregistrer un signal global provenant de plusieurs sources. Le retranchement des cones de
diffusion de chaque source va permettre de déterminer les zones d'activités cérébrales et les
fréquences associées. Cependant 'EEG a une résolution spatiale faible sous tendue par le mélange
de toutes les sources de diffusion. Cet examen est trés utile pour détecter les sources corticales

mais moins sensibles a I'activité sous corticale (43).
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Figure 26: Principe de I'électroencéphalographie (Source www.cea.fr)

Aprés une exposition a un OP, des études en EEG ont été menées afin de détecter de
potentielles perturbations des rythmes cérébraux. Murata et ses collaborateurs, ont démontré que
Six mois aprés une intoxication au sarin lors de l'attentat de Tokyo, les victimes étant
asymptomatiques ont présenté des réponses EEG anormales suite a des stimulations visuelles et
auditives (44). Des examens en EEG ont montré des anormalités des rythmes cérébraux jusqu’a
cing ans post-intoxication sur des personnes présentes a Tokyo lors de l'attaque (34). Une étude
réalisée sur des primates non-humains marmosets a démontré qu'a des doses sous létales des
perturbations des EEG sont détectables jusqu’a un an post-exposition (45). Des résultats obtenus
chez des modéles murins confirment également une altération des EEG suite a une exposition a

de faible dose d'OP (42,46).

Ces résultats montrent que méme a des doses faibles d'OPs I'activité neuronale peut étre

perturbée a court et a long terme.
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c. Modifications des macrostructures/microstructures du
SNC

Pour identifier impact de I'exposition des OPs sur la macrostructure cérébrale, des études en
imagerie utilisant I'IRM ont été effectuées ces derniéres années. Chao et ses collaborateurs, suite
a des études en IRM a 1.5 T et 4 T sur des vétérans de la guerre du Golfe, ont montré des
changements macroscopiques cérébraux notamment la diminution des volumes de matiéere grise
(MG), de matiére blanche (MB) et des hippocampes (47,48). Une autre étude en imagerie effectuée
sur des civils victimes des attentats de Tokyo a montré également une diminution des volumes

cérébraux de MB et des hippocampes (49).

Afin d'aller plus loin, des études ont permis dinvestiguer si en plus des changements
macroscopiques comme la diminution des volumes cérébraux observés chez les victimes il y avait
également des changements dans la microstructure cérébrale via l'utilisation de I''RM par tenseur
de diffusion (DTI). Cette technique permet d'étudier différents paramétres nous donnant accés a
l'orientation et aux mouvements préférentiels des molécules d'eau dans les tissus (50). Des
altérations microstructurales chez les vétérans de la guerre du Golfe ont été observées dans
I'hippocampe, et la diffusivité moyenne (MD) a été inversement corrélée a la performance du test
de mémoire verbale (51). En outre, une étude quantitative volumétrique en IRM a été réalisée sur
des vétérans ayant été exposés a de faibles doses de sarin/cyclosarin. Aucune différence
volumique significative entre les régions cérébrales des personnes exposées et non exposées n'a
été observée par les chercheurs. Cependant, ils ont mis en évidence des changements plus subtils
comme des modifications des volumes de matiere blanche et un élargissement des ventricules

cérébraux (52).

Une seule exposition a de faibles doses d'OPs est alors capable d'engendrer des modifications
cérébrales morphologiques persistantes pouvant étre a l'origine des troubles cognitifs observables

des années aprés 'exposition.

Des études en IRM ont également été effectuées chez des modéles animaux. Suite a une
intoxication aiglie avec DFP a forte dose 4mg/kg, Hobson et ses collaborateurs ont étudié les effets
précoces de cet OP sur le SNC. Des altérations structurelles ont été observées dans de nombreuses
régions cérébrales comme le thalamus, le cortex piriforme, I'hippocampe, le striatum, et la

substance noire suite a des phénoménes de neurodégénérescence (53).



En effet, les observations in vivo en IRM conventionnelle ou de diffusion nous donnent un
apercu des altérations structurelles qui peuvent étre sous tendues par de multiples phénomeénes

cellulaires (neurodégénérescence, inflammation...).

d. Neuroinflammation

De plus en plus détudes démontrent des évidences expérimentales liant la
neuroinflammation aux effets neurotoxiques des OPs sur l'organisme (54). En effet, la
neurotoxicité engendrée par les OPs sur le SNC n'est pas entierement attribuée a une
hyperstimulation du systéme cholinergique suite a linhibition des AchE. Duysen et ses
collaborateurs, ont démontré que dans un modeéle murin n'exprimant pas les AchE, le VX était
capable de provoquer des effets toxiques non attribuables a des signes cholinergiques (55). De
plus pour observer une crise cholinergique menant au statut épileptique il faut qu'au moins 60 a
80% des AchE soient inhibées (12). La neurotoxicité des OPs peut donc également apparaitre en
I'absence de l'inhibition des cholinestérases souvent observée lors d'une exposition chronique.
Trés peu d'études chez 'Homme ont permis d'établir un lien entre des biomarqueurs d'une
intoxication a un OP tel que le dosage des AchE dans le sang et des métabolites des OPs retrouvés
dans les urines et les déficits comportementaux (56). Ces observations suggérent bien que la
toxicité des OPs n'est pas seulement due a des effets cholinergiques. Que ce soit lors d'une
intoxication aiglie ou chronique, la présence d’'une réponse inflammatoire non négligeable se met

en place.

Des études ont été menées dans des modéles animaux pour investiguer la réponse
inflammatoire suite a I'exposition a divers OPs. Un modéle murin intoxiqué au soman a permis
d'étudier les effets de l'intoxication sur les neurones matures, les cellules gliales et les progéniteurs
neuronaux. Dans les premiers jours suivant lintoxication, une forte perte neuronale
hippocampique suivie d'une importante activation microgliale dans les zones lésées jusqu'a huit
jours post-exposition ont été observées. Puis, une forte activité astrocytaire globale a été observée
jusqu’a un mois post-intoxication et a persisté dans certaines régions cérébrales jusqu'a trois mois
participant ainsi a la formation d'une cicatrice gliale (57). Une étude sur le plus long terme a permis
de mettre en évidence l'impact d’'une intoxication au DFP a 4mg/kg sur la neuroinflammation et la
toxicité cellulaire. Les chercheurs ont mis en lumiére un pic de nécrose la premiére semaine post-
intoxication et I'élévation de l'activation des microglies et des astrocytes détectables jusqu'a deux
mois post-intoxication (58). Une étude s'est intéressée aux événements inflammatoires précoces

dans les 48h aprés une intoxication au sarin chez le rat. Une élévation de 'ARNm de TSPO est



observée six heures post-intoxication prédisant 'augmentation de la densité des récepteurs TSPO
observés 24h post-exposition dans les différentes zones cérébrales analysées par un test de
fixation du [3H]PK11195 sur les homogénats de cerveau. Limportante perte neuronale
essentiellement due a la nécrose a été associée a une forte astrogliose (59). Des analyses
histologiques aprés une intoxication au sarin chez le rat ont démontré une activation gliale entre
quatre et six mois post-intoxication suite a une élévation du niveau de TSPO (PBR dans l'article)

(15).

La plupart de ces études ont utilisé des doses létales, cependant toutes ces observations
suggerent que quel que soit I'OP utilisé, une intoxication aiglie engendre rapidement I'apparition
de processus neuroinflammatoires notamment suite a l'activation de populations cellulaires
spécifiques (microglies/astrocytes). Ce qui est intéressant de souligner c'est que depuis plusieurs
années des études ont été menées afin de déterminer le réle de la neuroinflammation dans la
pathogénicité des épilepsies chroniques (60). La neuroinflammation est bien présente dans les
zones épileptogénes et participe au maintien des crises. En effet, un modéle murin génétiquement
modifié a été développé par Robel et ses collaborateurs présentant une astrogliose chronique et
dispersée dans le SNC. Ils ont pu démontrer qu’'en absence de pathologie épileptique les souris
développaient des crises spontanées accompagnées d'une hyperexcitabilité neuronale. Une
astrogliose chronique est donc suffisante pour générer les crises épileptiques. Une activation
microgliale modérée a été observée dans le modele soulignant une étroite communication avec

les astrocytes permettant de consolider l'astrogliose (61).

Or, les OPs sont fortement liés au développement du statut épileptique suite a une
stimulation exacerbée et incontrélée des neurones. L'hypothése qu'une inflammation soutenue et
persistante provoquée par une intoxication a un OP pourrait étre néfaste sur le long terme est de

plus en plus en vogue.

La composante inflammatoire suite a l'activation des microglies et des astrocytes est
impliquée dans la genése et l'entretien des crises épileptiques. L'hyperexcitabilité neuronale
résultant en partie de processus neuroinflammatoires est par conséquent a prendre en
considération. L'étude de la dynamique d'activation de ces diverses populations cellulaires permet
de comprendre leurs implications dans le maintien des crises épileptiques et de tester diverses
thérapies diminuant ainsi la composante inflammatoire pour empécher l'instauration d'un statut
épileptique. Dans le cadre d’'une intoxication aux OPs, des efforts sont a entreprendre pour étudier

la dynamique de la neuroinflammation que ce soit suite a une exposition a forte ou faible doses.



Ces études permettraient de comprendre le rble de la neuroinflammation sur les effets

neurologiques observables a long terme.

Les résultats des investigations menées sur limplication de processus
neuroinflammatoires dans les effets neurotoxiques des OPs démontrent l'utilité de I'imagerie TEP
in vivo. L'utilisation de la TEP et de radiotraceurs ciblant la TSPO en tant que biomarqueur pour
I'activation gliale est primordiale afin de suivre les réactions immunitaires associées a une

intoxication que ce soit sur le court ou le long terme.

2. Imagerie TEP suite a une intoxication par un OP pour suivre la réponse
inflammatoire

L'hypothése d'une neuroinflammation persistante aprés une intoxication avec un OP peut
étre mise en évidence via l'utilisation de limagerie TEP reflétant I'expression de la TSPO

biomarqueur de la neuroinflammation ou plus précisément de I'activation gliale.

Flannery et ses collaborateurs ont démontré une inflammation persistante associée a des
troubles cognitifs dans un modéle d'intoxication suite a l'injection d'une forte dose de DFP chez le
rat. L'imagerie in vivo TEP utilisant le (R)-['"C]PK11195 a souligné une augmentation de la fixation
du radiotraceur avec un pic a sept jours post-intoxication puis une diminution de la fixation jour
21 mais restant supérieure a la baseline (avant intoxication). La fluctuation du niveau de fixation
du radiotraceur était similaire dans les différentes régions cérébrales étudiées (amygdale,
thalamus, hippocampe, cortex piriforme et somatosensoriel). De plus, une corrélation positive a
été trouvée entre la sévérité des crises épileptiques et la fixation du radiotraceur sur cerveau entier
(62). Cette étude avec un radiotraceur TSPO de premiére génération a montré que le suivi de
linflammation était possible aprés une intoxication a un OP (ici le DFP), et que l'activation
exacerbée de certaines populations cellulaires comme les microglies et les astrocytes participerait
certainement a I'apparition des symptémes cliniques observés. Hobson et ses collaborateurs, ont
mis au point une étude longitudinale pour suivre I'évolution de la neuroinflammation utilisant le
radiotraceur de seconde génération ["®F]JPBR111 dans un modele rat d'intoxication aiglie au DFP.
Une augmentation de la fixation du radiotraceur a été observée jusqu’'a 28 jours post-intoxication
(Figure 27). Les régions cérébrales ayant une augmentation du signal SUV correspondent
spatialement a la gliose (activation microglie/astrocyte) observée en histologie (63). Ces deux
études ont été réalisées dans des modéles d'intoxication aiglie provoquant des crises épileptiques

jusgu’a un mois post-intoxication.



Vehicle
Control

DFP

4 repeated measurement 4

Figure 27: Fixation du ['8F]PBR111 dans un modéle rat intoxiqué au DFP (Hobson et al, 2019).

L'intoxication aigué au DFP augmente en SUVR (normalisation par le cervelet) du ['®FIPBR111. Images
représentatives en SUVR ['8F]PBR111 chez des animaux controles (2 rangées supérieures) et des animaux
intoxiqués au DFP (2 rangées du bas) au début de I'étude et a 3, 14 et 28 jours post-intoxication. Les fleches
blanches indiquent une augmentation de la fixation du [18F]PBR111 dans I'hippocampe (fleche vers la droite),
le cortex piriforme et I'amygdale (fleche vers le bas) et le thalamus (fleche vers la gauche). Les fleches noires
sous les images indiquent les mesures répétées des sessions d'imagerie TEP au [18F]PBR111 provenant d'un
seul animal intoxiqué par la solution vehicle ou le DFP. Les images mettent en évidence la constance des
contrdles au cours de la période d'étude de 28 jours, et I'augmentation rapide du marquage TSPO en
['8FIPBR111 pendant les 3 premiers jours suivant l'intoxication aigué par le DFP.

En plus de ces deux études précliniques longitudinales en TEP, une récente étude clinique
a été menée chez des vétérans atteints du syndrome de la guerre du Golfe et des contréles sains.
Elle a montré une augmentation du signal SUVR (normalisation par le cortex occipital) du
radiotraceur ['"C]JPBR28 dans diverses régions corticales incluant l'aire préfrontale, le cortex
moteur primaire et les cortex somatosensoriels chez les vétérans atteints du syndrome de la

guerre du Golfe (64).

Rares sont les études en TEP préclinique dans ce contexte d'intoxication a un OP. Aucune

étude in vivo n'a exploré les effets neuroinflammatoires au-dela du premier mois post-exposition
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aun OP et a des doses sous létales. A priori une seule étude clinique a été menée chez des vétérans
de la guerre du Golfe en 2020. Cependant a la vue des résultats, I'imagerie TEP in vivo ciblant TSPO
semble prometteuse pour suivre la neuroinflammation dans ce contexte pathologique. De plus,
une meilleure compréhension de la dynamique de la réponse inflammatoire permettrait de tester

des approches thérapeutiques.

Afin d'apporter de plus amples informations, dans mon projet de thése, nous proposons
pour la premiére fois une approche TEP longitudinale in vivo suite a l'utilisation d'un modele
d'intoxication a des doses sous létales avec un analogue du gaz sarin (le NIMP) pour pouvoir suivre

I'évolution de la neuroinflammation jusqu’a six mois post-intoxication.



Suivant la voie de pénétration des OPs dans 'organisme, une décontamination de la victime
doit avoir lieu pour empécher une trop forte absorption de toxique mais aussi pour stopper sa
propagation pouvant affecter d'autres individus dans I'environnement proche. Par voie cutanée
des poudres absorbantes sont utilisées pour enlever le maximum de produit actif de la zone
contaminée. Si c'est par ingestion, un lavage gastrique dans les 30 minutes suivant l'intoxication

est a préconiser.

Les traitements développés suite a une intoxication aux OPs sont majoritairement
symptomatiques afin de contrecarrer les effets sur le court terme. Lors d’'une intoxication aigue, il
est primordial d'agir au plus vite dés I'apparition des premiers symptomes. Le traitement d'urgence
a administrer vise a assurer les fonctions vitales et éviter la mort de l'individu. Cela va permettre
de faire face a d'éventuelles détresses respiratoires, un coma ou des convulsions. Plus le
traitement sera administré tot, plus il sera efficace. L'utilisation combinée d'atropine et d'oximes
permet de contrecarrer les effets d'une hyperactivation du systéme cholinergique entrainant in

fine la mort par asphyxie (65).

En effet, I'atropine est un antagoniste des récepteurs muscariniques rentrant alors en
compétition avec I'Ach qui quant a elle est un agoniste de ces récepteurs. Elle va agir en limitant le
bronchospasme qui est une contraction des poumons responsable d'une obstruction temporaire

des voies respiratoires et sur les sécrétions bronchiques (66).

Les oximes sont des molécules ré-activatrices des AchE inhibées qui permettent de cliver
la liaison enzyme-inhibiteur mais aussi l'inhibiteur. Ces molécules réactivent les AchE et retardent
leurs vieillissements pour qu’elles soient a nouveau capable d’hydrolyser de I'Ach afin de diminuer
son taux au niveau du SN. L'oxime utilisée en France est la pralidoxime (2-PAM), elle va cliver la

liaison entre I'OP et la sérine de 'AChE permettant ainsi la libération du site actif (Figure 28) (67).
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Figure 28: Réactivation d'une AchE par la pralidoxime (2-PAM).

Réactivation de 'enzyme dans la gorge ou se situe la triade catalytique et I'inhibiteur (A). Formule chimique
de la pralidoxime (B).

Cependant, les oximes chargées positivement passent trés peu la BHE par conséquent la
réactivation de 'AChE au niveau du SNC est trées limitée. Depuis plus de 60 ans, aucun réactivateur
de I'AChE n'était capable de passer efficacement la BHE, toutefois une étude préclinique récente a
montré que certaines oximes étaient capables de passer la BHE afin de réactiver 'AChE centrale

afin de limiter les dommages cérébraux induits par certains OPs (68).

Des anticonvulsivants sont également utilisés lors d'une intoxication sévéere. La classe de
molécules est les benzodiazépines comme le Diazépam. Cette molécule permet de réduire la durée

et I'intensité des convulsions ainsi que les fasciculations musculaires (69).

Naturellement, la prise en charge des symptdémes cliniques suite a une intoxication aigue
a été beaucoup étudiée afin d'empécher la mort des individus, et certains aspects font I'objet de
recherches actives pour permettre de réactiver les AChE centrales. Cependant, il est nécessaire de
mettre en place d'autres traitements afin de contrecarrer les effets des OPs sur le SNC sur le long

terme.
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A la vue des études cliniques et précliniques, il est pertinent de développer des approches
thérapeutiques permettant de contrecarrer les conséquences neurologiques tardives post-
exposition a un OP. De nombreuses études s'appuient sur les mémes hypothéses qui ont été faites
dans des modeles expérimentaux d'épilepsie. En effet, un lien direct entre une exacerbation d'une
réponse inflammatoire a été tenue pour responsable de la genése ou du maintien d'une épilepsie
chronique engendrant des troubles neurologiques sur le long terme (60). Dés lors, les recherches
se sont focalisées sur la mise au point de stratégies capables de lutter contre une réponse

inflammatoire indésirable.

Des études ont été menées en utilisant des molécules anti-inflammatoires. Un inhibiteur
de I'activation microgliale (la minocycline) a été testé dans un modéle murin ayant développé un
statut épileptique suite a linjection d'acide kainique en intracérébral. Dans ce modéle, une
activation importante rapide et exagérée des microglies lors de crises a été observée. Cette hyper-
activation microgliale joue un role clé dans I'induction des futures crises épileptiques. Le traitement
utilisant la minocycline a permis de réduire I'activation microgliale et de réduire le déclenchement
spontané de crises plus tardivement (70). La minocycline est connue pour avoir des effets anti-
inflammatoires, anti-oxydatifs et anti-apoptotiques. De plus, la minocycline est capable d'inhiber
la polarisation des microglies en phénotype M1 dit « pro-inflammatoire (71). Une autre étude a
montré que malgré ces propriétés, cette molécule n'était pas capable de contre carrer
I'épileptogénése chez un modéle de rats épileptiques (72). Ces résultats contradictoires ont permis
de mettre en lumiére la complexité des réponses inflammatoires lors de la pathologie épileptique.
Depuis, une approche scientifique a testé la combinaison de plusieurs molécules anti-
inflammatoires permettant ainsi d'agir sur diverses voies cellulaires chez des ratons épileptiques.
Le cocktail comprenait un antagoniste des récepteurs de l'interleukine-1, un inhibiteur de la
cyclooxygénase-2 (COX-2), et un inhibiteur de [lactivation microgliale (minocycline).
L'administration d'un seul de ces anti-inflammatoires n'était pas capable d'atténuer les dégats
observés au niveau de I'hippocampe et de réduire les crises épileptiques spontanées. Or, ils ont

observé des effets bénéfiques lorsque ces molécules sont utilisées conjointement (73).

Etant donné que de nombreux modeles d'intoxication aux OPs présentent un statut
épileptique suivi de I'apparition de crises épileptiques spontanées, I'hypothese d'inhiber ou de
modifier la réponse inflammatoire prend alors tout son sens. De plus en plus d'agents anti-

inflammatoires semblent avoir un effet neuroprotecteur aprés une intoxication aigiie aux OP. La



majorité des études testant des thérapies anti-inflammatoires ont été, a ce jour, réalisées sur des
modeles d'intoxication aux OPs provoquant un état de mal épileptique (74). Des approches
thérapeutiques sont également testées dans des modeéles rongeurs répliquant le syndrome de la
guerre du Golfe notamment suite a l'utilisation de la curcumine qui a démontré de multiples
bénéfices comme une amélioration de la neurogenése, une diminution de l'inflammation et du
stress oxydatif et une restauration des dysfonctions mitochondriales. Ills ont également proposé
que ces améliorations seraient responsables d'une meilleure capacité mnésique observée dans ce
modéle suite au traitement (75). La curcumine a montré des capacités a diminuer l'activation des
cellules immunitaires observée par la diminution de marqueurs cellulaires (Iba1, GFAP, TSPO) dans
un modéle murin d'activation microgliale chronique (76). Suite a ces observations, des chercheurs
proposent d'utiliser le potentiel de la curcumine pour soigner les vétérans atteints du syndrome
de la guerre du Golfe (77). Des études sont encore nécessaires afin de trouver un traitement
prometteur pour cibler la neuroinflammation dans ce contexte pathologique d'intoxication a un

OP.

Etonnamment, un autre traitement au Montelukast (MK) a montré des propriétés anti-
inflammatoires et a été testé dans diverses conditions pathologiques pour limiter les effets
délétéres observables dans le SNC. Le MK est un médicament d'ores et déja prescrit pour le
traitement de l'asthme et des allergies. Il fait partie de la classe des antagonistes aux récepteurs
des leucotriénes. Son utilisation a montré une amélioration des symptdmes cognitifs et une
diminution de la neurotoxicité induite dans un modéle murin d'injection de streptozotocine. Les
résultats suggérent que le MK est capable d’améliorer les capacités mnésiques et d'inhiber la
neuroinflammation et I'apoptose (78). Dans un modele rat parkinsonien, le traitement avec ce
dernier a mis en évidence une diminution de l'activation microgliale soulignant un effet anti-
inflammatoire (79). Chez des souris présentant des crises épileptiques, l'utilisation du MK
augmente la latence de l'apparition des crises (80). Chez un modéle murin de la maladie
d’Alzheimer, le MK améliore les performances mnésiques par l'inhibition de la neuroinflammation
et de l'apoptose en modulant la signalisation cellulaire induite par les récepteurs cystéinyl-
leucotrieénes (CysLT1R), suggérant ainsi que les antagonistes de ces récepteurs pourraient étre une
nouvelle piste thérapeutique dans la MA (81). Des chercheurs ont montré qu’'une downregulation
des CysLT1R via l'utilisation d'un antagoniste le pranlukast (proche du MK) durant 21 jours était
capable de réduire l'activation microgliale, les taux d'IL-p et de TNF-a qui sont des cytokines pro-
inflammatoires (82). Le MK serait méme capable d'induire une polarisation des macrophages en

type M2 « anti-inflammatoire » (83). Une autre étude a montré que méme dans un contexte non-



pathologique un traitement au MK améliore les fonctions mnésiques et d'apprentissage chez des

rats ageés (84).

Ces études précliniques utilisant le MK sur d'autres pathologies que I'asthme montrent le
potentiel du MK en tant qu'anti-inflammatoire, qu'antioxydant, et qu'anti-apoptotique. Dans cette
étude de ma thése nous allons tester ces propriétés décrites pour le MK sur notre modéle

d'intoxication murin.

Due a la difficulté de la mise en place d'études longitudinales chez 'Homme du fait de
I'exposition imprévisible des OPs sur I'organisme, différents modeéles animaux ont été mis en place
afin de permettre d'étudier I'évolution des manifestations comportementales, fonctionnelles et/ou

structurelles intervenant a des stades précoces et/ou tardifs suite a I'exposition a un OP.

Le développement de modéles animaux est primordial pour comprendre les effets d'une
intoxication a un OP sur le SNC et SNP afin de mettre en place et de tester des mesures médicales
que ce soit a court ou a long terme. L'étude de I'impact des OPs a été effectuée sur un large spectre
d'espeéces que ce soit en conditions naturelles (environnementales) ou de laboratoires avec des
modes d'administrations divers imitant les différentes voies de pénétration des OPs dans

I'organisme (Figure 29) (85).
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Figure 29: Diversité des modéles animaux utilisés dans le cadre d'une intoxication a un OP. (D’aprés
Poirier et al, 2018)

Modeles animaux utilisés pour évaluer la toxicité des Ops suivant différents modes d'exposition et
d'administration (nourriture (O), inhalation (I), contact (PC, S, C) et injection (IP, IV, IM, SC).

Le modéle restant le plus utilisé est le modéle murin dQ a la facilité de mise en place des
techniques expérimentales notamment d'administration de I'OP. Les porcs par exemple sont
beaucoup utilisés pour des études sur la pénétration cutanée de certains OPs comme le VX (86).
Plus rarement, des primates non-humains sont utilisés pour tester certaines thérapies en cours de
développement comme des oximes capables de passer la BHE (87). Ces deux espéces sont
également trés proches de 'Homme pour permettre des études translationnelles. Les rongeurs les
plus utilisés en laboratoire dans des modeéles d'intoxication sont les cochons d'Inde et les rats.
Cependant, leur sensibilité a une intoxication est différente. Les rats sont moins sensibles a une
intoxication que les cochons d'Inde. Les modeles animaux qui semblent étre les plus proches de
I'Homme suite a une intoxication sont les primates non humains et les cochons d’Inde car ils ont
de faibles taux de d'enzymes carboxylesterases circulante similaire a 'Homme. C'est une enzyme
capable de métaboliser et d'inactiver les OPs (88). Le choix de I'espéce pour les études dépend bien
évidemment de la question scientifique posée et de la praticité de la mise en place du protocole

expérimental.
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Afin de mieux identifier le lien entre la neuroinflammation et les séquelles qui apparaissent
sur le long terme suite a une intoxication a des doses sous |étales d'OPs, des modeéles précliniques

sans manifestations de crises épileptiques sont nécessaires.



OBJECTIFS

L'objectif de cette étude est de découvrir par imagerie moléculaire les effets sur le SNC a court
et long termes de l'intoxication avec un analogue du sarin (neurotoxique de guerre), le nitrophényl
isopropyle méthylphosphonate (NIMP) (89). L'étude vise a établir de meilleures connaissances sur
les atteintes du SNC, a la suite de l'intoxication aux OPs afin de :

i) Déterminer une cinétique de l'effet neuroinflammatoire induit par lintoxication aux

OPs par imagerie
ii) Déterminer une nouvelle cible thérapeutique
iii) Déterminer les fenétres d'action adaptées d'un traitement neuroprotecteur.
Pour cela, des examens d'imagerie TEP utilisant des radiotraceurs spécifiques des cibles
neurologiques (p. ex. neuroinflammation, état de la BHE), sont réalisés chez des animaux
anesthésiés. Plus précisément, les examens sont réalisés chez des souris « avant et apreés
intoxication au NIMP » et, dans un deuxiéme temps, chez des animaux « intoxiqués au NIMP »

ayant recu un traitement neuroprotecteur ou un placebo (« controle »).



MATERIEL ET METHODES

1. Détermination de la DL50

Nos collaborateurs de I''RBA ont mis en place un modéle murin d'intoxication avec un
analogue du gaz sarin : le NIMP (42). Pour cela, la dose létale 50 (DL50) de la molécule a da étre

déterminée selon la méthode suivante :

La procédure "up-and-down" est utilisée telle qu'elle a été définie par I'OCDE (directive
425). Elle permet d'effectuer une mesure de la toxicité aigué d'une substance chimique. En effet,
cette approche, permet de déterminer la dose de la substance étudiée provoquant la mort de 50%
des souris en 24h suite a l'injection unique du composé. Si'animal survit, la dose du composé testé
est augmentée d'un pas de 1.1 pour le prochain animal, ou cette dose est réduite du méme pas si
I'animal meurt. Chaque résultat de survie ou non est rentré dans un programme qui détermine
I'arrét du protocole si les données sont suffisantes pour déterminer la DL50 de la molécule

(logiciel : Aot425stat Program).

Pour la détermination de la DL50, une injection unique de toxique a un volume de 10 ml/kg (pour

une souris de 40g = 400pl) est réalisée en sous cutanée.

La surveillance de I'animal est assurée en continu durant les 2 heures post-intoxication puis
toutes les 2 heures jusqu'a 8 heures post-intoxication et a 24h. Le paramétre étudié est la mort ou
non de I'animal selon la dose de toxique injecté. La solubilité du composé et son taux de pureté
lors d'une nouvelle synthése pouvant étre variables, a chaque nouveau lot une DL50 doit étre

déterminée. Dans notre cas, un seul lot de synthése de NIMP a été utilisé.

La détermination de la DL50 est réalisée sans traitement analgésique pour ne pas biaiser
les résultats. En effet, des analgésiques peuvent impacter la survie des animaux par leurs actions
sur le systéme cardio-respiratoire. Le niveau de souffrances infligé a I'animal est susceptible d'étre
important puisqu'il s'agit d'un test de toxicité et que I'emploi d'anesthésique et d’analgésique est

proscrit. Plus la DL50 est faible plus la substance est toxique.

Pour le lot de NIMP utilisé dans cette étude la DL50 est de 0,63 mg/kg.



Deux doses de toxiques seront utilisées pour cette étude 0.5 DL50 (soit 0.315 mg/kg) et 0.9
DL50 (0.567 mg/kg). Des groupes de rongeurs ont été intoxiqués a une dose convulsivante (0.9
DL50; en tant que « groupe d'intoxication contrdle positif »), une dose qui a induit des convulsions
périphériques mais sans crises épileptiques. D'autres groupes de rongeurs ont été intoxiqués a
une dose faiblement symptomatique (0.5 DL50, en tant que « groupe d'intoxication
asymptomatique ») induisant peu ou pas de modifications cliniques (fasciculations ou
tremblements légers, EEG stable). En outre, des groupes de souris contréles via une injection de

NaCl ont utilisés afin de déterminer I'effet de I'age sur I'évolution de la neuroinflammation.

Les solutions d'intoxication ont été fraichement préparées les jours des sessions
d'intoxication. Pour cela, le NIMP (10 mg/kg) a été dilué dans du sérum physiologique (NaCl 0.9%).

La solution contrdle était uniquement composée de NaCl sans la substance active.

Au total tout au long de I'étude, 127 souris Swiss males agées de 9 semaines libres de leurs
mouvements ont recu une injection unique en sous cutanée (10 mL/kg) soit du toxique NIMP (0.5
DL50 ou 0.9 DL50) soit d'une solution contrble. Les injections ont été effectuées par deux
manipulateurs, I'un chargé de distraire I'animal pendant que le second a l'aide d'une pince tendait
la peau de I'animal afin d'injecter la solution via une seringue de 1 mL. Une fois injecté I'animal était

isolé dans une cage.

Tout matériel de laboratoire ayant été en contact avec I'OP a été trempé dans la soude alcoolique

afin d'inactiver la molécule.

Pour chaque session d'intoxication, les souris ont été observées pendant une heure post-
intoxication afin de recenser les symptomes évocateurs et spécifiques d'une intoxication a I'OP
(signes cholinergiques). Le temps d'apparition des diverses manifestations cliniques a été
soigneusement noté pour avoir une fiche d’intoxication propre a chaque animal. Cela a permis
d'étudier par la suite la présence/absence des symptomes et leur délai d'apparition suivant la dose

du toxique. Puis les souris ont eu un suivi de leur état de santé jusqu'a 7 jours post-intoxication.



V. Imagerie TEP longitudinale au ['®FIDPA-714

1. Phase 1: Détermination d'une fenétre thérapeutique d'action

La mise en place d'une étude longitudinale en imagerie TEP au ['®F]DPA-714 permet de
suivre une évolution de la neuroinflammation au cours du temps et de déterminer l'impact d'une

intoxication au NIMP sur cette derniere (Figure 30).

Des examens TEP utilisant le ['8FIDPA-714 ont été effectués sur 51 souris Swiss intoxiquées
(n=27 en 0.5 DL50 ; n=24 en 0.9 DL50) et 20 souris contrbles. Un examen baseline a été fait pour
toutes les souris afin de déterminer I'expression basale de la TSPO. Puis, les souris ont été imagées
a différents temps post-intoxication (J1, J3, J7, J14,1M, 3M, 6M). Brievement, sous anesthésie via
Iisoflurane (2-2,5% dans de I'02), un cathéter a été posé au niveau de la veine caudale de I'animal.
Puis, les animaux anesthésiés ont été transférés sous un scanner microPET, le cerveau centré au
milieu du champ de vue de la caméra (Inveon, microPET ; résolution spatiale 1,6mm ; Siemens
Healthcare, Knoxville, TN, USA). Deés linjection par i.v du ['®F]DPA-714 (dose moyenne = 6,48 +/-
1,3MBq) une acquisition TEP dynamique 60 minutes a été réalisée sous anesthésie maintenue par

un masque facial (1,5-2 % d'isoflurane). Au total 227 examens TEP ont été réalisés au cours de cette

phase.
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Figure 30: Schéma chronologigue de 'étude longitudinale en imagerie TEP utilisant le ['8FIDPA-714
dans un modéle murin d’intoxication a un OP (NIMP).

Les images TEP dynamiques ont été reconstruites par l'algorithme 3D OSEM/MAP et
corrigées pour l'atténuation, les coincidences aléatoires et la diffusion. La taille du voxel était de

0,2 x 0,2 x 0,2 mm3. Les images TEP du cerveau ont été corrigées pour tenir compte de la



décroissance radioactive, de la dose injectée et du poids corporel. La distribution cérébrale du
['8FIDPA-714 a été exprimée en valeurs standard de captation, avec SUV= activité tissulaire
(KBg/cc)/[dose injectée (KBq)/poids corporel (g)]. Les images TEP ont ensuite été normalisées
spatialement par l'utilisation du template de souris ['®F]FDG (Mirrione et al, 2007) en utilisant le
logiciel Pmod (version 3.8, PMOD Technologies Ltd, Zurich, Suisse). Puis des régions cérébrales
d'intéréts ont été déterminées par l'utilisation de I'Atlas VOI Ma-Benveniste-Mirrione au total 15
régions (cortex, thalamus, cervelet, cerveau antérieur basal, hypothalamus, tronc cérébral, matiére
grise centrale, colliculi supérieur, bulbe olfactif, striatum, hippocampe, amygdale, mésencéphale,

colliculi inférieur, cerveau entier).

Pour chaque région cérébrale (cerveau total, hippocampe, cortex, cervelet) des 227 examens,
les AUC (Aire sous la courbe) ont été calculées et comparées. La représentation des résultats est
faite selon le pourcentage de changement comparé a la baseline ((AUC ¢-AUC paseline)/AUC baseline)-

Avec t les différents temps post-intoxication.

2. Phase 2 : traitement neuroprotecteur (Montelukast)

a. Dose de MK et administration

La deuxiéme phase consiste a étudier l'efficacité d'un traitement pharmacologique
neuroprotecteur, le MK un antagoniste des récepteurs leucotrienes sur des souris ayant recu des
doses asymptomatiques de NIMP (0.5 DL50). Le traitement associé au suivi en imagerie a été

réalisé sur un mois (Figure 31).

Afin de mener a bien cette deuxiéme phase, un examen TEP au ['®F]DPA-714 a été effectué en
baseline avant l'intoxication, puis 12 souris ont été intoxiquées avec 0.5 DL50 et 12 souris ont regu

une injection contréle de NaCl.

La définition de différents groupes expérimentaux a été nécessaire afin de mettre en évidence un
potentiel effet thérapeutique. Quatre groupes de souris (n=6 par groupe) ont été traitées par
gavage i) Ctrl-vehicle; ii) 0.5 DL50-vehicle; iii) Ctrl-MK; iv) 0.5 DL50-MK. La premiére dose a été recue
deux heures post-intoxication puis trois fois par semaine (Lundi, Mercredi, Vendredi) pendant un
mois soit avec une dose de 10mg/kg de MK (Montelukast sodium, Sigma Aldrich) ou une solution

contrdle (méme solvant que le médicament neuroprotecteur mais sans dose active).



Tous les jours de traitement, les solutions de gavage ont été fraichement préparées. La
poudre de MK a été pesée afin d'obtenir une solution stock de 3mg/mL dans 10% EtOH ajusté avec
du NaCl 0.9% (85). Une fois le traitement terminé, un deuxiéme examen TEP au ['®F]DPA-714 a été
réalisé. Les 48 examens résultants des acquisitions TEP ont été traités comme vu précédemment

(phase 1).
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Figure 31: Schéma récapitulatif du suivi en imagerie suite au traitement protecteur.

VI. Immunohistofluorescence

Pour confirmer les observations in vivo, a la fin de leur dernier examen TEP, les animaux
ont été anesthésiés profondément avec kétamine/xylazine (180 mg/kg kétamine + 10 mg/kg
xylazine i.p). La qualité de I'anesthésie a été vérifiée par la perte de reflexes nociceptifs testée par
le pincement des pattes. Puis la peau, la couche musculaire et la cage thoracique ont été
découpées en limitant les saighements. Aprés dégagement du péricarde, un microperfuseur a été
introduit dans le ventricule gauche jusqu’a la crosse aortique, l'oreillette droite a été sectionnée et
la perfusion a été réalisée avec 20 ml de sérum physiologique (91). Le cerveau a été ensuite prélevé
en vue d'études ex vivo. La perfusion élimine les protéines et d'autre molécules au sein des

vaisseaux sanguins qui pourraient augmenter des liaisons non-spécifiques lors des études ex vivo.

Des coupes de cerveaux de 20 ym ont été effectuées par le dispositif cryostat Leica

(CM30508).
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Puis des marquages en immunofluorescence ont été effectués pour déterminer l'origine
cellulaire (microglies/astrocytes ?) de I'expression et de la dynamique d'expression de TSPO au

cours du temps.

Les coupes ont été fixées 15 minutes dans du Paraformaldéhyde 4%, puis un lavage au
Phosphate Buffer Saline (PBS) a été effectué avant de bloquer 'action du PFA avec une solution de

NH4Cl (50mM) dans du PBS pendant 5min.

Un deuxieme lavage au PBS a eu lieu, suivi par une étape de saturation des sites non spécifiques

avec une solution de BSA 5% ; Tween 80, pendant 1h30.

L'anticorps primaire dirigé contre TSPO (EPR5384, sigma); cd11b (AbIN284101) et GFAP (AB4674)

dilué au 1/500 éme a été mis en contact avec les coupes pendant une heure.

Les anticorps secondaires AF488 goat anti-rabbit ; AF-546 goat anti-rat et AF647 goat anti-chicken

ont été incubés pendant une heure.

Analyse TEP :

Les AUC calculées par la méthode des trapézes des courbes cinétiques de la fixation du
radiotraceur exprimées en SUV des trois régions cérébrales (cerveau entier, cortex et hippocampe)
ont été comparées pour chaque groupe en utilisant un test one way ANOVA a effet-mixte avec
données appariées. Dans ce modéle, chaque temps post-intoxication a été comparé a la baseline
suite a l'utilisation de test post-hoc de Dunnett. Les résultats ont été présentés en pourcentage de

changement comparé a la baseline.

Pour la deuxiéme phase des ANOVA a deux facteurs avec mesure répétées ont été

effectuées sur les valeurs AUC.

Le pourcentage de variation des données AUC intra-groupe selon les temps a été calculé

(CV= (écart-type/moyenne) x 100



RESULTATS

Sur les 72 souris intoxiquées avec une dose de NIMP (42 en 0.5 DL50; 30 en 0.9 DL50) et
les 51 souris contrdles, une observation comportementale a été effectuée dés linjection et
pendant une heure pour recenser le pourcentage et le délai d'apparition de 18 symptémes

caractéristiques d’'une intoxication au NIMP.

A des doses sous létales de NIMP (0.5 DL50 et 0.9 DL50), les souris ont présenté une
symptomatologie commune notamment avec l'apparition de fasciculations (petits tremblements
involontaires des oreilles et de la peau) ; machouillement ; baillement ; chute du tonus musculaire
(CTM); dos vouté; head bobbing (mouvements amples de la téte synchronisés avec les
mouvements respiratoires) ; spasmes et queue en S. Dans au moins 60% des cas, I'intoxication a
provoqué chez les souris 0.5 DL50 I'apparition de fasciculations ; machouillement ; baillement et
dos vouté. Plus rarement les souris ont contracté d'autres symptomes tels que CTM; head
bobbing ; spasmes ; queue en S variant respectivement de 5% a 33% d'apparition. Les souris 0.9
DL50 quant a elle en plus de ces derniers ont présenté d'autres troubles comportementaux comme
des tremblements généralisés, des convulsions courtes, des crises convulsive, rigidité membres

antérieurs/postérieurs que 'on a retrouvé dans plus de 60% des cas (Figure 32).

Le délai d'apparition des symptémes a également été étudié et la majorité des symptémes

apparaissent dés les 30 premiéres minutes post-intoxication quel que soit le groupe.

A la vue des résultats, la symptomatologie suite a une intoxication a un OP, ici au NIMP,
suit un schéma d'apparition bien défini. Les symptdomes communs observables dans les deux
groupes sont parmi les premiers a faire leur apparition puis rapidement les autres modifications
comportementales plus graves spécifiques aux 0.9 DL50 sont observées entre 20 et 40 min post-

intoxication (Figure 33).

Pour confirmer limpact de lintoxication sur l'analyse comportementale des souris

contrdles ont aussi été observées, et aucun des symptomes n'a été relevé (résultats non montrés).
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Figure 32: Symptomatologie suite a I'intoxication avec le NIMP.
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Figure

33: Délai d’apparition des modifications comportementales selon la dose sous létale de NIMP

utilisée



. Suivi de I'évolution de la neuroinflammation apres une
intoxication au NIMP

1. Fixation du ["®FIDPA-714

Des calculs des coefficients de variation (CV) des données AUC de chaque groupe et aux
différents temps ont été effectué afin d'accéder a la dispersion relative des données autour de la
moyenne. Sur le cerveau entier, quel que soit le groupe le CV ne dépasse pas les 20% aux différents
temps. Au niveau du cortex, le CV est compris entre 10 et 21,4% dans le groupe 0.5 DL50, 13,4% et
23,4% pour le groupe 0.9 DL50 et enfin 10 et 19,7% pour le groupe contréle. Le CV varie de 8,8 a
22,5% pour la faible dose, de 15,4 a 21,1 pour la forte dose et de 10,3 a 21,1% pour les souris

contrbles (Figure 34).
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Figure 34: Coefficient de variation des AUC dans les différentes régions analysées et représenté pour
chaque groupe et aux différents temps post-intoxication.
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a. Suivi longitudinal avant traitement anti-inflalmmatoire

Les résultats de la fixation du radiotraceur ['8F]DPA-714 ont été exprimés en pourcentage

de changement comparé a la baseline jusqu'a six mois post-intoxication. Une quantification sur le

cerveau global a été effectuée, suite a une intoxication a une faible dose de NIMP (0.5 DL50) une

augmentation significative de la fixation du radiotraceur ['®F]DPA-714 est observée a trois mois et

a six mois post-exposition (p<0.05). Pour une forte dose de NIMP (0.9 DL50) une augmentation

significative de la fixation du radiotraceur est observée 6 mois post-intoxication (p<0.05) ainsi que

dans les animaux contréles (p<0.01) (Figure 35).
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Figure 35: Fixation du ["8F]DPA-714 sur cerveau entier au différents

temps post-exposition dans les

trois groupes d’intoxication : 0.5 DL50, 0.9 DL50 et contrdle (Ctrl).

Pourcentage de changement jusqu’a six mois post-intoxication comparé a la baseline dans les trois groupes
d'intoxication 0.5 DL50 (A), 0.9 DL50 (B) et les souris contrdles (C). Significativité (p<0.05 * ; p<0.01 *%*),
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La quantification de la fixation du ["®F]DPA-714 a été également analysée dans des zones
cérébrales souvent touchées par les OPs. Au niveau du cortex, une fixation significativement plus
importante apparait dés un mois post-intoxication et se poursuit jusqu’a six mois dans le groupe
0.5 DL50 (p<0.05). Dans le groupe de souris intoxiquées a 0.9 DL50 une différence significative est
observée uniquement a 6 mois post-intoxication (p<0.05). Pour les animaux contréle on observe
une augmentation de la fixation du radiotraceur dés trois mois (p<0.05) qui se retrouve également

a 6 mois (p<0.01) (Figure 36)
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Figure 36: Fixation du ['8F]DPA-714 au niveau du cortex

Pourcentage de changement jusqu'a six mois post-intoxication comparé a la baseline dans les trois groupes
d'intoxication 0.5 DL50 (A), 0.9 DL50 (B) et les souris contréles (C). Significativité (p<0.05 *; p<0.01 **),
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Dans I'hippocampe, une des autres régions souvent impactées par les OPs, la fixation de
ce radiotraceur a été également investiguée. Le méme profil d'augmentation significative qu'au
niveau du cortex se retrouve dans le groupe de souris intoxiquées a faible dose, avec une
augmentation dés le premier mois post-intoxication (p<0.05). Cette augmentation se confirme
jusqu’a six mois post-intoxication. Dans le groupe 0.9 DL50, une augmentation significative plus
tardive dés trois mois post-intoxication est observée (p<0.05) et se maintient également a six mois
(p<0.05). Le groupe contrble quant a lui présente une augmentation significative de la fixation du

radiotraceur a six mois au niveau de I'hippocampe (p<0.01) (Figure 37).
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Figure 37: Fixation du ['®F]DPA-714 au niveau de 'hippocampe

Pourcentage de changement jusqu’a six mois post-intoxication comparé a la baseline dans les trois groupes
d'intoxication 0.5 DL50 (A), 0.9 DL50 (B) et les souris contrdles (C). Significativité (p<0.05 * ; p<0.01 *%*),
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b. Apres traitement anti-inflammatoire

Un mois apres intoxication a 0.5 DL50 une augmentation significative de la fixation du
radiotraceur est observée au niveau du cortex pour les souris traitées avec la solution témoin
(vehicle ne contenant pas de MK) ainsi que pour les souris traitées avec le MK (Figure 38A). Au
niveau de I'hippocampe par contre, aucune augmentation significative n'a été observée aprés un
traitement au MK un mois post-intoxication (Figure 38B) Etonnamment, une augmentation de la
fixation du radiotraceur est retrouvée un mois post-injection de NaCl (intoxication contrdle) si les
souris ont été traitées avec la solution témoin quelle que soit la zone cérébrale (cortex et
hippocampe (Figure 38B, D). Aucune différence significative n'a été trouvée un mois aprées quand

les souris contrdles ont recues un traitement au MK (Figure 38B, D).
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Figure 38: Fixation du ['8F]DPA-714 aprés traitement anti-inflammatoire.

Aires sous la courbe (AUC) des cinétiques (temps-activité) de la fixation du radiotraceur ['®F]DPA-714 au niveau
corticale chez des souris intoxiquées au NIMP a une dose de 0.5 DL50 non traitées (VEH) ou traitées (MK) (A).
Fixation corticale du radiotraceur chez des souris contréles non traitées ou traitées avec un anti-

inflammatoire (B). En (C) et (D) fixation cette fois-ci au niveau hippocampique. Significativité (p<0.05 * ; p<0.01
*-k)_

. Analyse histologique

Afin de valider les données TEP et d'investiguer I'origine cellulaire de I'expression TSPO des

analyses immunofluorescentes ont été réalisées sur coupes de cerveau de souris intoxiquées.
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Visuellement, un marquage plus important microglial (marquage CD11b) est observé sur des
coupes cérébrales acquises en panorama dans le groupe a faible dose un mois post-intoxication
comparé aux groupes 0.9 DL50 et contr6le (Figure 39A). Une vue magnifiée au niveau de
I'hippocampe a permis de mettre en évidence que TSPO (vert) est colocalisée avec les microglies

(orange) et non pas avec les astrocytes (rouge).
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Figure 39: Immunofluorescence sur coupes cérébrales murines.

Coupes cérébrales représentatives du marquage CD11b (anticorps primaire AbIN284101) a un mois post-
intoxication selon les groupes (0.5 DL50; 0.9 DL50 et Ctrl) (A). Double marquage fluorescent utilisant les
anticorps primaires dirigés contre TSPO (EPR5384) ; cd11b (AbIN284101) et/ou GFAP (AB4674). Les anticorps
secondaires AF488 goat anti-rabbit (vert); AF-546 goat anti-rat (orange) et AF647 goat anti-chicken (rouge) ont
été utilisés pour révéler la présence des cibles des anticorps primaires TSPO, CD11b et GFAP respectivement.



DISCUSSION

Cette étude a permis d'investiguer pour la premiére fois ['évolution de la
neuroinflammation in vivo en utilisant I'imagerie TEP TSPO jusqu’a six mois post-intoxication

utilisant d’'un OP, le NIMP a des doses sous létales.

Les OPs sont les composés chimiques les plus toxiques jamais synthétisés. lls présentent
des risques importants et seulement certains laboratoires sont autorisés a les utiliser, notamment
dans des conditions de sécurité renforcée. Pour étudier leurs impacts et tester des stratégies
thérapeutiques certains analogues moins toxiques ont été synthétisés. Dans notre étude nous
avons utilisé le NIMP comme agent neurotoxique au vu de ses plus grandes similarités avec le sarin
comparativement au DFP. En effet, le DFP, un insecticide, est largement utilisé dans les recherches
sur les OPs car il présente des similarités structurelles et chimiques avec le sarin. Il est cependant
moins toxique étant donné qu'il ne phosphoryle pas I'AChE avec le méme fragment que le sarin
(91). En 2012, une équipe a travaillé sur le développement de nouveaux analogues plus proches
du sarin. Ces analogues sont capables de phosphoryler 'AChE de la mé&me maniére que l'agent
neurotoxique. Leur efficacité a inhiber les AChE a été testée sur des tissus de rats et en in vivo chez
cette méme espeéce. L'utilisation de doses sous |étales de NIMP a provoqué l'inhibition de 80% des
AChE cérébrales avec une inhibition maximale retrouvée a une heure post-exposition (89). Une
étude cinétique d'inhibition des AChE, a montré que le NIMP inhibe plus rapidement les enzymes
dans des homogénats de cerveaux rongeurs (rats/souris) que l'insecticide DFP. Le modéle murin
intoxiqué au NIMP a montré qu'a des doses sous létales dés 0.5 DL50, les activités des AchE
hippocampiques était fortement inhibées a 6h et 24h post-intoxication et qu'une activité normale
des AChE était retrouvée seulement a un mois post-exposition au NIMP (42). Cette nouvelle
génération de substituts non volatiles utilisables en laboratoire « classique » est prometteuse car
ces composés ont des capacités inhibitrices proches des agents neurotoxiques et sont plus stables

en solution que le DFP favorisant une utilisation sécuritaire en laboratoire (92).

Dans notre étude, le NIMP a été utilisé en sous cutanée a des doses sous létales (0.5 DL50
et 0.9 DL50). Dans la majorité des études utilisant des modeéles d'intoxication aux OPs avec
linstallation d'un statut épileptique de l'atropine est utilisé avant I'injection du neurotoxique pour
permettre d'augmenter le taux de survie des animaux (93). Aux doses sous létales utilisées dans
notre étude aucun prétraitement n'est requis ce qui permet d'étudier l'effet spécifique du toxique
seul sur la neuroinflammation. Nos résultats montrent l'apparition de divers symptomes

caractéristiques d'une intoxication aux OPs suite a linhibition des AChE par le NIMP. Ces



observations sur le court terme ont permis de valider les signes d'une intoxication cholinergique

précédemment décrite dans ce premier modele murin intoxiqué par le NIMP (42).

Les conséquences d'une exposition répétée a de faibles doses de neurotoxique sur les
fonctions cérébrales ont été investiguées. Un modéle rat exposé durant cing jours a de faibles
doses de DFP a été utilisé pour performer une batterie de tests comportementaux. Les rats ont
montré des signes de dépression, d'anxiété et des troubles mnésiques trois mois aprés
intoxication par le DFP (94). Une exposition répétée a de faibles doses de sarin chez les cochons
d’'Inde a également montré des troubles neurocomportementaux notamment une altération de la
démarche, des rythmes du sommeil altérés et des difficultés d'adaptation (95). Trés peu d'études
se sont intéressées aux conséquences neurologiques tardives suite a une exposition unique a des
doses sous létales. Dans le modéle murin NIMP, une perturbation des capacités mnésiques a court
terme a été observée un mois post-intoxication que ce soit dans le groupe a faible et a forte doses.
En effet, les performances exploratoires suite au test de reconnaissance d'objets ont été altérées

(42).

Ces résultats démontrent l'importance d'un diagnostic précoce des victimes exposées que
ce soit a de fortes ou de faibles doses de neurotoxique et suggerent le développement de thérapies

innovantes empéchant l'installation de troubles cognitifs sur le long terme.

De plus, diverses études ont montré l'implication de la neuroinflammation retrouvée lors
d'un statut épileptique dans la mise en place de troubles neurologiques (62). Bien qu'il n'y ait pas
encore de démonstration du lien direct entre la neuroinflammation et I'apparition de troubles
cognitifs suite a I'exposition d'un neurotoxique les études sur I'épilepsie montrant une synergie
néfaste de la neuroinflammation nous suggérent que notre modele peut subir les mémes effets
(61). De plus, des traitements diminuant linflammation suite a une exposition a des OPs ont

montré des effets bénéfiques sur le comportement (96).

L'imagerie TEP TSPO in vivo est utilisée pour accéder aux processus inflammatoires qui sont
mis en place dans diverses pathologies. Notre étude longitudinale sur 6 mois est la premiére
effectuée dans un modéle murin d'intoxication a des doses sous létales de neurotoxique. Nos
résultats suggerent que la réponse inflammatoire faisant suite a une intoxication a un OP est trés
dynamique. La premiere phase a consisté a suivre I'évolution de la neuroinflammation pour
déterminer une fenétre thérapeutique d'action. Nos résultats ont montré qu'une augmentation de
la fixation du radiotraceur ["®F]DPA-714 au niveau cortical et hippocampique était détectable un
mois aprés intoxication chez le groupe de souris intoxiquées a faible dose. Or aucune

augmentation n'a été observée dans le groupe a forte dose a un mois dans ces mémes régions



cérébrales. Une augmentation plus tardive a trois mois a été observée dans 'hippocampe de ce
groupe d'animaux. Au regard des régions cérébrales étudiées, la dynamique de la réponse
inflammatoire n'est pas la méme suivant les groupes d'intoxication. Les différences observées in
vivo dans la fixation du radiotraceur montrent bien que le profil inflammatoire suivant une
intoxication a un OP est dépendante de la région cérébrale, dont certaines sont plus sensibles aux
OPs que dautres. De plus, dans les groupes témoins une augmentation du radiotraceur est
également visible essentiellement a six mois. Ces résultats suggerent que le vieillissement est
probablement impliqué dans I'augmentation de la fixation du ['®F]DPA-714 a des temps tardifs. De
plus, l'utilisation du NIMP plutdt que le DFP dans le modéle murin établi par nos collaborateurs a
I''RBA rend nos résultats plus pertinents pour le suivi de la neuroinflammation en cas de
comparaison au neurotoxique initial le sarin. Le DFP et le NIMP sont tous les deux analogues du
sarin mais le NIMP présente une mécanistique plus proche des agents neurotoxiques. En effet,
une étude a montré que suivant le toxique utilisé sur un méme modele animal la réponse
inflammatoire était différente. Une neuroinflammation et une gliose plus importante ont été

observées aprés une intoxication au DFP comparativement au soman (97).

A ce jour, deux études précliniques en TEP ont utilisé des radiotraceurs ciblant TSPO le (R)-
[""CIPK11195 et le ["®F]PBR111 respectivement, pour évaluer la neuroinflammation dans des
modeles rats intoxiqués a des doses létales de DFP (62,63). La premiére étude a utilisé un
radiotraceur TSPO de 1ére génération alors que la deuxiéme a utilisé un de seconde génération.
Dans notre étude, l'utilisation du radiotraceur ["®F]DPA-714 de seconde génération a été envisagée
pour pallier les inconvénients que présente le (R)-['"C]PK11195. En effet, ce radiotraceur a une
fixation non spécifique assez importante résultant d’'un ratio signal sur bruit assez faible (98). Les
deux études précédentes ont utilisé la méme espéce animale (rat), la méme molécule (DFP) mais
des techniques d’administration du neurotoxique différentes. Flannery et ses collaborateurs ont
utilisé une injection intrapéritonéale de DFP a 9mg/kg alors qu'Hobson et ses collaborateurs ont
utilisé une injection sous cutanée a 4mg/kg. Quel que soit le protocole les rats ont développé
rapidement un état de mal épileptique. Chez les rats présentant des crises épileptiques de stade
modéré a sévere, une augmentation significative de la fixation du radiotraceur (R)-['""C]PK11195 a
été observée jusqu'a 21 jours post-intoxication (62). L'utilisation du ['®F]PBR111 dans un modéle
d'intoxication similaire a montré également une augmentation de la fixation de ce radiotraceur
jusqu’a 28 jours post-intoxication (63). Ce qui est important de préciser, c'est que ces modeéles
d'épilepsie induite par des OPs présentent une forte réponse inflammatoire qui est associée a la
sévérité des crises et pas seulement a I'action directe du toxique. Une étude en imagerie TEP sur

un modéle de rat épileptique non induite par des OPs a montré que la surexpression de TSPO était



associée dans un premier temps a I'épileptogénése au début de la maladie, puis elle était liée plus
tardivement a la fréquence des crises au cours de I'épilepsie chronique (99). Dans notre modele
murin, les doses sous létales ne provoquent pas de crises épileptiques pourtant une augmentation
de la neuroinflammation est observée a 1 mois post-intoxication dans le groupe a faible dose et
plus tardivement chez la forte dose. L'imagerie TEP utilisant le ['®F]DPA-714 peut donc étre utilisée
pour détecter une inflammation non focale induite par de faibles doses d’'OPs. En effet, les
radiotraceurs TSPO de seconde génération ont beaucoup été utilisé dans des modeles
dinflammation cérébrale focalisée et avec une élévation importante de la neuroinflammation
(AVC, épilepsie...). Dans notre étude d'inflammation cérébrale (non focalisée) générée par une
injection sous cutanée de NIMP, le ["®F]DPA-714 est capable de monitorer I'évolution de la
neuroinflammation. Les performances du ['8F]DPA-714 n'avaient pas fait leurs preuves dans un
modele d'intoxication modérée utilisant le lipopolysaccharide (LPS) (100). Néanmoins, pour la
premiére fois nous avons investigué la fixation d'un traceur TSPO au-dela du premier mois post-
intoxication. Les résultats obtenus avec le ['®FIDPA-714 suggérent que l'augmentation de
linflammation observée a six mois pourrait étre dd au vieillissement cérébral. Une augmentation
en lien avec 'age a déja été observée avec le radiotraceur TSPO ['"C]PBR28 chez le rat (101). Ce qui
semble étre en concordance avec une étude clinique qui a montré que la fixation d'un radiotraceur
['"CIJPBR28 ciblant TSPO était influencée par divers facteurs dont I'age, I'indice de masse corporelle

et le sexe. En effet, sa fixation a été corrélée positivement a I'age des participants (102).

L'utilisation des valeurs SUV est trés répandue en imagerie TEP que ce soit en clinique ou
préclinique (103). Nous avons décidé d'utiliser cette métrique car suite aux effets de l'intoxication
et a I'étude longitudinale les variations de poids étaient non négligeables chez les animaux (poids
de départ entre 35 et 40g, poids six mois : 55-60g). De plus, étant donné que la cible TSPO présente
des sites de fixations en périphérie, la distribution du radiotraceur peut étre influencée avec la
croissance tissulaire (104). Une région de référence présentant pas ou trés peu de protéines cibles
est souvent utilisée pour permettre de normaliser les données. Dans I'étude TEP d'un modeéle
d'intoxication au DFP chez le rat, les chercheurs ont proposé l'utilisation du cervelet comme région
de référence car aucune différence histologique n'avait été observée entre les groupes et les
différents temps post-intoxication pour la protéine TSPO (63). Nos données en imagerie in vivo ont
montré une augmentation significative du signal méme au niveau du cervelet a des temps tardifs
(données non affichées). Pour accéder a la variabilité de nos données SUV, des coefficients de
variation ont été calculés. Quel que soit le temps post-exposition du neurotoxique dans chaque
groupe le CV des AUC calculées a partir des cinétiques cérébrales en SUV ne dépassait pas 20%.

Ces résultats montrent la robustesse et la reproductibilité de notre approche d'imagerie TEP.



L'imagerie TEP TSPO n'est pas spécifique d’'un seul type cellulaire. Nous avons effectué des
triples marquages afin d'identifier l'origine cellulaire d'expression TSPO a un mois post-
intoxication. L'augmentation du signal TSPO in vivo observée dans notre modéle coincide avec une
activation microgliale et non astrocytaire. Lors de l'instauration d’'un état de mal épileptique une
activation a la fois microgliale et astrocytaire est observée avec un pic a sept jours suite a une
injection de DFP et persiste jusqu’a 21 jours post-intoxication (62). Dans un modele similaire chez
le rat, Hobson et ses collaborateurs ont également mis en évidence que 'augmentation du signal
TSPO in vivo de J3 a 28 était corrélé a la fois aux microglies et aux astrocytes (63). Dans le modeéle
murin utilisé dans notre étude, seules les microglies ont été identifiées comme participant au signal
TEP TSPO obtenu in vivo a un mois post-intoxication. Notre étude est la troisiéme a proposer une
correspondance histologique avec le signal TEP dans des modeéles d'intoxication aux OPs. Par
contre, les différences observées entre les études en histologie sur I'activation gliale contribuant
au signal TEP sont certainement d a la dose et a la nature du toxique utilisé. Nos données sont
validées par I'étude préalablement menée par nos collaborateurs (42). D'autres quantifications
seraient envisageables pour déterminer la participation des divers types cellulaires au signal TEP
a des temps plus tardifs comme trois mois et six mois. Notre étude histologique a permis
d'identifier un des types cellulaires a cibler lors d'une intoxication a des OPs pour appliquer des

thérapies.

L'imagerie TSPO nous a permis d'identifier une fenétre thérapeutique d'action avant le
premier mois post-intoxication. Elle est aussi trés utile pour suivre la réponse a des thérapies anti-
inflammatoires. Cette stratégie a été utilisée dans deux modeles épileptiques (rat et souris) suite a
un traitement faisant intervenir la minocycline qui est connue pour inhiber l'activation microgliale
mais aussi pour avoir des effets anti-inflammatoires directs ou indirects sur d'autres types
cellulaires comme les astrocytes. Une de ces deux études a permis de souligner les effets doses
du traitement sur l'atténuation du signal TEP TSPO in vivo (105). La majorité des études proposant
des thérapies anti-inflammatoires suite a une intoxication a des OPs a été effectuée sur des
modeles présentant un état de mal épileptique (74). Notre étude montre que suite a une
intoxication a faible dose et l'utilisation de la solution vehicle (NaCl/EtOH) pour le traitement, une
augmentation significative du signal TEP a un mois post-intoxication est observée comme nous
I'avons constaté en phase 1 au niveau du cortex et de I'hippocampe. Par contre, le traitement avec
le MK a atténué le signal TEP hippocampique a un mois post-traitement et donc, aucune différence
significative n'a été observée comparé a la baseline. Le MK antagoniste des récepteurs CysLT1 va
empécher ainsi la fixation des leucotrienes sur ces derniers, et va inhiber leurs action pro-

inflammatoire dans l'organisme (81). Cependant, une augmentation significative du signal TEP



cortical est encore retrouvée chez les souris intoxiquées malgré le traitement MK. Ces observations
suggerent que l'effet du MK serait différent selon les zones cérébrales. Inopinément, nous avons
constaté une augmentation significative du signal TEP un mois aprés traitement comparé a la
baseline chez les souris contréles (injection de NaCl en sous cutanée au lieu du NIMP) et traitées a
la solution vehicule. Un traitement MK chez ces animaux témoins ne montre plus de différence
significative entre la fixation du ['®FIDPA-714 a un mois comparé a la baseline. La validation de ces
résultats in vivo par analyse immunofluorescente est en cours. Une hypothése qui expliquerait ce
résultat inattendu serait que l'administration répétée d'éthanol présente dans la solution de
gavage participerait a une élévation du signal TEP TSPO. En effet, une augmentation de la fixation
du ['8FIDPA-714 a été montré suite a une exposition a l'alcool chez des babouins (106) ainsi que
des rats adolescents (107). Cette deuxieme phase a permis de mettre en évidence I'utilité de
'imagerie TEP TSPO pour suivre in vivo une thérapie anti-inflammatoire dans un modele

d'intoxication a un OP.

Cette étude a permis de suivre in vivo, grace a l'imagerie TEP au ['®F]DPA-714, la mise en
place de processus neuro-inflammatoires suite a une intoxication a des doses sous létales de

NIMP.
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FTUDE 2

Theérapie utilisant un inhibiteur réversible des
acétylcholinestérases, le Donépérzil, dans un
modele préclinique de la maladie d’Alzheimer




INTRODUCTION

La maladie d'Alzheimer (MA) est la maladie neurodégénérative du vieillissement la plus
répandue. De nos jours, elle touche environ 36 millions de personnes dans le monde et chaque
année 7 million de nouveaux cas sont déclarés (1). Cette maladie a été découverte en 1906, par le
psychiatre et neurologue allemand Alois Alzheimer. Il a été le premier a identifier des Iésions
cérébrales spécifiques responsables de l'apparition de symptémes cliniques. Ces observations ont
été possibles via I'étude du cas clinique de sa patiente Auguste Deter présentant de nombreux
troubles cognitifs jusqu’alors inexplicables. L'augmentation du nombre de patients atteints de la
maladie d'Alzheimer a donné lieu a un grand nombre de recherches axées sur le développement
de stratégies thérapeutiques visant a restaurer ou au moins a ralentir la progression du déclin
cognitif (2). L'évolution de la maladie reste « discréte » jusqu'a l'apparition des premiers signes
cliniques de déclin cognitif potentiellement évocateurs de cette derniére. Actuellement, le
diagnostic clinique est un diagnostic clinico-biologique alliant un examen neurologique et un bilan
neuropsychologique pour tester les fonctions cognitives (ex : Mini-Mental State Examination) d'une
part et la recherche de marqueur de la neurodégénérescence par IRM et de marqueurs
physiopathologiques par la ponction lombaire ou des examens en imagerie in vivo TEP. Cest alors
en se basant sur un faisceau d’'arguments et suite a I'élimination d’autres causes possibles que le
diagnostic est posé. Le diagnostic de certitude quant a lui s'effectue uniquement en postmortem
suite a une autopsie en procédant a des colorations/marquages histologiques des biomarqueurs

de la MA au niveau cérébral (3).

La MA repose sur un continuum regroupant une multitude de processus
physiopathologiques évoluant en paralléle (4). Elle peut se découper en trois grandes phases : la
phase préclinique ou asymptomatique, la phase prodromale (Mild Cognitive Impairments= MCl) et
la phase de démence. Durant la phase pré-symptomatique, aucuns déficits cognitifs ne sont
cliniqguement observables, les signes d'atrophie cérébrale a I''lRM ne sont pas détectables.
Cependant, I'accumulation de protéines déficientes (A, tau) et les processus neurodégénératifs
débutent et on retrouve des taux anormalement élevés au niveau du tissu cérébral détectable par
imagerie TEP in vivo. Cette phase peut durer plus d'une décennie. Au stade MCI, 'accumulation
protéique s'accentue et se propage et les premiers signes d'atrophie cérébrale a I''RM révélent les
processus de neurodégénérescence. Suite a ces processus pathologiques, les fonctions cognitives

sont impactées notamment les mécanismes mnésiques faisant appel a la mémoire épisodique. Au



stade de démence, on assiste a une exacerbation sévére de I'atrophie cérébrale et des troubles

cognitifs. Les patients perdent alors peu a peu leur indépendance.

La survenue de la maladie d'Alzheimer commence donc par I'apparition de biomarqueurs
indicateurs de changements cérébraux spécifiques (accumulation protéique) avant I'installation de

pertes neuronales responsables des déficiences neurologiques (Figure 40).

Abnormal = Beta-Amyloid related (CSF AB42; Amyloid PET)

=== Tau related (CSF pTau; tau PET)

=== Neurodegeneration (CSF tTau; FDG PET,
MRI atrophy)

= Cognition
w=== Clinical function

Normal il >
Cognitively normal MCI Dementia

Clinical disease stage

Figure 40: Continuum de la maladie d'Alzheimer. (Adapté de Grimmer et al, 2018)

La MA se décompose en trois grands stades (préclinique, MCl, et démence). La premiére phase consiste a la
mise en place de la pathologie via divers mécanismes pathologiques (accumulation protéiques) sans modifier
les fonctions cognitives des patients. Puis vient la phase Mild Cognitive Impairments (MCl) ou les patients
commencent a présenter des troubles cognitifs notamment mnésiques associés a une neurodégénérescence
cérébrale. Puis les patients peuvent basculer en phase de démence ou d'autres problemes cognitifs
apparaitront laissant place a une perte d’autonomie pour les activités de la vie quotidienne.

La mise en place des différents phénomeénes physiopathologiques observables dans la

maladie d'Alzheimer va étre abordé.
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. Une maladie multifactorielle : principaux phénomenes
physiopathologiques.

1. Atrophie cérébrale

L'étude de l'atrophie cérébrale au cours du vieillissement non pathologique permet de
mettre en lumiére des modifications anormales sous tendues par des pathologies comme la
maladie d'Alzheimer. Des études en imagerie structurelle utilisant I'lmagerie par Résonance
Magnétique (IRM) ont montré qu'une atrophie du volume cérébral total variant de 0.4 a 0.5% par
an est considéré comme normal par contre si cette perte est supérieure a 1% par an elle est alors
considérée comme anormale (5). Des changements au sein des volumes de matiere grise et de
matiere blanche sont également largement étudiés. La perte neuronale dans la maladie
d'Alzheimer suit une progression stéréotypée avec une atteinte précoce et progressive des régions
temporales antéro-internes comme le cortex entorhinal, 'amygdale et I'hippocampe. Ce sont des
régions clés pour évaluer l'atrophie cérébrale dans la maladie d'Alzheimer. L'atrophie
hippocampique plus spécifiquement est un marqueur dans la progression de la maladie. En effet,
une classification visuelle des stades d'atrophie du lobe temporal médian (ATM) a été mis en place
dés les années 1990 et a été corrélée aux scores obtenus pour les tests mnésiques (6). L'échelle de
Schletens utilisée permet de définir 4 grades allant de I'absence d'atrophie a une atrophie sévere

de I'hippocampe (Figure 41).

Figure 41: Stades de Schletens pour I'atrophie hippocampique. (D’apres Meike et al, 2012).

Images coronales de I'hippocampe, pondérées en T1, pour les stades 0 a 4 de I'échelle d'évaluation de I'ATM.
Elargissement progressif de la fissure choroide (a partir du stade 1) et de la corne temporale (a partir du stade
2) ainsi que la perte de volume du corps de I'hippocampe (stades 3 et 4).

Puis la dégénérescence neuronale s'étend progressivement aux régions corticales
temporales, pariétales et frontales soulignant des stades plus avancés de la MA. Ce type de
progression est la plus commune, cependant depuis, des études morphométriques sur des
données IRM ont permis de déterminer différents sous-types d'atrophies démontrant

I'nétérogénéité de la MA (7).
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La neurodégénérescence observable serait attribuée a la mise en place de mécanismes
pathologiques a I'échelle cellulaire. Je vais détailler ces phénomeéenes pathologiques

caractéristiques de la MA.

2. Accumulation de protéines mal conformées

Cette maladie neurodégénérative, sous-tendant certaines démences, est considérée
comme étant une «protéinopathie » suite a une accumulation pathologique de protéines

déficientes dans le cerveau (8).

a. Les plaques amyloides

Un des événements majeurs de la pathologie est I'accumulation d'une protéine mal
conformée au sein du systéme nerveux central : le peptide AB. L'identification de ce peptide de 39
a 43 acides aminés (4 kDa) a été effectuée en 1980 via la purification de dépdts amyloides
microvasculaires obtenus au niveau des méninges de patients Alzheimer (9). Aprés cette
découverte, une étude a également confirmé que ce peptide était 'un des principaux composant

des plaques amyloides retrouvées au niveau de cortex de patients (10).

Ce peptide est généré suite a une endoprotéolyse de la protéine transmembranaire
nommée APP (Amyloid precurseur protein). Le clivage de I'APP en différents fragments est effectué
par un groupe d'enzymes nommeées a- ; - ; et y-secrétases. Le processus de clivage de I'APP peut
étre divisé en deux grandes voies: la voie non-amyloidogénique et la voie amyloidogénique

(Figure 42).
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Figure 42: Clivage de |a protéine précurseur de I'amyloide (APP)

L'APP est situé au niveau des membranes plasmatiques des cellules. En conditions physiologiques, cette
protéine va étre clivée par une enzyme l'a-secrétase au niveau de la séquence du peptide AB (en violet ici)
rendant alors impossible son accumulation dans le milieu extra-cellulaire. Par contre, d'autres enzymes
comme la B-secrétase et le complexe enzymatique y-secrétase peuvent également cliver I'APP et libérer le
fragment AP dans le milieu extracellulaire provoquant ainsi son accumulation qui sera néfaste pour le
systéme nerveux.

L'a-secrétase va cliver 'APP a l'intérieur de la région AB rendant impossible la formation du
peptide, on parle alors de voie non-amyloidogénique. La voie amyloidogénique assurée par 'action
de la B-secrétase et du complexe enzymatique y-secrétase (composé de la préséniline 1 (PS1) ou 2
(PS2), la nicastrine, APH-1 (anterior pharynx-defective 1) et de la PEN-2 (presenilin enhancer-2) est
a l'origine de la production du peptide AB (11). Cet enchainement de réactions enzymatiques
génere alors I'accumulation dans le milieu extracellulaire de différents fragments de I'APP (AB35;
AB40 et AP42) sous formes monomériques solubles. Une fois reldchées dans le milieu

extracellulaire, ces protéines vont subir des modifications de leur conformation secondaire
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permettant d'enclencher le processus d'agrégation protéique communément appelé la cascade
d'agrégation amyloide. Les structures secondaires de ces monomeéres a |'état natif sont constituées
jusqu’a 70% d'hélice a. Suite a leurs interactions avec les molécules présentes dans le milieu
extracellulaire, les monomeéres vont s'enrichir en feuillets B modifiant ainsi leur conformation. Les
monomeres mal conformés vont s'attacher entre eux pour former des intermédiaires solubles
oligomériques en conformation feuillets B. Puis l'agglomération des oligoméres solubles va
engendrer la création de protofibrilles menant ensuite au dernier stade qui est la formation des
fibrilles amyloides insolubles composées essentiellement de feuillets B (12). Les fibrilles amyloides
sont formées de structures cross-p caractéristiques, dans lesquelles les feuillets B multicouches

forment des brins perpendiculaires a I'axe de la fibrille forment ainsi le noyau amyloide (13).

Ce type de cascade d'agrégation n'est pas spécifique a la maladie d’Alzheimer. En effet,
d'autres protéinopathies comme la maladie de Parkinson ou les maladies a prions présentent une
accumulation de protéines spécifiques (a-synucléine ou PrP respectivement) suivant le méme

schéma d'agglomération (Figure 43).

Fibrille

B — —  ——
—_ -—  —

Monomére Monomere mal Oligomeére

natif conformé Protofibrille

Figure 43: Schéma du processus d’agrégation des protéines formant les fibrilles.

Les premiéres découvertes sur les mécanismes pathologiques de la maladie d'Alzheimer
et I'nypothése de la cascade amyloide placaient les fibrilles amyloides suite a I'agrégation du
peptide AB dans le milieu extracellulaire comme étant les formes conformationnelles les plus
cytotoxiques. En effet, les fibrilles d’AB étaient tenu responsable de la neurodégénérescence
observée (14). Cependant, aucune corrélation n‘avait été trouvée entre la charge amyloide et le

déclin cognitif (15).
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Dés lors la découverte de la mécanistique du processus d'agrégation des monomeres d'Af3
a permis de repositionner les fibrilles comme étant les espéces chimiques les plus stables et les
moins « toxiques » en les considérant comme inertes comparées aux états oligomériques du
peptide AB. La toxicité cellulaire serait en partie engendrée par les espéces AB oligomériques
solubles (16). En effet, des études biochimiques ont montrées que les niveaux de I'ApB soluble
étaient corrélés a la présence et aux degrés des déficits cognitifs observés (17,18). Les oligomeres
seraient responsables de modifications séveres et permanentes de la fonction synaptique et

provoqueraient des morts neuronales (19).

L'évolution de la dynamique des dépbts amyloides (fibrilles) a travers le SNC a pu étre
établie grace a des analyses post mortem de cerveaux de patients Alzheimer. Des marquages
immunohistochimiques sur toutes les régions cérébrales y compris celles du tronc cérébral ont
permis de déterminer des stades de propagation du peptide AB. Cing phases ont été caractérisées
regroupées sous la dénomination les stades de Thal (20). En phase 1, les dépbts amyloides sont
exclusivement retrouvés au niveau du néocortex. Puis, ils commencent a envahir d'autres zones
cérébrales comme l'allocortex comprenant I'hippocampe en phase 2. Au cours de la troisiéme
phase, les noyaux diencéphaliques, les noyaux cholinergiques et le striatum sont atteints. En phase
4, le peptide AB s'agrége dans d'autres noyaux du tronc cérébral. En ce qui concerne la derniére

phase, le cervelet sera la derniére région a étre touchée par la pathologie amyloide (Figure 44).



Figure 44: Propagation des dépbts amyloides selon les stades de Thal (D’apres Thal et al, 2002).

Phases de I'amyloidose. La phase 1 est caractérisée par des dépots amyloides (A) exclusivement néocorticaux
(Néocortex : noir). La phase 2 montre des dépobts A allocorticaux supplémentaires (fleches rouges), phase 3
des dépots A supplémentaires dans les noyaux diencéphaliques (fleches rouges) et le striatum (non montré),
phase 4 : dépbts supplémentaires de A dans des noyaux distincts du tronc cérébral (substance noire, noyau
rouge, gris central, collicule supérieur et inférieur, etc. et inférieur, noyau olivaire inférieur et zone réticulaire
intermédiaire) (fleches rouges), et la phase 5 dans le cervelet et des noyaux supplémentaires du tronc cérébral
(noyaux pontins, locus coeruleus, noyaux parabrachial, noyau réticulo-tegmental, noyau tegmental dorsal et
noyaux du raphé) (fleches rouges).

b. Les dégénérescences neurofibrillaires

La maladie s'accompagne également d'un processus d'agrégation intra-cellulaire nommé
dégénérescences neurofibrillaires (NFTs). Cest dans les années 1980 que la protéine responsable
de ces agrégats a pu étre identifiée sous le nom de protéine Tau. Cette protéine a été localisée au
niveau du cytosquelette des neurones (21). Elle fait partie de la famille des MAP (Microtubule
Associated Protein). Sa séquence d'acides aminés est composée de motifs d'aa répétés noté R. |l
existe deux variants de la protéine tau, les protéines constituées de 3 motifs R (3R) et celles qui en
comportent 4 (4R). Son association aux microtubules est permise grace aux motifs R qui servent
de points d'ancrage. Son réle principal est de permettre I'assemblage des microtubules ainsi que
de maintenir leur stabilité (22). Cette protéine permet d'assurer ainsi le bon fonctionnement du
transport axonal dépendant de la cyto-architecture neuronale. En conditions physiologiques, cette
protéine subit des modifications post-traductionnelles de maturation comme la phosphorylation
de certains sites d'acides aminés. Cependant, une hyperphosphorylation de cette protéine est

retrouvée sur certains épitopes considérés comme pathologiques dans le cadre de la MA (23). Le



processus d'hyperphosphorylation de cette protéine va diminuer voire entrainer une perte de son
affinité envers les microtubules menant ainsi a une perturbation de la stabilité de ces derniers (24).
Ces événements de phosphorylation assurés par des kinases serait également précurseur de
I'agrégation des protéines tau suite a la modification de leur conformation. A Iimage de la cascade
amyloide, les protéines tau hyperphosphorylées vont s'attacher les unes aux autres afin de former
in fine les dégénérescences neurofibrillaires. Les NFTs sont principalement constitués de faisceaux
de filaments hélicoidaux appariés (PHF) semblables a deux rubans torsadés avec un espacement
entre les croisements d'environ 80 nm et d'une largeur comprise entre 10 et 30 nm (Figure 45)

(25).

Maladie d'Alzheimer
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T
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ﬁd;oﬁ"od
PHF

Les protéines tau ayant des motifs 4R ici (en rouge) vont s'ancrer au niveau des microtubules en conditions

Figure 45: Processus d’agrégation de la protéine tau.

physiologiques pour maintenir leur stabilité. Dans la MA, la phosphorylation de certains sites (ronds violets)
va provoquer un décrochage des protéines tau sur les microtubules augmentant ainsi les protéines tau
hyperphosphorylées dans le milieu intracellulaire. Les monomeres solubles vont alors s'attacher entre eux
pour former des oligomeéres puis des filaments hélicoidaux (PHF) avant d'obtenir la derniére forme
d'agrégation les NFTSs.

Le désassemblage des microtubules d0 a la phosphorylation des protéines tau
accompagné de la présence dobstacles physiques tels que les oligomeéres entrainent un
déréglement du systéme de transport assuré au sein du neurone menant a des

dysfonctionnements cellulaires responsables de la mort neuronale.

La dissémination des dégénérescences neurofibrillaires suit également un schéma
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prototypique caractéristique établi par Braak (26). Le systeme de classification propose six stades
de progression de la MA. A des stades précoces (I-1l), les agrégats sont présents au niveau de la
région trans-entorhinale et de la formation hippocampique. Puis, ils commencent a s'accumuler au
niveau du néocortex temporal, pariétal et frontal aux stades Ill et IV. Les dernieres régions
cérébrales touchées sont les aires sensorielles et motrices primaires du néocortex aux stades V et
VI (Figure 46). Contrairement aux plaques amyloides, la présence et le taux de NFT au niveau de
certaines régions cérébrales correlent avec les dysfonctionnements cognitifs observables chez les
patients MA (27). En paralléle de ces dépbts de NFTs, les désordres cognitifs cliniquement observés
commencent par une altération de la mémoire des événements récents et une légére perturbation
de lorientation spatiale chez le sujet tout en préservant un fonctionnement cognitif général
acceptable sans impact majeur dans la vie quotidienne (28). Aux stades intermédiaires, divers
troubles font leur apparition comme une altération plus problématique de la mémaoire suite a une
difficulté a trouver ces mots, une désorientation dans lespace-temps, des troubles de la
concentration, de la compréhension et de la conceptualisation (29). Aux derniers stades de

propagation, le patient a des problémes perceptifs et moteurs (30).

Figure 46: Schéma de la propagation des dégénérescences neurofibrillaires. (Adapté de Braak et al
2013) (31)

Nuances de couleur : stades 1a et 1b du prétangle cortical et stades I-Il de la NFT (rouge foncé), stades IlI-IV
des NFTs (rouge clair) et stades V-VI des NFTs (rose). Les dessins montrent la progression systématique du
processus pathologique a partir des régions trans-entorhinales et entorhinales (stades I-Il des NFTs) aux aires
d'association néocorticales de haut niveau (stades Ill-IV des NFTs) et, enfin, aux aires secondaires et primaires
du néocortex (stades V-VI des NFTs).

L'étude de la propagation stéréotypée des deux marqueurs typiques de la maladie
d'’Alzheimer, par Thal pour les plaques amyloides et par Braak pour les dégénérescences

neurofibrillaires a permis 'émergence d'une hypothése scientifique récente : 'hypothése prion.
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c. L'hypothese prion

Des études ont montré que les deux protéines (AB et tau) retrouvées dans la MA était
capable de se propager a travers le systéeme nerveux central selon un mécanisme de transmission

proche de la protéine prion (PrP) responsable de la maladie de Creutzfeldt Jacob (32).

En effet, ces deux protéines partagent des propriétés proches de la PrP notamment la
présence lors du processus d'agrégation de formes intermédiaires mal repliées et riches en
feuillets B. Ces formes intermédiaires d'AP et tau seraient alors capable de s'autopropager et
d'imposer leur conformation aux protéines natives enclenchant ainsi leur agglomération. Une
étude a mis en évidence que l'injection dhomogénats de cerveaux humains chez des marmosets
sains a entrainé l'apparition de plaques amyloides des mois apres l'injection mis en évidence en
post-mortem (33). Depuis de nombreuses études se sont intéressées au mécanisme de
propagation (34). Ce phénomeéne se base sur le processus de nucléation dite secondaire. En effet,
les différents stades d’agglomération protéiques sont trés dynamiques. La nucléation primaire est
caractérisée par le passage du stade monomérique au premier fragment fibrillaire. Cette phase
est assez lente a se mettre en place. Cependant, durant la phase d'élongation des fibrilles, une
fragmentation peut avoir lieu générant ainsi des formes intermédiaires protofibrillaires ou
oligomériques agissant comme des « souches » et facilitant la genése d'autres formes fibrillaires
d'AB et tau (Figure 47). Ce phénomeéne de nucléation secondaire permet ainsi d'augmenter la

vitesse de formation et de propagation des formes protéiques responsables de la MA (35,36).
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Figure 47: Phénomeéne de nucléation dans les protéinopathies (D’apres Jucker et al 2013)

Lors du processus d'agrégation, en phase d'élongation un phénomeéne de nucléation secondaire se met en
place fractionnant ainsi des formes protofibrillaires ou oligomériques pour former des assemblages
protéiques plus petits solubles agissant comme des souches pour la genése d'autres formes fibrillaires.
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3. Atteinte du systeme cholinergique

Le systeme cholinergique a été étudié trés tot dans le cadre de la MA. En effet, diverses
études ont démontré une atteinte précoce des voies cholinergiques chez les patients Alzheimer.
Parmi les découvertes scientifiques, trois d'entre elles ont contribué a donner naissance a
I'hypothése cholinergique, positionnant cette derniére comme un élément clé dans la pathologie
de la maladie d’Alzheimer. En effet, la sensibilité du systéme cholinergique a la toxicité amyloide et
tau entraine une altération bien caractérisée des neurones cholinergiques dans le noyau basal
magnocellulaire, ou noyau de Meynert chez 'Homme (37,38). Pour appuyer ces observations, une
étude a récemment montré que la dégénérescence précoce de ces noyaux serait die en partie a
linstauration de la pathologie tau. Les taux anormaux de protéines tau hyperphosphorylées
retrouvées dans le liquide céphalo rachidien seraient corrélés a une diminution bilatérale du

volume des noyaux cholinergiques situés au niveau du tronc cérébral (39).

Dés les années 1970, une équipe a souligné une diminution de l'activité enzymatique de la
ChAT, marqueur présynaptique cholinergique a l'origine de la synthése d'acétylcholine au niveau
du cortex cérébral, lieu de projections cholinergiques du noyau de Meynert (40). Chez les patients
déments, une baisse significative de l'activité de cette enzyme a été montrée avec 'augmentation
du nombre de plaques amyloides. Dans cette méme étude la diminution de son activité a été
corrélée aux troubles intellectuels mesurés par des tests mnésiques (41). De plus, des observations
cognitives suite a l'utilisation d'un antagoniste des récepteurs cholinergiques (scopolamine) chez
des sujets sains soulignent une perturbation des aptitudes mnésiques semblables a des patients

ageés (42).

Avec ces découvertes un dysfonctionnement précoce de la neurotransmission synaptique
cholinergique a été proposé comme un marqueur clé dans la MA. Dés lors, dintenses
investigations ont été menées afin d'évaluer les modifications du systéme cholinergique ainsi que
les causes de son dysfonctionnement. Malgré une perte évidente des voies cholinergiques sous-
tendant une perturbation cérébrale notamment des fonctions mnésiques, des modifications plus
subtiles ont pu étre observées. Un changement de lI'expression des récepteurs cholinergiques
nicotiniques ou muscariniques est observée qu'ils soient situés en pré ou post-synaptique (43,44).
Une étude a été menée sur les marqueurs pré-synaptique (enzyme ChAT) et post-synaptiques
(récepteurs muscariniques) chez 87 sujets atteints ou non de pathologie amyloide. Les résultats

montrent que ces deux marqueurs sont significativement diminués chez les sujets agés non



déments présentant des plaques amyloides et que cette diminution est plus prononcée chez les

sujets atteints de MA (45).

L'interaction étroite entre la pathologie amyloide, tau et le systéme cholinergique entraine
un dysfonctionnement de la communication neuronale cholinergique qui est cependant

indispensable pour le maintien de certaines fonctions cognitives mnésiques.

Pour contrecarrer les effets néfastes observables sur le systéeme cholinergique, des
approches non fondées sur la mécanistique des processus ont été envisagées par les cliniciens
pour limiter le déclin cognitif. Cela inclut la prescription d'inhibiteurs de l'acétylcholinestérase
(AChE) tels que le Donépézil qui est indiqué pour le traitement symptomatique de la MA légére a
modérée (46). L'inhibition spécifique et réversible de I'AChE par le Donépézil retarde I'hydrolyse de
I'acétylcholine et maintient les niveaux d'acétylcholine dans la fente synaptique. Le Donépézil peut
donc aider a compenser la perte de neurones cholinergiques fonctionnels observée chez les
patients atteints de la MA. Au stade préclinique, les tests comportementaux ont clairement montré
I'effet positif du Donépézil sur les performances cognitives. Cependant, chez les patients, I'impact
positif du Donépézil sur la fonction cognitive est difficile a évaluer et semble étre modeste. Depuis
plusieurs années, la HAS (Haute autorité de santé) a autorisé ces thérapies afin d'améliorer en
premiéres intentions les symptémes cognitifs des patients atteints de la MA. Depuis 2018, 'HAS a
décidé le déremboursement de ces thérapies en France considérant que les bénéfices d'une telle
thérapie sont insuffisants comparés aux effets secondaires que cela peut engendrer. Alors qu'il
n'existe pour I'neure aucune thérapie curative de la maladie d'Alzheimer, l'efficacité clinique des
traitements pharmacologiques ciblant directement le fonctionnement du systéme nerveux central
sont remis en cause. Des méthodes sont donc nécessaires pour évaluer I'impact du Donépézil sur

la fonction cérébrale des patients atteints de la MA.

Les troubles d'apprentissage et de mémoire associés a la dégénérescence du systeme
cholinergique ont été confirmés chez des souris ayant recu une injection intracérébroventriculaire
(i.c.v) du peptide AP2s3s confirmant ainsi I'implication de la toxicité amyloide sur le systeme

cholinergique (47).

En utilisant ce modéle, Meunier et ses collegues ont montré que le Donépézil est capable
d'atténuer les déficits de mémoire tout en protégeant contre la toxicité induite par le peptide ARBzs.
35 (48). Cependant, le lien entre la perte cognitive induite par la toxicité intrinséque du peptide ABs.
35, la formation de plaques séniles et la diminution régionale des fonctions cérébrales reste a

étudier en tant que déterminants moléculaires de I'impact positif du Donépézil.



La compréhension croissante de I'étiologie complexe et multifactorielle de la MA a conduit
au développement de stratégies basées sur des mécanismes ciblant les plaques de béta-amyloide
(AB), les dépbts de protéine Tau, la fonction de 'apolipoprotéine-E (ApoE), la neuroprotection ou la
neuroinflammation (49). La plupart des modéles animaux de la MA ont été développés pour
récapituler ces lésions histopathologiques clés in vivo (50). lls offrent des outils inestimables pour

tester l'efficacité préclinique des traitements de la MA.

Dans ce cadre, la preuve de concept mécanique et le transfert clinique peuvent étre réalisés
grace a la disponibilité de techniques d'imagerie translationnelle utilisant les biomarqueurs

correspondants (51).

1. Pour un suivi de I'évolution de la maladie

a. Imagerie TEP du métabolisme cérébral du glucose

Le dérivé fluoré du glucose, le 2-désoxy-2-['8F]fluoro-D-glucose (['8F]FDG), est largement
utilisé pour estimer la consommation de glucose dans les régions du cerveau associées a l'activité
neuronale dans de nombreuses conditions pathophysiologiques (52). Il est utilisé pour mesurer
indirectement I'activité synaptique nécessitant une importante dépense énergétique. Dans la MA,
un hypométabolisme du glucose est observé des années avant l'apparition des symptémes
cognitifs (Figure 48) (53). En 2018, les nouveaux critéres diagnostiques de la MA incluent le ['8F]FDG
comme biomarqueur de neurodégénérescence (54). De plus, le diagnostic de la MA via l'utilisation
de la TEP FDG atteint une sensibilité de 94 % et une spécificité de 73 % par rapport a
I'histopathologie (55). Le pouvoir prédictif de ce biomarqueur est utilisé en clinique pour prédire
I'apparition de troubles cognitifs chez des sujets sains ou le passage des patients MCl dans le stade

de démence (56,57).
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Figure 48: TEP au ['8F]FDG chez des sujets sain, suspecté ou avec une MA avancée (D’aprés Rice

et al, 2017) (58)

(A) TEP FDG d'un sujet sans troubles cognitifs, (B) d'un patient suspecté d'étre atteint de la maladie
d'Alzheimer précoce (C) et d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer avancée. Le sujet sain présente un
schéma de distribution du FDG cortical dans la substance grise, les ganglions de la base et les thalamis. Le
patient suspecté de MA présente une réduction évidente du métabolisme du glucose dans la région pariétale
(plus prononcée) et, secondairement, dans la région frontotemporale et les ganglions de la base. Le taux
régional cérébral du glucose est gravement altéré chez le patient atteint de la maladie d'Alzheimer avancée,
avec une activité résiduelle du traceur sur les thalamis et les ganglions de la base.

b. Imagerie TEP des agrégats protéiques

Des radiopharmaceutiques ont été développés en imagerie TEP pour permettre la
visualisation de maniére non invasive in vivo des différents biomarqueurs de la maladie
d’Alzheimer. Ces radiotraceurs sont capables de suivre in vivo 'envahissement progressif cérébral
des biomarqueurs protéiques de la MA (A3 et tau). En effet, les résultats obtenus in vivo coincident
avec la progression de la pathologie amyloide et tau caractérisées par des analyses post-mortem

de tissus cérébraux des décennies auparavant par Thal et Braak respectivement (59,60).

Un des premiers radiotraceurs a avoir été développé pour cibler I'AB a été le [N-methyl-
11C]-2-(4-methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole  ([''C]-PiB), = communément  appelé
Pittsburgh Compound B (PIB). C'est un dérivé de la Thioflavine-T utilisé depuis des décennies pour
marquer les plagues amyloides en post-mortem via des marquages histologiques. Klunk et ses
collaborateurs ont été les premiers a tester ce composé chez 'homme en 2004. Le groupe d'étude
a comporté des patients Alzheimer et des contréles (jeunes et agés), ils ont mis en évidence chez
les patients une rétention importante du ['"C]-PiB dans les aires associatives du cortex connues
pour étre impliquées dans la pathologie amyloide (cortex frontal, pariétal, temporal et occipital).

lIs ont également montré qu'une faible fixation était observée dans des zones assez préservées de



la pathologie comme le tronc cérébral et le cervelet. Aucune différence n'a été observée au niveau
cortical entre les sujets sains jeunes et agés (61). Ces observations confirment qu'il y a une fixation
spécifique de ce composant chez les personnes atteints de la MA. Une autre étude appuie ces
conclusions en utilisant des méthodes de modélisation pharmacocinétique (Figure 49) (62).
Depuis, d'autres ligands marqués cette fois-ci au fluor 18 ont été développés comme le
['8F]Florbetapir (['8F]AV45) et le ['8F]Florbetaben. Une étude clinique, a montré que la sensibilité et
la spécificité de l'imagerie TEP au ['®F]Florbetapir pour la détection des plaques modérées a
fréquentes étaient de 92 % et de 100 % respectivement (63). Des études récentes ont démontré
une corrélation entre l'imagerie TEP in vivo utilisant des ligands se fixant aux plaques amyloides et

les observations post-mortem de la charge amyloide (64).

La limitation de ces radiotraceurs est qu'ils se fixent uniqguement aux formes matures c'est
a dire aux formes fibrillaires insolubles d’AB (les plaques amyloides). En effet, ce sont des molécules
assez planaires pouvant se fixer au niveau de gros assemblages protéiques organisés en feuillet 3.
Toutes les formes oligomériques solubles considérées comme les formes les plus toxiques de nos

jours ne peuvent donc pas (ou pas encore) étre imagées in vivo.
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Figure 49: Fixation cérébrale du ["'C]-PiB.(D’aprés Price et al, 2005).

Exemples du composé B de Pittsburgh (PIB). Images Logan d'un témoin (C-5), d'une déficience cognitive légere
(MCI-2) cognitif leger (MCI) (MCI-2), un MCl de type AD (MCI-4) et d'un sujet AD (AD-1) présentant la plus forte
rétention de PIB. Les images ont été générées a partir des données du plasma artériel et d'une analyse de 90
minutes. Les images DVR reflétent une plus grande liaison du PIB dans de nombreuses zones corticales du
sujet AD et du sujet MCI. Des valeurs DVR similaires ont été mesurées dans le cervelet dans tous les groupes
de sujets (62).



Dans les années 2000, seule I'imagerie TEP-amyloide était accessible pour étudier un des
marqueurs protéiques de la MA. Les études TEP menées a cette période ne prenaient donc pas en

compte I'impact de la pathologie tau sur la cognition et la neurodégénérescence.

Plus récemment, le développement des radiotraceurs ciblant cette fois-ci la protéine tau
est en pleine expansion. De nombreux radiotraceurs ont été développés, parmi eux, des
radiotraceurs fluorés comme le flortaucipir (AV-1451), le THK5351, THK5317 sont actuellement
utilisés et d'autres ligands de seconde génération sont en cours de développement (65). Ces
radiotraceurs se fixent spécifiquement aux motifs répétés 3R ou 4R retrouvés sur la protéine tau
(66). L'utilisation du ['®F]flortaucipir a démontré que sa distribution cérébrale était un marqueur
de la neurodégénérescence et des symptdmes cliniques observés (67). L'imagerie TEP tau assurée
par ces ligands serait un bon moyen de prédire le déclin cognitif des patients comparé aux autres

biomarqueurs de la MA (68).

1 Baseline PET scan

iB | Follow-up PET scan

Figure 50: Images cérébrales TEP utilisant le ['8F]Flortaucipir (D’aprés Smith et al, 2019)

A, images SUVR de la TEP acquise 32 mois avant le déces du patient. B, images SUVR de la TEP de suivi
réalisée 12 mois avant le décés du patient.



L'imagerie TEP est primordiale pour la mise en place d'études longitudinales permettant
de suivre |'évolution de l'accumulation de ces protéines in vivo sous-tendant la progression de la

pathologie Alzheimer (Figure 50) (69).

C. Imagerie TEP du systeme cholinergique

Le systéme cholinergique grandement impliqué dans la pathologie Alzheimer peut
également étre investigué in vivo via la production de radiotraceurs spécifiques. Le N-
['"CImethylpiperidyl propionate (['"CIPMP) initialement développé permet d'évaluer l'activité des
acetylcholinesterases. En effet, une grande accumulation de ce dernier est observée au niveau des
zones cérébrales (striatum, cortex) connues pour avoir une importante activité des AchE (70). Ce
radiotraceur est hydrolisé par les AChE avec une spécificité de 95%. Il a été utilisé pour investiguer
de maniére non invasive l'activité des AChE chez des patients atteints de la MA (71). Une réduction
de l'activité des AChE de 25 a 33% au niveau cortical a été mise en évidence chez les patients
Alzheimer (72). Une étude plus récente a également montré une baisse d'activité des AChE dans la
pathologie MA (73). Des chercheurs ont étudié le transporteur vésiculaire de 'Ach en imagerie TEP
(74). Divers traceurs sont disponibles pour étudier que ce soit des marqueurs pré-synaptique ou

post-synaptique cholinergiques dans diverses pathologies neurodégénératives (75).
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Figure 51: Exemples de traceurs TEP utilisés dans la maladie d'Alzheimer.

La biodisponibilité grandissante de divers traceurs TEP (Figure 51) permettant une
imagerie in vivo non invasive est cruciale pour comprendre I'évolution des maladies neurologiques
et l'interconnexion possible de différents marqueurs pathologiques. Cette technique d'imagerie
présente un fort potentiel diagnostique et permet ainsi une prise en charge précoce des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer. Elle est également utile pour permettre l'inclusion ou I'exclusion

de patients dans divers essais thérapeutiques.

2. Pour tester des approches thérapeutiques

Diverses approches thérapeutiques sont envisagées pour appliquer des interventions
visant a modifier, arréter ou retarder la progression de la maladie et de ses manifestations
cliniques. Dans ce cadre, le suivi de l'efficacité thérapeutique par imagerie TEP devient un atout

considérable pour la mise en place de thérapies innovantes.

Des stratégies visant les voies de l'agrégation protéique de I'AB et de tau ont été
développées (76,77). Des études visent également les enzymes responsables du clivage de I'Ap
pour diminuer sa production au niveau cérébral (78). Concernant la protéine tau, des thérapies
utilisant des inhibiteurs de la kinase responsable de I'hnyperphosphorylation de tau sont en étude
(79). Les principales étapes de la voie amyloide et tau sont soumises a d'intenses recherches pour
contrecarrer la genése des composants neurotoxiques responsables de la modification du

fonctionnement cérébral.



Pour suivre leur efficacité, I'imagerie par tomographie par émission de positons (TEP),
utilisant des radiotraceurs ciblant I'AB, comme le composé B de Pittsburgh marqué au carbone 11
(["C]IPiB) ou des analogues fluorés comme le ['8F]florbetapir, a montré de maniére convaincante
I'efficacité de plusieurs anticorps thérapeutiques pour diminuer la charge en AB dans le cerveau

de modéles animaux de la MA et de patients (Figure 52) (80).

Screening Week 78 Screening Week 78

Bapinevzumab -trea ted patients

05

Placabo- treated patients

Figure 52: Images TEP du [''C]-PiB des patients traités par bapineuzumab ou placebo (D’apres Rinne
etal, 2010)

Changements entre le début de I'étude et la semaine 78 chez les patients traités par bapineuzumab (A, B) et
chez les patients traités par placebo (C, D). Les modifications moyennes de la TEP ["'C]PiB sont indiquées en
haut au centre de chaque panneau pour chaque patient. La barre d'échelle indique les rapports de fixation
du PiB par rapport au cervelet. Les scans avant et apres le traitement proviennent des images IRM co-
registrées dans le méme plan.

Cependant, malgré une efficacité évidente au niveau moléculaire, les thérapeutiques
ciblant I'amyloide semblent inefficaces pour retarder les atteintes des performances cognitives

chez les patients atteints de MA symptomatique (81).
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OBJECTIFS

Dans la présente étude, I'imagerie TEP au 2-désoxy-2-['®FIfluoro-D-glucose(['®F]FDG) va
étre utilisée comme biomarqueur translationnel de la fonction cérébrale pour la premiere fois
dans un modéle murin d'injection intracérébroventriculaire (i.c.v) d'ABs.3s. Cette stratégie
d'imagerie in vivo va ensuite étre appliquée pour étudier I'impact d'un traitement au Donépézil sur
le métabolisme cérébral régional. Puis une méthode de cartographie statistique va étre utilisée
pour une comparaison voxels a voxels des images TEP. La charge amyloide va étre caractérisée en
utilisant I'autoradiographie au ['8FJAV45 et I'imagerie par rayons X a contraste de phase dans ce
modele. Ces étapes vont permettre d'évaluer I'impact de la charge amyloide sur le métabolisme

du glucose chez les souris suite a une injection du peptide ABzs.3s.



MATERIEL ET METHODES

Le Donépézil a été acheté auprés de Sigma-Aldrich (I'lsle d'Abeau Chesnes, France). Le 2-
désoxy-2-['®FIfluoro-D-glucose (['®FIFDG) pour injection a été obtenu aupres de Cyclopharma
(Saint-Beauzire, France). Le ['®F]florbetapir (['®F]JAV45) a été radiosynthétisé selon la méthode

précédemment décrite (81).

Toutes les procédures étaient conformes aux directives européennes sur la protection et
l'utilisation des animaux de laboratoire (directive 2010/63/UE du Conseil, décret francais 2013-
118). Le protocole expérimental a été évalué et validé par un comité d'éthique local pour
l'utilisation des animaux et approuvé par le gouvernement francais (n° APAFIS#7466-

2016110417049220 v3).

Le peptide AB2s35 et SC.AB (peptide contréle) ont été achetés auprés de Genepep (Saint-
Jean-de-Védas, France). Dix-huit souris males Swiss agées de 6 semaines (poids corporel : 30-35 g)
ont été anesthésiées a l'isoflurane 2,5 % et ont recu par voie intracérébroventriculaire (i.c.v) 9 nmol
par souris de peptide ABzs.35 ou des peptides de contrble (Sc) dans un volume final de 3 pL, comme
décrit précédemment (47). Un minimum de cinq jours a été respecté pour l'acclimatation des
souris a notre installation conventionnelle, dans des conditions de température contrdlée (entre
20 et 24°C) et un cycle lumiére-obscurité de 12:12 heures. Les souris ont été hébergées par groupe
de 5 dans des cages en plexiglas avec un accés ad libitum a I'eau et au régime alimentaire standard

et un enrichissement.

Trois groupes de souris (n=6 par groupe) ont été traités une fois par jour par gavage
(5ml/kg) pendant 7 jours. Les groupes ont été définis comme suit : i) Contréle avec une solution
témoin (Ctrl) ; ii) modeéle Alzheimer avec une solution témoin (AD) ; iii) modele Alzheimer avec le

Donépézil (0,25mg/kg) (AD-DPZ). La solution témoin était constituée d'H,O + DMSO 2%.



La TEP au ["®F]FDG a été réalisée aprés 7 jours de traitement (soit 10 jours apreés l'injection
du peptide). La derniére dose du traitement a été administrée le matin, 7h avant la TEP. Ensuite,
les souris ont été mises a jeun pendant 7 heures avant l'acquisition de la TEP au ['®F]FDG, et

seulement I'eau a été accessible pendant ce laps de temps.

Un protocole TEP a été mis au point afin de limiter I'impact de I'anesthésie sur I'estimation
de l'absorption cérébrale par TEP du ['8F]-FDG (83). En bref, le ['"®F]FDG (0,2 ml ; dose moyenne =
7,19 +/- 0,51MBq) a été injecté par voie intrapéritonéale (i.p.) chez des souris éveillées. Les souris,
libres de leurs mouvements, ont ensuite été transférées dans une cage pendant 40 minutes pour
permettre I'absorption cérébrale du ['®F]FDG pendant la phase d'éveil. Ensuite, I'anesthésie a été
induite en utilisant de l'isoflurane a 2-2,5% dans de I'0O2. Les animaux anesthésiés ont été
rapidement transférés sous un scanner microPET, le cerveau se trouvant au milieu du champ de
la caméra (Inveon, microPET ; résolution spatiale 1,6 mm ; Siemens Healthcare, Knoxville, TN, USA).
Une acquisition TEP statique de 30 minutes a été réalisée 50 minutes apres l'injection de ['8F]FDG

sous anesthésie maintenue par un masque facial (1,5-2 % isoflurane).

L'acquisition TEP cérébrale statique a été réalisée au plateau de la cinétique cérébrale du
['8F]FDG apreés l'injection i.p., en supposant que l'impact de I'anesthésie a l'isoflurane sur I'évolution
temporelle de I'absorption du ['®F]FDG est limitée (83). A la fin de I'acquisition TEP, toujours sous
anesthésie les souris ont été décapitées. Les cerveaux ont ensuite été prélevés et conservés a -

80°C jusqu'aux analyses histologiques ultérieures.

Les images TEP statiques ont été reconstruites par l'algorithme 2D OSEM/FORE et corrigées
pour l'atténuation, les coincidences aléatoires et la diffusion. La taille des voxels était de 0,2 x 0,2
x 0,2 mm3. Les images TEP cérébrales ont été corrigées pour tenir compte de la décroissance
radioactive, de la dose injectée et du poids corporel. L'absorption cérébrale du ['8F]FDG a été
exprimée en valeurs standard d'absorption, SUV= activité tissulaire (kBg/cc)/[dose injectée

(kBq)/poids corporel (g)].

Les images TEP normalisées en SUV ont été spatialement co-registrées sur un modele TEP
standard de souris au ['®F]FDG (84,85) en utilisant le logiciel Pmod (version 3.8, PMOD Technologies

Ltd, Zurich, Suisse). Les valeurs SUV ont été déterminées par une analyse en volume d'intérét dans



des régions cérébrales sélectionnées en fonction de la résolution spatiale du scanner microPET.
Les images TEP ont ensuite été normalisées par les valeurs de SUV obtenues dans le cervelet,
région de référence en raison de sa faible implication dans la pathologie de la MA (86), afin
d'obtenir des valeurs de SUVR dont la variabilité est inférieure a celle du SUV (87). Ensuite, un
masque cérébral a été appliqué sur les images TEP normalisées pour ne conserver que les voxels

cérébraux.

Une analyse en aveugle a été réalisée pour comparer les données TEP au ['®F]FDG entre
les groupes. Les valeurs régionales moyennes en SUV et en SUVR dans chaque groupe ont été

comparées statistiquement.

Puis, les images paramétriques en SUVR ont été comparées a I'aide du logiciel Statistical Parametric
Mapping (SPM8), un test ANOVA a un facteur a été appliqué avec un seuil de significativité de
p<0,05 et avec un seuil minimal de 200 voxels, non corrigé pour les comparaisons multiples (88).
Ensuite, les cartes paramétriques statistiques ont été superposées au modéle d'IRM de la souris
(85) pour visualiser les régions du cerveau affectées par les différences statistiques sur la fixation

du ["®FIFDG.

1. Autoradiographie au ["®F]Florbetapir

La densité des plaques amyloides dans le modéle de MA apreés injection i.c.v. d'/APzs.35 a été
estimée en effectuant une autoradiographie in vitro des coupes cérébrales des souris via
I'utilisation du radioligand amyloide ['®F]florbetapir. Des coupes de cerveau de 20um ont été
réalisées a l'aide d'un cryostat (Leica CM3050 S). Des tranches de cerveau congelées ont été
incubées pendant 30 minutes avec du ["®F]florbetapir (1,158 mCi; RAS : 2112 mCi/umol) dilué dans
un tampon Tris (50 mM TRIZMA, de Sigma-Aldrich) dans NaCl 0.9% a pH = 7.4. Ensuite, les sections
de cerveau ont été placées en contact direct avec un écran Phospho-Imager (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA) et exposées pendant 4 heures. Les autoradiogrammes du groupe Ctrl et AD ont été
analysés a l'aide du logiciel Image]. La fixation du ["®F]AV45 a été quantifiée en délimitant le contour
de 4 sections cérébrales par animal et ce avec 4 animaux par groupe. La valeur grise moyenne

pour chaque ROl normalisé par la surface a été obtenue et comparée entre les groupes (n=4



animaux / groupe). La méthode de radiographie a été validée chez le rat TgF344, utilisé comme

contréle positif de I'accumulation cérébrale du dépo6t amyloide (89).

2. Imagerie par rayons X a contraste de phase

L'imagerie par rayons X a contraste de phase utilisent la réfraction des rayons X par
I'échantillon pour former l'image, contrairement a I'imagerie X conventionnelle qui repose sur
I'absorption des rayons X par I'échantillon (Figure 53) (90). Grace a ce type d'imagerie on peut
accéder a des détails d'une grande précision présents a l'intérieur de I'échantillon. Cette technique
a donc été utilisée pour accéder a la microstructure tissulaire des cerveaux d'Alzheimer et des
souris contrdle. Cette méthode a permis de caractériser la charge amyloide dans ce modéle afin
de déterminer si des dépOts amyloides sont présents. Cette expérience a été menée par le Dr
Fabien Chauveau (Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon, CNRS UMR 5292, INSERM
U1028, Université de Lyon 1) au Synchrotron SOLEIL (centre francais de rayonnement

synchrotron).
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Figure 53: Mécanisme du contraste de phase en ligne. (D’apres Mayo et al, 2012)

Mécanisme du contraste de phase en ligne : Un échantillon impose un déphasage au faisceau de rayons X, ce
qui déforme le front d'onde des rayons.
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1. Analyse régionale

Une ANOVA a un facteur a été réalisée pour comparer les valeurs SUV et SUVR entre les
groupes pour chaque région du cerveau. Un test t de Student a été réalisé pour comparer les
données d'autoradiographie du ['®FIflorbetapir chez les animaux contréle et AD. L'analyse

statistique a été réalisée a l'aide du logiciel GraphPad (version 9.0).

2. Approche par cartographie paramétrique statistique

La neuro-imagerie fonctionnelle comme la TEP permet de mesurer la fixation d'un
radiotraceur en chaque point de l'espace. Les images reconstruites via des algorithmes sont alors
constituées d'une multitude de voxels. Chaque voxel représente I'activité d'un volume spécifique
dans un espace tridimensionnel cuboide défini. La cartographie paramétrique statistique (SPM)
permet de tester des hypotheéses statistiques en chaque point de I'image cérébrale c'est a dire au
niveau de chaque voxel. Les différences significatives obtenues entre les groupes peuvent étre
présentées sous forme de tableau, affichant ainsi les coordonnées des groupements de voxels
(clusters) qui présentent une différence significative dans la fixation du radiotraceur (augmentation
ou diminution). Grace a ces données on peut alors déterminer les zones cérébrales présentant des
différences significatives via I'utilisation d'un atlas. Ces différences statistiques peuvent également
étre représentées par des zones de couleur superposées sur une référence anatomique cérébrale
(ex : modele IRM), les couleurs représentant I'emplacement des voxels présentant des différences
statistiquement significatives entre les conditions. Le gradient de couleur représente les valeurs
statistiques. Une carte statistique de la fixation cérébrale du radiotraceur est alors générée.
L'utilisation de la technique SPM est tres utile pour tester différentes hypothéses sur un méme set

de données.



RESULTATS

Le métabolisme cérébral du glucose a été étudié par TEP au ['8F]FDG. L'analyse quantitative
de la fixation du ['®F]FDG a été mesurée a l'aide d'une analyse par volume d'intérét (VOI) dans des
régions cérébrales sélectionnées en fonction de la résolution spatiale du scanner microPET
(thalamus, cervelet, tronc cérébral, striatum, hippocampe, hypothalamus, amygdale, cerveau
moyen, cortex et cerveau entier) et exprimées en SUV. Aucune différence significative dans la
captation du ["®F]FDG n'a été trouvée entre les groupes de souris pour les VOIs sélectionnés (p>0,1)
(Figure 54A). Méme aprés normalisation des SUV par rapport au cervelet comme région de
référence (91), aucune différence significative n'a pu étre détectée en utilisant I'approche par VOI

(p>0,1) (Figure 54B).

Nous avons donc effectué une méthode de cartographie statistique paramétrique (SPM)
pour permettre une comparaison par voxel (seuil p < 0,05, seuil minimal 200 voxels) sans a priori
régional. En utilisant cette approche SPM, on a d'abord observé que la fixation du ["®F]FDG était
significativement réduite dans le groupe AD par rapport aux souris Ctrl. La localisation de ce cluster
de voxels dans I'hémisphere droit cérébral de la souris, au niveau de la zone sous-corticale, est

cohérent avec l'injection i.c.v. unilatérale du peptide AB2s.35 (Figure 55A).

Le méme volume cérébral a été associé a une augmentation significative de la fixation du
['8FIFDG chez les souris MA traitées par le Donépézil, par rapport aux souris MA non traitées
(Figure 55B). De méme, la fixation du ['8F]FDG chez les souris atteintes de la maladie d'Alzheimer
traitées par le Donépézil n'était pas significativement différente de celle observée dans le groupe
Ctrl, ce qui suggére que la perte locale du métabolisme cérébral du glucose a été restaurée par le

Donépézil (Figure 55C).
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Figure 54: Fixation du ['8F]FDG via une analyse par volume d'intérét (Voi) chez les souris.

Les groupes de souris Ctrl, AD et AD + DPZ ont été comparés en utilisant une analyse régionale (VOIs).
Les données sont exprimées en moyenne + écart-type. Il n'y a pas de différences statistiques sur les
valeurs SUV ou les valeurs SUV normalisées par le cervelet (SUVR) entre les groupes (p>0,1).
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Figure 55: Capture cérébrale du ['8F]FDG reflétant la réponse thérapeutique au Donépézil (DPZ).

Toutes les images en valeur standard d'absorption (SUV) ont été normalisées par rapport au cervelet et
une analyse statistique paramétrique (SPM8) a été réalisée pour comparer la réponse thérapeutique du
Donépézil (DPZ). La carte statistique a été superposée a un modele standard IRM chez la souris. A)
Comparaison entre le groupe Ctrl et le groupe AD. Diminution significative du métabolisme du glucose
dans le cerveau aprés I'induction de la maladie d'Alzheimer (AD) par une injection intracérébroventriculaire
unilatérale du peptide AB 2s.35. (valeur p <0,05 ; seuil : 200 voxels). B) Augmentation significative du
meétabolisme du glucose dans le cerveau aprés un traitement par DPZ (0,25mg/kg) chez des souris
présentant une pathologie AD. (valeur p <0,05 ; seuil : 200 voxels). C) Aucune différence significative
observée dans I'hémisphére droit entre les souris Ctrl et AD traitées par DPZ (0,25 mg/kg).

1. Autoradiographie au ['®Fflorbetapir

La charge amyloide putative associée a l'injection i.c.v. du peptide AB2s.35 a été étudiée par
autoradiographie avec le radioligand amyloide ["®FIflorbetapir. Une liaison plus élevée a été
trouvée dans les régions cérébrales contenant de la matiére blanche (corps calleux...) par rapport
aux régions riches en matiére grise, ces observations sont en adéquation avec la liaison cérébrale
du ["®Fflorbetapir (92) (Figure 56A). Les différences de fixation du ['8F]florbétapir n'ont pas pu étre
observées visuellement que ce soit au niveau de I'némisphére droit et I'hémisphére gauche des
souris AD, ni entre les cerveaux des animaux du groupe AD et ceux du groupe Ctrl. La quantification
a confirmé ces observations et aucune différence significative n'a pu étre observée dans la
radioactivité mesurée dans I'némisphére droit des souris AD par rapport a I'hémisphére gauche

ou au cerveau des souris Ctrl (p>0.1) (Figure 56B).



La sensibilité de notre méthode autoradiographie a été validée sur des coupes cérébrales de rat
TgF344, utilisées comme témoins positifs. Les données autoradiographiques ont confirmé la
présence de plagues amyloides aprés leur incubation avec le ['8F]AV45. Dans le cerveau de rat
atteint de la maladie d'Alzheimer, on a constaté une forte liaison du radiotraceur aux régions

corticales et hippocampiques, reflétant la présence de plaques d'AB (Figure 57).
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Figure 56: Autoradiographie avec le ['8F]AV45 sur le modéle icv d'AB2s-35

A) Coupes de cerveau de souris représentatives de la fixation de 18F-AV45 dans I'hippocampe et la région
corticale. B) Analyse quantitative in vitro de la fixation du 18F-AV45 sur les autoradiogrammes dans le
modele de souris i.c.v AB-25-35 (N=4 animaux par groupe avec 4 sections de cerveau quantifiées par animal).
La valeur grise moyenne normalisée par la surface du ROI est présentée sur le premier graphique. Le
rapport ['8FJAV45 entre le cOté injection et le c6té contrdle a également été mesuré. Dans ces 2 conditions,
il n'y avait pas de différences significatives dans la fixation in vitro du ['8FJAV45 entre le groupe Ctrl et le
groupe AD (p>0,1).

Wit AD
TgF344-AD rat model
Figure 57: Autoradiographie in vitro avec le ['8F]AV45 sur un modéle rat Alzheimer (TgF344).

Coupes cérébrales représentatives de la fixation du ['®F]JAV45 sur un modele transgénique rat Alzheimer
et un rat wt comme contréle. Une accumulation du radiotraceur est observée dans la région corticale et
hippocampique chez le rat Tg-344 non observable chez le rat Wt.
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2. Imagerie par rayons X a contraste de phase

La technique d'imagerie par rayons X a contraste de phase a permis de visualiser la charge
amyloide chez une souris suite a l'injection du peptide AB2s.35 et de comparer ces observations avec

une souris Ctrl. Aucune différence visuelle n'a été observée entre la souris AD et la souris Ctrl

(Figure 58).

Figure 58: Imagerie par rayons X a contraste de phase pour caractériser la charge amyloide dans le
modeéle murin icv AB2s3s.

A) Ctrl-group (n=1). B) AD-group (n=1). Aucune différence visuelle n'a été observée entre le groupe Ctrl et AD.
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DISCUSSION

Dans la présente étude, le déclin régional de la fonction cérébrale associé a l'injection i.c.v.
de peptide AB2s.35 a été évalué a l'aide d'une imagerie TEP au ['®F]FDG non invasive. La diminution
locale du métabolisme cérébral du glucose était significative dans la zone entourant l'injection
unilatérale d'AB2s35 et n'était pas associée a la présence de plaques amyloides détectables. Il est
intéressant de noter que le métabolisme cérébral a été restauré grace a un traitement par une

dose thérapeutique de Donépézil, un inhibiteur de I'AchE.

La TEP au ["®F]FDG est couramment réalisée en milieu hospitalier comme biomarqueur de
la neurodégénérescence dans la MA (93). La TEP au ['8F]FDG fait partie de la classification selon les
stades d'évolution de la MA. Chez les patients atteints de MCl et de MA, une diminution précoce
de la captation du ['®F]FDG est observée dans les zones temporales du cerveau associées aux
processus de mémoire (hippocampe) (93-95). Aux stades plus avancés de la maladie, la baisse du
métabolisme du glucose atteint les zones corticales, en particulier le cortex frontal. Certaines
régions du cerveau sont épargnées par la réduction de la consommation de glucose, comme les

cortex visuel et moteur primaire ainsi que le cervelet.

Malgré les observations cliniques suggérant une diminution de la consommation de
glucose chez les patients atteints de la MA, les études précliniques utilisant des modéles murins
de la maladie d'Alzheimer restent contradictoires. En effet, la consommation de glucose était
supérieure, inchangée ou inférieure selon le modéle de souris et la méthode de quantification
utilisée (96). De plus, toutes les études précliniques utilisant le cervelet comme région de référence
avaient montré une augmentation de la consommation de glucose (91,97,98), ce qui est en
contradiction avec les observations cliniques que ce soit aux stades précoces ou avancés de la
maladie d'Alzheimer. Il est intéressant de noter que dans ce modéle i.c.v., l'utilisation du cervelet
pour normaliser les images TEP a montré une diminution du métabolisme cérébral du glucose en

accord avec les investigations cliniques.

Il est intéressant de noter que l'altération du métabolisme du glucose dans le SNC
précéderait l'apparition de la pathologie amyloide et le développement des processus
neurodégénératifs (99). Aucune corrélation n'a été trouvée entre la diminution de la fixation du
['8F]IFDG et la charge amyloide dans les régions du cerveau (97). La fixation du ['8F]AV45 ex vivo

n'était pas corrélée a la consommation de glucose (100).



Ces observations cliniques sont cohérentes avec nos données TEP au ['®F]FDG montrant
un déclin du métabolisme du glucose associé a l'injection du peptide ABa2s.35 chez la souris, sans
augmentation détectable de la charge amyloide. Dans ce modéle i.c.v., la détection de formes
fibrillaires du peptide ABa2s.35 similaires aux dépdts amyloides des plaques séniles a été mise en
évidence par coloration au rouge congo (47). Dans le modeéle rat de I'ABzs.35, des expériences
utilisant la microscopie électronique, la spectroscopie infrarouge et la coloration au rouge congo
ont validé l'agrégation du peptide ABxs.3s en fibrilles amyloides (101). Nos résultats
autoradiographiques et par imagerie par rayons X a contraste de phase vont dans le méme sens
et ne démontrent pas la présence de plaques amyloides suite a I'injection du peptide ABzs.35. Une
étude par imagerie a rayons X a contraste de phase a été utilisée dans des modéles murins
transgéniques de la MA et démontre clairement l'utilité de cette technique d'imagerie pour I'étude
des plaques amyloides (102). Ces résultats montrent que dans notre étude, une altération de la
consommation de glucose est détectable en I'absence de plaques amyloides. Ces observations
suggerent que la toxicité neuronale directe engendrée par les oligoméres d'AB2s35 a un impact sur
la fonction cérébrale bien avant la formation de plaques amyloides. Il a été montré que les
associations du peptide AB2s3s étaient trés dynamiques et que les protofibrilles seraient aptes a
redonner des formes oligomériques solubles toxiques (103), un processus pouvant souligner

I'absence de plaques observables dans notre étude.

Au-dela de I'utilisation diagnostique, la TEP au ['8F]FDG constitue un biomarqueur d'activité
neuronale pratique pour la neuroimagerie fonctionnelle (104). Nous avons émis I'hypothése que
l'efficacité des traitements symptomatiques de la MA pourrait étre évalué par la TEP au ['®F]FDG
(88). Une procédure d'acquisition optimisée a été réalisée afin de limiter I'impact de I'anesthésie
sur la fonction et le métabolisme du cerveau. Nous avons tiré parti de I'absorption peu réversible
du ["®F]FDG dans les cellules du cerveau, qui entraine un plateau dans la cinétique cérébrale de la
radioactivité. Des études antérieures ont montré que la captation cérébrale du ["®F]FDG n'est pas
affectée par I'anesthésie lorsque l'acquisition TEP commence 40 minutes apreés l'injection i.v. de
['8FIFDG, atteignant des niveaux similaires a la captation cérébrale mesurée chez des rats
conscients (non anesthésiés) (52). Le ['8FIFDG a été injecté par voie i.p afin de limiter l'impact du
stress induit par les manipulations sur les fonctions cérébrales des animaux éveillés (105).
L'évolution de la cinétique cérébrale du ['®F]FDG aprés administration i.p a été évaluée chez des
souris anesthésiées afin de définir le temps d'acquisition optimal. Chez les patients atteints de la
maladie d'Alzheimer, une augmentation de la fixation cérébrale du ["®F]FDG a été signalée apres
I'administration de Donépézil (3 mg/jour pendant les deux premieres semaines, puis 5 mg/jour si

le patient le tolére). Cela met en évidence I'effet du Donépézil sur la fonction et le métabolisme



cérébraux des patients (106). Dans notre étude, I'administration chronique d'une dose
thérapeutique de Donépézil (0,25mg/kg par jour) a été testée chez des souris atteintes de la
maladie d'Alzheimer. Il est intéressant de noter que l'augmentation du métabolisme cérébral
induite par le Donépézil était ciblée sur la région ou la fonction du ["®F]FDG était réduite par rapport
aux souris de type sauvage. Cela suggére que le Donépézil agit de préférence pour restaurer le
métabolisme du glucose altéré par la toxicité de I'AB2s.3s plutdt que pour améliorer la fonction
cérébrale globale. En effet, aucune augmentation du métabolisme cérébral n'a été observée chez
les souris MA traitées par le Donépézil par rapport aux souris de type sauvage. Le modele de MA
par injection i.c.v. d'ABzs3s présente des troubles de la mémoire bien caractérisés (47,107). Nos
résultats suggérent que la captation cérébrale de ['8FIFDG peut suivre quantitativement la perte

fonctionnelle dans le déclin de I'activité neuronale.

D'autres techniques d'imagerie pharmacologique telles que I'RM fonctionnelle (IRM
pharmacologique) et I'échographie fonctionnelle (pharmaco-FUS) sont en cours de développement
pour étudier l'impact sur le SNC des thérapies mécanistiques et non mécanistiques dans la MA
(108). Ce travail illustre la valeur ajoutée de la TEP au ["®F]FDG qui peut étre réalisée comme une
alternative peu invasive et translationnelle pour limiter I'impact de I'anesthésie sur I'estimation des

effets des médicaments étudiés dans les régions cérébrales.



CONCLUSION

Au-dela de la caractérisation comportementale avec des pertes cognitives et mnésiques
bien décrites, le modéle de MA par injection i.c.v. d'ABa2s.3s chez la souris récapitule la diminution
du métabolisme cérébral du glucose observée chez les patients sans formation de plaques
amyloides détectables. Le métabolisme normal du glucose a été restauré par le Donépézil. La TEP
au ['8F]FDG du cerveau dans ce modele de souris constitue donc une méthode pratique pour
étudier I'impact des traitements de la MA sur la perte de la fonction neuronale, indépendamment

de leur mécanisme pharmacologique.
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FTUDE 3

Imagerie TEP avec le ['®F]-2- fluoro-2-désoxy-
sorbitol  (['®FIFDS) pour la détermination
quantitative de la perméabilité de la barriere
hémato-encéphaliqgue  induite  par les
ultrasons focalisés transcraniens.




INTRODUCTION

La barriéere hémato-encéphalique (BHE) isole et protége le cerveau de la circulation
sanguine systémique grace a son étanchéité permettant ainsi de contrbler avec précision les
substances pouvant pénétrer au sein du SNC en conditions physiologiques (1). L'intégrité de la BHE
est principalement assurée par des jonctions serrées entre les cellules endothéliales adjacentes
formant la microvasculature cérébrale. Cela limite considérablement le passage paracellulaire
(c'est-a-dire entre les cellules) des solutés a travers la BHE, ce qui contribue a maintenir le
sanctuaire cérébral intact (1). Cependant, un grand nombre de recherches translationnelles
montre que l'intégrité de la BHE est compromise dans de nombreuses pathologies du SNC,
notamment la sclérose en plaques, les accidents vasculaires cérébraux hypoxiques/ischémiques,
les lésions traumatiques, les maladies de Parkinson et d'Alzheimer, I'épilepsie et les tumeurs
cérébrales. Les perturbations de l'intégrité de la BHE peuvent étre d'origine multiples, dans la
majorité des pathologies précédemment citées, des dérégulations de I'expression de certains
transporteurs comme la P-gp ou la modification dont la sous-régulation des protéines des
jonctions serrées sont mis en cause (2). En outre, différents modeles précliniques ont montré que
la fuite de la BHE est étroitement liée a la cascade neuroinflammatoire (3). Pendant une
inflammation systémique, les microglies sont capables de migrer vers les vaisseaux sanguins suite
au relargage de molécules chimio attractantes dans le milieu extracellulaire par les cellules
endothéliales. Si le processus inflammatoire persiste, les microglies vont changer de morphologie
et rentrer en configuration phagocytaire s'attaquant ainsi aux pieds astrocytaires induisant de ce
fait des dommages au niveau de la BHE augmentant sa perméabilité (3). Ces preuves
expérimentales nous démontrent la dualité du réle des cellules immunitaires dans la protection
du SNC notamment leur contribution a I'exacerbation des |ésions cérébrales associées a des
maladies neurologiques (3,4). La compréhension de la dynamique de la BHE en conditions
pathologiques constitue donc un axe majeur de recherche afin de déterminer de potentielles
fenétres d'intervention thérapeutiques. En effet, de nombreuses molécules médicamenteuses et
thérapeutiques ne peuvent pas pénétrer naturellement la BHE afin d'agir au niveau de leurs cibles
présentes dans le parenchyme cérébral. Par conséquent, la BHE constitue un rempart dans le

développement de médicaments ciblant le SNC, ce qui complique le traitement des maladies du



cerveau, notamment les tumeurs cérébrales malignes (5). Afin d'évaluer l'intégrité de la BHE, des

biomarqueurs peuvent étre utilisés.

Des biomarqueurs avec des caractéristiques précises sont nécessaires pour démontrer
guantitativement la perte d'intégrité de la BHE dans diverses conditions pathophysiologiques (6).
En effet, leur capacité de fixation a des sites spécifiques au niveau plasmatique ou tissulaire est a
éviter, ils ne doivent pas présenter de toxicité et leur visibilité ainsi que leur quantification doit étre
possible. Le marqueur «idéal » devrait présenter ces multiples particularités. A I'heure actuelle,
aucun biomarqueur ne regroupe ces qualités malgré les efforts et les avancées effectués dans le
domaine afin de trouver un marqueur a forte valeur ajoutée pour la détection des perturbations

de la BHE.

Dans les recherches précliniques in vitro et ex vivo, des molécules de faible poids
moléculaire (MW, g/mol) et hydrophiles telles que la fluorescéine (MW=332, détection par
fluorescence), des analogues (radio)marqués du saccharose (MW=342) ou du mannitol (MW=182)
sont préférentiellement utilisés comme marqueurs quantitatifs "paracellulaires” (c'est-a-dire entre

les cellules) de l'intégrité des membranes (2,7).

Un faible MW est associé a une sensibilité accrue suite a un changement subtil de la
perméabilité de la barriére par rapport a des molécules comme le bleu d'Evans (EB, MW=961,
fortement lié aux protéines plasmatiques). Le bleu d’Evans fut un des premiers biomarqueurs a
étre utilisé pour évaluer I'état de la BHE de fagon macroscopique que ce soit dans des études sur
animaux ou chez 'Homme. En outre, des techniques de quantification de la fixation de I'EB ont été
développées au niveau de zones cérébrales ou une rupture de la BHE a été observée visuellement
mais leur fiabilité reste controversée (6). De plus, l'utilisation de ce marqueur nécessite des
analyses ex vivo pour avoir une idée de sa fixation dans les zones |ésées, ce qui complique son

utilisation.

D'autres marqueurs de haut poids moléculaire ont été investigués tels que les protéines
radiomarquées (albumine MW=65 000), les dextranes (MW=1 500-70 000) ou l'inuline (MW=6179),
cependant leur utilisation reste inappropriée pour prédire le passage des molécules de faible MW

(2,6).

Des agents robustes d'imagerie in vivo sont nécessaires pour étudier les processus

biologiques comme l'ouverture transitoire de la BHE dans le cerveau humain.



Les techniques d'imagerie permettent de déterminer in vivo l'intégrité de la BHE avec des
perspectives translationnelles. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) dynamique avec
contraste (DCE) et I''RM dynamique avec contraste de susceptibilité (DSC) utilisant des agents de
contraste a base de gadolinium (Gd) tels que le gadotérate (MW=558) ou le Gd-DTPA (acide Gd-
diéthyléne triamine pentaacétique, MW=546) sont largement utilisés pour détecter la perturbation
locale de la BHE associée a certaines pathologies telles que les accidents ischémiques cérébraux

ou les tumeurs cérébrales (8).

C'est une technique d'imagerie non-invasive se basant sur les propriétés magnétiques des
molécules d'eau permettant d'obtenir des vues anatomiques du tissu nerveux. En effet, les atomes
d’hydrogene des molécules d'eau, possédent un "moment magnétique" appelé spin, qui agit
comme un aimant. La création d'un champ magnétique (BO) par la machine permet d'orienter
toutes les molécules d'eau présentes dans le corps suivant BO. Une antenne placée sur le crane va
permettre d'émettre et de réceptionner certaines fréquences. A I'émission, la fréquence induite va
faire basculer les spins des atomes d’hydrogéne dans un plan perpendiculaire a BO. Lorsque
I'antenne arréte d'émettre, les spins reviennent a leur position d'origine en émettant a leur tour
une fréquence captée par I'antenne. La relaxation T1 caractérise la réapparition de I'aimantation
longitudinale et la relaxation T2 caractérise la disparition de la relaxation transverse (Figure 59).
Cette fréquence sera traitée comme un signal électrique permettant son analyse. Suivant le
contenu en eau des différentes régions du SNC, ce signal va permettre de reconstruire une image

tissulaire anatomique.
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Figure 59: Principe de I'imagerie par Résonance magnétique IRM (Schéma adapté source site

CEA, Corinne Beurtey).

L'IRM repose sur les propriétés d'aimantation des protons d’hydrogéne des molécules d'eau présentes
dans le corps. En l'absence de champ magnétique les protons sont orientés de maniéere aléatoire (1),
I'application d'un champ magnétique BO permet d'orienter les spins des molécules d’eau selon BO (2). La
genése d'une onde radio B1 synchronise et fait basculer les spins (3). Puis une fois que l'onde B1 est
arrétée, les protons d’hydrogéne reviennent a leur position initiale en restituant I'énergie absorbée.
L'analyse du signal récupéré va permettre de générer une image anatomique.
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Figure 60: Structures chimiques des agents de contrastes couramment utilisés en IRM.

L'ion métallique gadolinium Gd3+ est complexé avec un chélate pour diminuer sa toxicité

(Figure 60). En conditions physiologiques, le passage de ces chélates paramagnétiques est bloqué,

cependant, une perte de l'intégrité de la BHE permet le passage et I'accumulation de ces molécules

dans des régions cérébrales spécifiques ou la BHE est rompue. Cette accumulation extracellulaire

va permettre d'influencer et notamment d'augmenter la vitesse de relaxation des protons des

molécules d'eau, augmentant ainsi le contraste des images (Figure 61) (9). L'IRM DCE permet
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d'obtenir des mesures de la perméabilité sur les images en TTW comme la surface affectée et le

DSC permet d'évaluer les propriétés de perfusion cérébrale en T2W.

Post contrast

Figure 61: Images IRM T1W représentatives chez 3 patients atteints de glioblastome (D'apres Artzi

etal, 2015)

La Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP) cérébrale du cerveau utilisant le

99mTc-DTPA (MW=487) est également utilisée (10).

Malgré les performances quantitatives limitées, I'utilisation prédominante de I''RM et de la
TEMP pour étudier l'intégrité de la BHE est probablement due a la disponibilité des sondes
d'imagerie correspondantes (11). En effet, les agents de contrastes sont commercialisés depuis les
années 1980. Par contre, leur utilisation est déconseillée depuis quelques années pour les patients
souffrant d'insuffisance rénale sévere suite a l'apparition d'une fibrose systémique néphrogénique
(FSN) observée chez ces derniers. Un lien a pu étre établi entre 'administration des chélates de
gadolinium et I'apparition des premiers symptémes de la FSN. Leur récente localisation trouvée au
niveau de certaines régions cérébrales souléve la question de leur accumulation dans I'organisme
(12). Ces considérations prouvent la nécessité de développer d'autres biomarqueurs de la

perméabilité de la BHE.

La TEP peut permettre une modélisation cinétique précise et une estimation quantitative
du transfert de substances radiomarquées a travers la BHE in vivo (13). Cependant, la TEP utilisant
des molécules radiomarquées de faible poids moléculaire comme marqueurs de l'intégrité de la
BHE, comme le ['®F]-1-fluoro-1-désoxy-D-mannitol (MW=183) n'a pas atteint une utilisation
courante (14), probablement en raison de leur colt et de leur disponibilité limitée dans le monde

dans les centres non équipés d'un cyclotron.
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V. ['®F]-2- fluoro-2-désoxy-sorbitol (['®F]FDS) : un
traceur candidat

Le sorbitol, un stéréoisomere du mannitol, est une petite molécule hydrophile non
transportée (MW=182) qui est peu métabolisée chez les mammiferes. Le dérivé fluoré ['8F]-2-
fluoro-2-désoxy-sorbitol (['8F]FDS, MW=183) peut étre obtenu dans tous les services de médecine
nucléaire a partir de la réduction chimique d'un produit commercialisé : le ['®F]-2-fluoro-2- déoxy-

D-glucose (["®F]FDG) (Figure 64) (15).

Le ["8F]FDS présente une captation cérébrale non significative chez les rongeurs et les
humains sains (16,17) et bénéficie de propriétés pharmacocinétiques favorables pour l'imagerie
TEP quantitative in vivo (18,19). En effet, une étude de biodistribution et I'impact des radiations via
des analyses dosimétriques chez des humains sains a montré que le ['8F]FDS était bien toléré. |l
est rapidement éliminé du pool sanguin par le systéeme urinaire avec une dose efficace comparable
aux autres radiotraceurs marqués au ['®F] (Figure 62) (17). Sa faible fixation au niveau des organes
fait de lui un bon candidat pour tester son utilisation pour des études au niveau rénal pour

visualiser une potentielle obstruction du systéme urinaire (18).
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Figure 62: Images séquentielles de projection d'intensité maximale (MIP) corps entier chez 'homme
aprés injection du ['8F]EDS (D'aprés Zhu et al, 2016)
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De nombreuses stratégies et technologies ont été proposées pour surmonter 'étanchéité
de la BHE et permettre une administration suffisante de produits thérapeutiques dans le cerveau
(20). Parmi ces stratégies, les ultrasons focalisés associés a des microbulles (FUS) apparaissent
comme un moyen efficace d'augmenter localement et temporairement la perméabilité de la BHE,
principalement par l'ouverture de la voie paracellulaire en perturbant les jonctions serrées (21). La
méthode des ultrasons focalisés est devenue une méthode attractive, sure et reproductible pour
permettre l'ouverture transitoire de la BHE via un phénoméne de sonoporation. L'injection de
microbulles en intraveineux va permettre la dissémination de celles-ci au niveau de l'intégralité du
systéme sanguin. Suite a I'impulsion d’ondes ultrasonores sur des zones corporelles spécifiques,
ces derniéres vont provoquer des oscillations mécaniques au sein des tissus qu'elles traversent
entrainant ainsi la vibration des molécules qui y sont présentes. Les microbulles préalablement
injectées et présentes a lintérieur des vaisseaux vont alors entrer dans un état oscillatoire
augmentant ainsi la pression appliquée sur I'endothélium. Ce phénomeéne dit de cavitation va
permettre ainsi la perturbation des jonctions serrées entre les cellules endothéliales générant ainsi

une perméabilisation locale de la BHE.

Cette technique ouvre la voie a des possibilités et des perspectives thérapeutiques diverses
jusqu’a maintenant impossible due a la forte étanchéité de la BHE empéchant ainsi les substances
tels que les médicaments de passer du compartiment sanguin au parenchyme cérébral dans les
pathologies neurologiques (22). En effet, suite a un protocole FUS I'accessibilité au parenchyme
cérébral devient alors possible pour des molécules pouvant atteindre les 150 kDa (23). En
conditions physiologiques, uniquement de petites molécules <400 Da avec des caractéristiques
physico-chimiques spécifiques telle que I'hydrophylicité sont capables de franchir cette BHE.
Diverses délivrances ciblées de médicaments ont été testées dans divers modeles précliniques. De
plus, le temps d'ouverture peut varier de plusieurs minutes a des (ou plusieurs) heures selon le
protocole FUS utilisé. Une étude menée sur un modéle préclinique de glioblastome chez le rat a
mis en évidence que l'utilisation du protocole FUS était capable d'augmenter localement la

concentration d'un médicament anticancéreux, permettant ainsi d'observer des effets bénéfiques



sur la progression tumorale monitorée en IRM ainsi que sur la survie des animaux (Figure 63) (24).
CE-T1
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o q {o o
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Figure 63: Images IRM représentatives avant et apres ouverture de la BHE suite a un protocole
FUS au niveau de tumeurs cérébrales chez le rat (D'apres Wei et al, 2013).

(@) (h)

(a, e) images T1-W; (b, f) images Gd-DTPA contrast-enhanced T1-W; (c, g) images T1 soustraites aprés et
avant injection de Gd-DTPA; (d, h) images T2-W

Deés lors, des essais cliniques ont été menés afin de déterminer la faisabilité de cette
approche chez 'Homme. Un essai a montré que l'ouverture répétée de la BHE chez des patients

atteints de glioblastome était sir et bien toléré chez les patients (25).

Cependant, le développement de la technique FUS est étroitement lié a la disponibilité de
marqueurs de l'intégrité de la BHE, dans le but d'évaluer quantitativement I'impact des différentes

conditions des FUS sur I'augmentation de la perméabilité de la BHE (26).
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OBJECTIFS

Cette étude vise a évaluer la TEP au ['8F]FDS comme technique quantitative d'imagerie in
vivo de la perméabilité accrue de la BHE induite par les FUS. A cette fin, les conditions des FUS
transcraniens ont été optimisées pour induire de maniére peu invasive une perturbation
hémisphérique de la BHE chez la souris. La cinétique du ['8F]FDS a travers la BHE a été comparée

dans I'némisphére traité par ultrasons et 'hémisphere non traité.



MATERIEL ET METHODES

La synthése du ['®F]FDS a partir du ['®FJFDG commercial a été décrite par Li et ses
collaborateurs (15). Du NaBH4 (2 mg) a été ajouté a 4 mL de ["®F]FDG (180-200 MBq, Curium, Saclay,
France). Apres 15 min de réaction a température ambiante, 10 pL d'acide acétique (0,15 mmol) ont
été ajoutés. Le mélange est passé a travers une cartouche Sep-Pak Alumina-N-Plus-Long (Waters,
Guyancourt, France). La pureté radiochimique a été vérifiée par radio chromatographie sur couche
mince sur des plaques d'alumine recouvertes de gel de silice (Merck, Guyancourt, France). La phase
mobile était constituée d'acétonitrile/eau (80/20, v/v). Un seul pic avec un facteur de retard (Rf)=0,6

a été observé. A titre comparatif, le Rf du ['F]FDG était de 0,9.
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Figure 64: Structures chimiques du mannitol, sorbitol, [*8F]-2-fluoro-2-deoxy-glucose (['8F]-FDG) et du
18 F-2-fluoro-2-deoxy-sorbitol (['8F]FDS).

La méthode de perturbation de la BHE contrblée dans l'espace a été optimisée par le Dr.
Anthony Novell, chercheur au sein de I'’équipe Développements Méthodologiques et Instrumentation
de BioMaps, a partir de travaux antérieurs (23) afin d'induire une perturbation reproductible de la
BHE dans I'hémisphére cérébral droit uniquement. Les expériences ont été réalisées a l'aide de
souris femelles NMRI nu/nu dépourvues de poils, afin de limiter la distorsion de la transmission
transcranienne des ultrasons. Des souris femelles NMRI nu/nu agées de sept semaines ont été
anesthésiées avec de l'isoflurane a 1,5 % dans de '0.. Un cathéter a été inséré dans la veine
caudale et I'animal a été transféré dans le systéme de sonication. Un transducteur focalisé
(diametre actif 25 mm, profondeur focale 20 mm, résolution axiale 5 mm, résolution latérale 1 mm,

Imasonic, Voray sur I'Ognon, France) centré a 1,5 MHz a été utilisé pour perturber la BHE. Le



transducteur a été connecté a un générateur programmable monocanal (Image Guided Therapy,
Pessac, France) et monté sur une platine motorisée a axe XYZ et positionné au-dessus de la téte
de la souris maintenue sous anesthésie. Le dispositif a été couplé au créne de la souris a l'aide d'un
ballon en latex (rempli d'eau dé-ionisée et dégazée) et d'un gel de couplage. La distance entre le
transducteur et le crane a été ajustée par le déplacement de I'axe motorisé (Z) et le remplissage
du ballon afin d'obtenir le centre de I'hémisphére droit du cerveau, a la distance focale (c'est-a-dire
20 mm). Des microbulles SonoVue® (Bracco, Italy) ont été administrées par voie intraveineuse
dans la veine caudale via un bolus (50 pl) avant le début des sessions FUS (n=5) ou Sham (n=3). La
séquence FUS était composée d'ondes ultrasonores transmises pendant 3,5 s a 1,5 MHz avec un
rapport cyclique de 71 % et une pression négative maximale de 525 kPa. Par conséquent, la
pression transmise dans le cerveau de la souris a été estimée a 420 kPa en considérant une
atténuation du créne de 20 % a 1,5 MHz (27). Un balayage mécanique (axe XY) a été synchronisé
avec la sortie du générateur afin d'induire une ouverture de la BHE du cerveau hémisphérique de
6 mm (antérieur-postérieur) x 3,6 mm (hémispheére droit latéral). La séquence a été répétée 36 fois

pour une exposition totale de 126,4 s (Figure 65).
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Figure 65: Schématisation du protocole expérimental utilisé pour cette étude

L'ouverture hémisphérique de la BHE a été induite sur des souris NMRI nu/nu (n=5). Les ondes ultrasonores ont été
générées sur le coté droit (FUS+). Le cOté controlatéral (FUS-) n'a pas recu de perturbations des ondes mécaniques
au sein du tissu cérébral. Un groupe de souris contréle (n=3) a également été utilisé sans genése d’'ondes
ultrasonores quel que soit 'hémisphere cérébral.

Ill.  Test d'extravasation au bleu d'Evans

Le succes de l'ouverture de la BHE a été confirmé par I'extravasation du colorant EB. En
bref, 100 ul d'EB a 4 % ont été injectés par voie intraveineuse immédiatement aprés la session FUS
(ou Sham). L'EB (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a 4% dans NaCl 0,9% a été

fraichement préparé comme décrit précédemment (28). Une heure apreés l'injection, c'est-a-dire a
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la fin de I'acquisition TEP, les animaux ont été euthanasiés et les cerveaux ont été prélevés pour
évaluer visuellement l'extravasation de I'EB (Figure 69). Dans notre étude, les caractéristiques
fluorescentes de I'EB (pic d'excitation compris entre 470 et 540 nm ; emission a 680nm) ont été
utilisées pour observer ex vivo par un microscope a fluorescence la zone cérébrale impactée par
I'ouverture de la BHE. Pour cela, un cerveau congelé FUS a été sectionné avec un cryostat (Leica
CM3050 S, Leica). Une coupe de cerveau a été scannée avec un objectif 20x, a I'aide d'un
microscope AxiObserver Z1 (Zeiss, Allemagne) pour évaluer la distribution de la fluorescence du
colorant EB au niveau d'une coupe coronale de cerveau de souris aprés application du protocole
FUS dans I'hémisphére cérébral droit. Ensuite, une coupe de cerveau représentative acquise en
microscopie (EB) et son examen TEP respectif ont été recalés sur un modéle IRM (Mironne, 2007)
via le logiciel Pmod pour comparer la localisation du signal TEP in vivo (SUV) avec la fluorescence

de I'EB ex vivo.

Immédiatement apres l'injection d'EB, les souris anesthésiées ont été transférées au

scanner microPET (Inveon, microPET, Siemens Healthcare, Knoxville, TN, USA).

Le ["8F]FDS a été administré par voie intraveineuse (4,2+0,76 MBQ) a I'aide d'une pompe a micro-
injection a un débit de 0,2 mL.min-1 (Siemens Healthcare) (n=5 FUS ; n=3 Sham). L'acquisition TEP
dynamique (60 min) a commencé des l'injection du ["®F]FDS. Les images TEP ont été corrigées de
I'atténuation, des coincidences aléatoires et de la diffusion avant d'étre reconstruites par
l'algorithme 3D OSEM/MAP. Des volumes d'intéréts (VOIs) ont été délimités manuellement a l'aide
du logiciel Pmod (version 3.8, PMOD Technologies Ltd, Zurich, Suisse). Dans le groupe FUS, la
fixation du ['®F]FDS dans le parenchyme cérébral était évidente dans la zone de sonication sur les
images TEP tardives. La région ou la BHE est perturbée a été délimitée et reflétée dans
I'némisphére controlatéral. Chez les animaux Sham, les VOI ont été dessinés dans chaque
hémisphére cérébral (Figure 66). Une autre VOI a été dessinée sur l'aorte (pool sanguin), évidente

sur les premiers temps, pour générer une fonction d'entrée dérivée de I'image (IDIF).



Figure 66: Exemple de Volume d'intérét VOI pris en compte pour I'extraction des
courbes d’activité en fonction du temps sur les examens TEP dynamiques.

Les courbes d'activité temporelle (TAC) en kBg/cc ont été corrigées pour prendre en
compte la décroissance radioactive et le poids des animaux, elles ont été exprimées en valeur de
fixation normalisée (SUV) en fonction du temps. Les aires sous ces courbes d'activités (AUC) ont

été calculées de 0 a 15, 30 et 60 minutes ainsi que les rapports AUCcerveau/AUCsang COrrespondants.

1. Approches quantitatives en TEP : la modélisation

La modélisation en imagerie TEP nous permet d'accéder a différents parameétres
quantitatifs pour étudier la biodistribution d'un radiotraceur ainsi que de suivre sa cinétique au
sein de l'organisme. |l existe plusieurs types de modeles, a compartiments, suite a l'utilisation de
régions de référence ou des modeéles non-compartimentaux. Dans notre étude, pour quantifier la

perméabilité de la BHE grace a I'imagerie TEP, des modeéles simples ont été utilisés.

a. Modele Logan

Le modeéle Logan est une méthode d'analyse graphique se basant sur la régression linéaire,
il est utilisé pour des systéemes ayant des récepteurs réversibles et permet d'estimer le volume total
de distribution Vy. La concentration tissulaire en radiotraceur obtenue en fonction du temps
(Grissu(t)) va prendre en compte I'activité plasmatique. Aprés avoir atteint un temps d'équilibre
suffisant au sein du systéme (t*), le tracé de la fonction va se rapprocher d’'une droite ou on pourra

déterminer la pente et 'ordonnée a l'origine (pente = volume total de distribution).



b. Modele a 1-compartiment (1-cpt)

Dans un modéle a 1 seul compartiment, on considére que la concentration en radiotraceur
est la méme en tout point du systéme artériel. Le radiotraceur va pouvoir alors étre distribué de
facon uniforme a travers le corps. La concentration Cs(t) du radiotraceur au sein du tissu va pouvoir
alors étre extraite en fonction du temps. Dans cette hypothése, la radioactivité observée au sein
de la région d'intérét ne prend pas en compte les radiométabolites car la C;(t) est proportionnelle

a la concentration du radiotraceur intact retrouvée dans le plasma (Figure 67).
Le modeéle permet de déterminer des constantes de transferts :

- K1: constante de transport du sang vers le tissu (mL/cm3/min)
- k2: constante de transport du tissu vers le sang (min™")

- Vt:volume de distribution dans le compartiment tissulaire Vt=K1/k2 (mL/cm?3)

Kl ( )
>
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Figure 67: Schématisation d'un modele a un compartiment en imagerie TEP

Cp: concentration plasmatique artériel du radiotraceur ; Ci: concentration en radiotraceur au niveau tissulaire ;
K1 (mL/cm3/min) ; k2 (min-1) ; Vt=K1/k2 (mL/cm3).

Le modele repose alors sur I'équation différentielle suivante :

dC1(t)/dt = K1 Cp(t) — ka2 C1(1)

La modélisation cinétique des données TEP a été réalisée en utilisant la méthode graphique
de Logan (29) et un modéle a 1 compartiment tissulaire (1-cpt) utilisant I'IDIF pour estimer le
volume total de distribution (Vr, mL.cm) du ['®F]FDS et décrire son transport a travers la BHE. Une
cartographie paramétrique du volume total de distribution (Vr) du ['8F]FDS a été générée (Figure

69B).



Les données sont présentées sous forme de moyenne * S.D. L'analyse statistique a été
réalisée a I'aide du logiciel GraphPad Prism version 9.1, La Jolla, CA, USA. Les parametres de la
modélisation cinétique ont été comparés a l'aide d'une ANOVA a deux facteurs ("hémisphere",
"groupe"), suivie d'une comparaison multiple de Tukey. Les rapports de la radioactivité mesurée
dans I'hémisphere droit par rapport a I'némisphére gauche, ainsi que les données sanguines
obtenues dans le groupe FUS et le groupe sham, ont été comparés a l'aide du test U de Mann-
Whitney. Le test de Pearson a été utilisé pour vérifier la corrélation entre les différents parametres
cinétiques obtenus. La signification statistique a été fixée a p < 0,05. La variabilité intra-groupe des

parameétres de résultats a été estimée par le coefficient de variation (CV = 100 x S.D./moyenne).



RESULTATS

La transformation chimique du ['®FIFDG en ['F]FDS a été trés efficace (Figure 64).
L'analyse en radio-chromatographie sur couche mince (CCM) de la solution a révélé un pic unique
avec un facteur de retard (Rf) = 0,6, ce qui correspond a la présence de ["®F]FDS (15). Le Rf du
['8FIFDG non transformé, testé dans les mémes conditions de CCM, était de 0,9 (données non

présentées). Aucun ['8F]FDG n'a pu étre détecté par cette méthode dans la préparation finale du

['8FIFDS.
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Figure 68: Fixation du ["®F]FDS au niveau périphérique chez des souris NMRI nu/nu

Image représentative SUV en MIP (Maximal Intensity projection) (A). Cinétique d'accumulation du
radiotraceur au niveau des reins (B). Comparaison des aires sous la courbe (AUC) en t-test (C).



Afin de confirmer la biodistribution du radiotraceur précédemment décrite (15,17), des
analyses de la fixation du radiotraceur en périphérie ont été effectuées dans notre modele animal.
Sur lI'image SUV représentative (en MIP= maximal intensity projection), une forte fixation est
observée au niveau des reins et peu de traceur se fixe au niveau des autres organes périphériques
(Figure 68A). La cinétique de fixation au niveau des reins a été extraite pour les 2 groupes (FUS et
Sham), une accumulation rapide du ['®F]FDS est observée suggérant une élimination rapide du
radiotraceur par voie urinaire (Figure 68B). Les AUCins ONt été calculées et comparées. Aucune

différence significative entre le groupe FUS et Sham n’a été observée (p=0.61) (Figure 68C).

Aprés avoir étudié la fixation du radiotraceur en périphérie, nous avons étudié impact de
I'ouverture de la BHE sur sa fixation au niveau cérébral. Chez les animaux FUS, une forte coloration
de bleu Evans (EB) a été observée dans la partie postérieure de I'hémisphere traité par ultrasons
(droit) uniquement (Figure 69A). Une faible coloration en EB a été observée dans les vaisseaux
sanguins cérébraux de I'hémisphére controlatéral, ainsi que chez les animaux Sham. En effet,
aucune perfusion pour éliminer le sang circulant du tissu cérébral n'a été effectuée afin de pouvoir
interpréter les résultats en ex vivo et in vivo. Cela confirme que la coloration en EB peut étre utilisée
comme un contréle positif pour valider une perturbation efficace de la BHE. Les images TEP chez
les animaux Sham ont confirmé une fixation cérébrale négligeable du ['®F]FDS avec une BHE
intacte, alors qu'un fort signal TEP a pu étre observé dans I'némisphére cérébral soumis aux
ultrasons chez les animaux FUS (Figure 69B). Les images TEP paramétriques, exprimées en Vry,
étaient trés similaires aux images TEP en unités SUV, montrant une augmentation évidente de la
fixation du ['8F]FDS qui était strictement localisée dans I'hémisphére droit, avec un impact limité
sur I'némisphére gauche (Figure 69C). La distribution cérébrale du signal TEP ['®F]FDS était
similaire a l'extravasation de I'EB observée au niveau du cerveau entier et sur les coupes
cérébrales, démontrant ainsi la perméabilisation de la BHE au niveau de 'hémisphére cérébral
droit aprés l'application du protocole FUS (Figure 69D). Il est intéressant de noter que la
cartographie de la distribution cérébrale du ['8F]FDS dans la zone traitée par les FUS a montré un
gradient du centre vers la périphérie qui n'a pas été observé en utilisant I'EB comme marqueur de

l'intégrité de la BHE chez les mémes animaux (Figure 69).
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Figure 69: Impact des ultrasons focalisés (FUS) sur l'intégrité de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) évaluée a l'aide de I'extravasation du bleu Evans.

L'impact des ultrasons focalisés (FUS) sur I'intégrité de la barriere hémato-encéphalique (BHE) évaluée par
I'extravasation du bleu Evans et la tomographie par émission de positons (TEP) utilisant le ['8F]2-fluoro-2-
deoxysorbitol (['8F]FDS). L'extravasation du bleu Evans était évidente dans I'hémisphére cérébral droit des
animaux du groupe FUS (A). Images TEP cérébrales normalisées en SUV (somme 30-60 min) de 'accumulation
du ["8F]FDS apreés la rupture hémisphérique de la BHE induite par les ultrasons focalisés (FUS) ou sans (Sham)
sont présentées en (B). Les cartes paramétriques correspondantes décrivant le volume total de distribution
(VT), estimé a 'aide du modele a un seul compartiment tissulaire de 0 a 60 min, sont présentées dans (C). En
(D), la distribution de la fluorescence du colorant bleu Evans dans une coupe coronale ex vivo de cerveau de
souris FUS a été superposée a la coupe correspondante de la TEP ['8F]FDS obtenue in vivo chez le méme
animal.



Dans les hémisphéres ou la BHE est intacte (animaux Sham ou hémispheére controlatéral
(FUS-), le signal TEP cérébral a augmenté rapidement avec une absorption maximale a Tmax = 4
min, suivie d'une lente diminution de la radioactivité. Par contre, le signal TEP a été augmenté
sélectivement dans I'hémisphére droit, traité par les FUS et le Tmax a été atteint plus tardivement
a 13,5 minutes, suivi d'un plateau d'accumulation du ['8F]FDS jusqu'a la fin de l'acquisition (Figure
70A,B). Les valeurs SUV au niveau de 'némisphére traité par les FUS (droit) a 15, 30 et 60 minutes
sont significativement plus élevées que les valeurs de I'hémisphere gauche non soumis aux FUS

(p<0.01) (Figure 70 A).
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Figure 70: Cinétique du ['8F]2-fluoro-2-déoxy-sorbitol (['8F]FDS).

La rupture de la BHE a été obtenue dans I'hémisphere cérébral droit en utilisant les ultrasons
focalisés (groupe FUS n =5, en (A), mais pas dans le groupe sham (n = 3, en (B)). L'évolution dans le temps du
rapport droite/gauche du signal TEP chez les animaux FUS et sham est illustré en (C). Les fonctions d'entrée
dérivées des images TEP sont présentées en (D). Les données sont présentées sous la forme de moyennes +
S.D. La comparaison statistique des valeurs obtenues a 15, 30 et 60 minutes apres l'injection de ['8F]FDS est
indiquée par * p < 0,05, ** p < 0,01, n.s = non significatif.
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L'exposition cérébrale (AUCo-6omin) du ['8FIFDS dans I'hémisphére soumis aux FUS était
significativement plus élevée que dans la zone controlatérale (AUCrus+/AUCrus. : 2,12+0,5 fois plus,
p<0,01) ou le groupe Sham (AUCrys+/AUCsnam-rus) 1,84£0,4 fois plus, p<0,05) (Figure 71A). Le
rapport du signal TEP de la zone cérébrale soumise aux FUS sur la région controlatérale augmente
de 0 a 15 min puis atteint un plateau (Figure 70C). Le protocole FUS n'a pas eu d'impact sur la
cinétique du ['8F]FDS dans la circulation sanguine, aucune différence significative n'a été observée

dans les AUCsang entre le groupe FUS et le groupe Sham (p>0,05) (Figure 70D).

Les TACs cérébrales ont été décrites avec précision soit par la méthode graphique de
Logan, soit par le modeéle 1-cpt. L'utilisation de ces deux modéles a fourni une estimation similaire
du Vr cérébral du ['®F]FDS dans chaque hémisphere avec un ajustement acceptable (erreur < 3 %,
Figure 71B). Une relation linéaire entre les V1 de la méthode graphique Logan et ceux du modele
1-cpt a été observée (r’=0.99) (Figure 72). Dans le groupe FUS, nous avons observé une
augmentation significative du Vr.iep: du ['8FJFDS dans la région traitée aux FUS par rapport a la
région controlatérale (augmentation de 2,43+0,8 fois, p<0,001) ou au cerveau des animaux Sham
(augmentation de 1,97+0.2 fois, p<0,01). Dans le groupe FUS, la variabilité des valeurs de Vr.icp
était plus faible dans I'hémisphére traité (CV = 10,1 %) que dans I'hémisphére non traité (CV = 29,7
%). La modélisation compartimentale a en outre permis d'estimer les constantes de transfert K1
et k2 avec un ajustement acceptable (erreur < 7 %). Cependant, le K1 des animaux du groupe FUS
était associé a une variabilité élevée dans la zone non soumise aux FUS (CV = 37,6 %) par rapport
alarégion traitée aux FUS (CV = 18,5 %). Le Vr.1cpra donc été retenu comme parametre de référence

pour décrire la distribution cérébrale du ['8F]FDS dans toutes les conditions testées.
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Figure 71: Pharmacocinétique des données TEP cérébrales du ["8F]FDS.

La perturbation de la BHE induite par les ultrasons (FUS+) a été obtenue dans I'hnémisphére cérébral droit
alors que la BHE dans I'némisphere cérébral controlatéral était intacte (FUS-). En (A), les expositions
cérébrales correspondantes (AUCcerebral). La distribution cérébrale a été estimée par le modele VT-1TC

(modéle a 1 compartiment tissulaire), en (B), en utilisant

une fonction d'entrée dérivée de l'image. Les

données ont également été comparées avec le groupe Sham (pas de FUS, n=3). Les données sont
présentées sous la forme de moyennes + S.D avec * p < 0,05, ** p < 0,01.

D'autres méthodes de quantification ont été testées afin de réduire la durée de 'acquisition

TEP et/ou simplifier I'analyse des données TEP. Les valeurs de Vr.ipt estimées de 0 a 30 min (Vr-1¢pt

3omin), ainsi que les ratios AUCcerveau/AUCsang mesurés de 0 a 30 ou a 60 minutes, étaient

significativement corrélée aux valeurs de Vr.1¢pt somin (P

<0,001, R? =0,99), avec une perte limitée de

la sensibilité pour détecter 'augmentation de la distribution cérébrale du ["®F]FDS induite par le

protocole FUS (Figure 72). Cependant, une réduction supplémentaire de la longueur de

l'acquisition TEP a eu tendance a sous-estimer la distribution cérébrale du ['®F]FDS, ce qui a

entrainé une baisse de la sensibilité de la distribution cérébrale du ['8F]FDS, en particulier dans

I'némisphére traité par ultrasons. Néanmoins, I'AUCcereau/AUCsang de 0 @ 15 min était toujours

significativement corrélée aux valeurs Vr.icp (p < 0,001, R? = 0,94) mais la pente de la régression

linéaire était <0,5.
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Figure 72: Sensibilité des parameétres cinétiues pour décrire l'impact des US sur la distribution
cérébrale du ['8F]FDS chez la souris.

Les souris (n = 5) ont subi une rupture de la barriere hémato-encéphalique induite par des ultrasons focalisés
dans I'hémisphére droit uniquement. Une modélisation cinétique a été réalisée pour estimer la distribution
cérébrale (V1) du ["8FIFDS en utilisant un modele a un seul compartiment tissulaire (Vr-1cpr) estimé de 0 a 60
minutes apres l'injection de ["®F]FDS. Les valeurs V1-1cpro-60min ONt été corrélées avec les valeurs Vr.icpr estimées
de 0.a 30 min.(V1-1cpto-30min), les Vr estimés a l'aide de la méthode graphique de Logan de 0 a 60 min (V1-Logan;60min)
ou avec le ratio entre les courbes temps-activité (AUC) mesurées dans les régions cérébrales et dans le sang
(AUCcerveau/AUCsang) de 0 a 15, 30 ou 60 minutes. La pente de la corrélation linéaire est indiquée.
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DISCUSSION

Dans cette étude, I'imagerie TEP au ['8F]FDS a été validée pour la premiére fois en tant que
marqueur translationnel et quantitatif de la perméabilité de la BHE afin d'estimer I'impact des FUS
sur une zone cérébrale déterminée dans l'espace chez la souris. Comparé au ["®F]FDG, le ['®F]FDS
est peu absorbé par les cellules de mammiféres car il ne subit pas de transport facilité (15).
L'utilisation du ['®F]FDS pour l'imagerie TEP n'est pas nouvelle. En effet, la TEP au ['8F]FDS a été
validée chez 'animal et 'Homme pour étudier la fonction rénale (18) ou pour estimer la charge
bactérienne dans les tissus, sachant que le sorbitol est un substrat métabolique spécifique de
certaines souches de bactéries gram-négatives (30). Hormis ces diverses utilisations, a notre
connaissance, il n'a jamais été évalué comme un marqueur potentiel de I'intégrité de la BHE. Le
['8F]IFDS bénéficie des caractéristiques d'un marqueur " idéal " de l'intégrité de la BHE (6). Cela
inclut la sécurité clinique, la stabilité métabolique, la faible liaison aux protéines plasmatiques (<0, 1
%) et une faible absorption cérébrale basale lorsque la BHE est intacte (16,17). De facon
intéressante, il a été démontré que le ['®F]FDS s'accumule dans des xénogreffes de tumeurs
cérébrales orthotopiques chez la souris, malgré une accumulation négligeable par les cellules de
gliome implantées in vitro (15). Nos résultats suggerent que l'augmentation du signal TEP du
['8F]IFDS dans la zone tumorale dans ce modéle peut étre attribuée a une fuite locale de la BHE
plutdt qu'a une accumulation par les cellules cancéreuses (15). D'autres expériences sont toutefois
nécessaires afin de valider I'utilisation du ["®F]FDS pour surveiller quantitativement la perméabilité
de la BHE dans les tumeurs cérébrales. En raison de la haute sensibilité de ["®F]FDS a l'intégrité
BBB, nous pensons que l'utilisation de la TEP au ['8F]FDS peut étre envisagée pour une estimation

correcte de la charge bactérienne dans les lésions cérébrales (31).

La modélisation pharmacocinétique des données TEP du ['8F]FDS dans le cerveau est
relativement simple. L'estimation du Vy cérébral a donné des résultats similaires et fiables en
utilisant soit la méthode graphique (Logan), soit la modélisation compartimentale (1-cpt) dans le
cerveau traité et non traité par les FUS, avec une faible variabilité intra-groupe. Dans le groupe
FUS, la variabilité était remarquablement plus faible (CV ~10%) dans les régions cérébrales traitées
aux FUS par rapport aux régions dont la BHE est intacte (CV ~30%). Cela peut s'expliquer par le
faible signal TEP dans le cerveau avec une BHE intacte, associé a un rapport signal/bruit plus élevé
par rapport au cerveau soumis aux FUS dans lequel le signal TEP est plus élevé. Cela suggére que
le Vr qui prend en compte toute modification de la cinétique plasmatique du ['®F]FDS, constitue un

parameétre fiable et sensible pour décrire la perméabilité cérébrale au ['8F]FDS suite aux FUS.



L'estimation du Vr.ipra partir des données TEP de 0 a 30 minutes est un compromis permettant
une délimitation du pool sanguin au niveau de l'aorte durant les premiéres minutes post-injection
et une estimation correcte de la distribution cérébrale du ['8F]FDS tout en réduisant la durée totale

de l'acquisition TEP (Figure 72).

D'autres parametres ont été testés pour estimer quantitativement I'impact des FUS sur la
captation cérébrale du ["®F]FDS. L'AUCcerveas/AUCsang, mesurée de 0 a 30 ou 60 minutes aprés
I'injection, a permis de prédire avec précision le Vr.1¢pt €t peut alors étre utilisée comme parametre
de substitution pour estimer la perméabilité de la BHE (Figure 72). Il convient d'utiliser le Vt ou
I'’AUCcerveau/AUCsang plutdt que I'AUCcerveau, dans les situations ou I'on s'attend a une modification de
la cinétique sanguine du ['8F]FDS, par exemple en cas de troubles rénaux (19). Ces paramétres

permettent d'estimer correctement la distribution du ['F]FDS.

La méthode FUS utilisée dans ce projet provoque une perturbation localisée de la BHE dans
I'némisphére droit tout en gardant I'hémisphére controlatéral intact, comme le confirme
l'utilisation du test d'extravasation de I'EB en post mortem. Dans cette situation, I'hémisphére
controlatéral peut servir de région de référence pour estimer avec précision I'impact des FUS sur
la fixation cérébrale du ['8F]FDS (AUCcereau, (Figure 70)). Cependant, dans de nombreuses
situations, la perturbation de la BHE induite par les FUS ou par d'autres méthodes peut affecter
I'ensemble du cerveau ou ne peut pas étre localisée a priori (32). En I'absence d'une telle région de
référence, I'augmentation de la perméabilité de la BHE peut étre quantifiée en comparant le Vr du
['8FIFDS ou le rapport entre AUCcerveaus/AUCsang Obtenus avec un groupe contrdle (Sham) ou la BHE
est intacte ou avec des données TEP d’examens effectués en amont chez les mémes sujets via des
études longitudinales. Cela illustre la valeur ajoutée de la TEP quantitative par rapport a d'autres
techniques de neuro-imagerie pour la détermination non invasive de différents niveaux de
perméabilité de la BHE dans diverses situations (13). La cartographie de I'augmentation cérébrale
du signal TEP du ["8F]FDS induit par les FUS était cohérente avec I'extravasation de I'EB observée
ex vivo et in vitro, bien que la corrélation exacte des images TEP avec les coupes de cerveau soit
tres difficile a établir. Cela suggére qu'il y a une diffusion limitée du ['F]FDS de la zone cérébrale
soumise aux FUS vers la zone non traitée ayant une BHE intacte. Il est intéressant de noter que la
distribution cérébrale dans la zone traitée par FUS a montré un gradient du centre vers la
périphérie (Figure 69). On peut supposer qu'une hétérogénéité de l'intensité des ultrasons délivrés
peut se produire a l'intérieur de la zone traitée aux FUS en raison de la perte de transmission des
ultrasons par rapport a l'angulation du transducteur a la surface du crane. Il est intéressant de

noter qu'un tel phénoméne n'a pas pu étre détecté en utilisant des marqueurs de haut poids



moléculaire de l'intégrité de la BHE tels que le gadotérate ou en utilisant I'extravasation d'EB chez

les mémes animaux.

Plusieurs exemples récents illustrent la valeur ajoutée de l'imagerie TEP pour étudier
I'impact des FUS sur la structure et la fonction de la BHE in vivo (26). Premierement, la fixation
cérébrale du ["®F]FDG, qui est activement transporté par GLUT1, est plus faible lors d'une
perturbation de la BHE induite par les FUS. Cette observation correspond a une diminution locale
de I'expression des GLUT1 dans le cerveau soumis a la sonication. L'absorption basale du ['®F]FDG
et I'expression de GLUT1 ont été complétement rétablies 24 heures aprés le FUS (33). La
glycoprotéine P (P-gp) et la protéine de résistance au cancer du sein (BCRP) sont les principaux
transporteurs d'efflux exprimés au niveau de la BHE (1). Précédemment, Goutal et ses
collaborateurs ont montré que la perturbation de la BHE induite par les FUS n'avait pas d'impact
significatif sur le transport d'efflux du substrat de la P-gp le ['"CIN-desméthyl-loperamide et du
substrat des P-gp/BCRP le ["'Clerlotinib chez les rats (28). Ces sondes TEP particuliéres peuvent
toutefois manquer de sensibilité pour détecter des changements subtils dans la fonction du
transporteur (34). Une diminution de I'expression de la P-gp a été signalée 24-48 heures apreés les
FUS (35,36). Cependant, I'impact a long terme sur la fonction de transport d'efflux au niveau de la

BHE doit encore étre étudié en détail.

Dans ce cadre, le ["®F]FDS peut étre un outil quantitatif pour estimer la dynamique de la
perturbation et de la restauration de la BHE apres un protocole FUS avec une résolution temporelle
appropriée (37). Dans I'ensemble, cela suggére que le ['8FIFDS enrichit la boite a outils de I'imagerie

TEP pour étudier I'impact a court et a long terme des FUS sur la perméabilité de la BHE (26).

De plus, la production simple du ['8F]FDS a partir du ['®FIFDG commercial en fait un
candidat radiopharmaceutique attrayant pour la détermination de l'intégrité de la BHE par TEP. Le
['8F]FDS n'est pas une préparation " préte a l'injection ", contrairement au ['®F]FDG. Cependant, la
plupart des produits radiopharmaceutiques utilisés dans les services de médecine nucléaire et
d'imagerie moléculaire doivent étre manipulés par une équipe de radiopharmacie, subir une
réaction chimique et un contréle qualité (38). Des efforts sont faits pour développer des kits de
formulation pour la radiosynthése du ['®F]FDS afin de simplifier sa production (39). La
radiosynthese du ['®F]FDS pour une utilisation animale ou clinique peut donc étre réalisée dans la
plupart des services d'imagerie moléculaire, y compris ceux qui ne sont pas équipés d'installations
de radiochimie (31). D'un point de vue clinique, la dosimétrie des rayonnements de ce
radiopharmaceutique s'est avérée adaptée a l'utilisation chez 'Homme, bien que I'exposition aux

rayonnements puisse constituer une limite a une utilisation répétée (17).



Notre étude présente certaines limites. L'évaluation de I'impact des FUS a l'aide du ['®F]FDS
en TEP a été effectuée chez des animaux sains uniquement. Par conséquent, les FUS ont induit une
importante augmentation de la pénétration du ['®F]FDS, a partir d'une faible absorption cérébrale
basale. Dans cette situation, la significativité statistique a été atteinte en utilisant un petit nombre
d'individus. Cependant, un grand nombre de recherches translationnelles montrent que l'intégrité
de la BHE est compromise dans de nombreuses pathologies du SNC, comme la sclérose en
plaques, les dommages hypoxiques/ischémiques, les lésions traumatiques, les maladies de
Parkinson et d'Alzheimer, I'épilepsie et les tumeurs cérébrales (2). De plus, différents modéles non-
cliniques ont montré qu'une perte d'intégrité de la BHE est une caractéristique commune de la
cascade neuroinflammatoire et contribue aux lésions cérébrales associées a la maladie (4,40).
L'imagerie TEP devrait permettre d'avoir un apercu plus quantitatif sur la perméabilité de la BHE
dans de telles conditions pathophysiologiques (4,14). Néanmoins, d'autres expériences sont
nécessaires, sur un plus grand nombre d'animaux, pour vérifier si le ["®F]FDS a la sensibilité et la
variabilité test-retest appropriées pour étre utilisé afin d'étudier la dynamique des changements

de la perméabilité de la BHE associés a la maladie lors d'études longitudinales.

Les souris NMRI nu/nu sont largement utilisées comme modéle pour le traitement du
cancer, y compris pour des tumeurs cérébrales orthotopiques (41). Nous supposons que
l'utilisation d'individus femelles de cette souche de souris immunodéficiente dans la présente
étude n'est pas susceptible de biaiser I'impact immédiat de la perturbation de la BHE induite par
les FUS par rapport aux souris males ou aux souches de souris immunocompétentes. Néanmoins,
il a été démontré que l'immunodéficience améliore l'intégrité de la BHE sur le long terme dans un
modeéle d'hémorragie intracérébrale (42). Des études longitudinales utilisant l'imagerie TEP
quantitative au ['®F]JFDS peuvent étre utiles pour étudier Iimpact du systéme immunitaire sur la
perméabilité de la BHE dans des situations pathophysiologiques en fonction du temps (4). La
restauration de la structure et de la fonction de la BHE fait de plus en plus I'objet de recherches
comme cible thérapeutique pour prévenir ou limiter I'apparition de troubles neurologiques (43).
Inversement, la perturbation temporaire de la BHE induite par les FUS est également considérée

comme une stratégie thérapeutique potentielle dans diverses maladies du SNC.

Les FUS offrent des perspectives uniques pour induire une perturbation s0re,
reproductible et localisée de la BHE in vivo (44). L'ouverture de la BHE induite par les FUS améliore
I'administration de médicaments dans le SNC (23,45). L'application des FUS uniquement (sans
combinaison avec des thérapies) peut également donner des résultats thérapeutiques en

réduisant la charge amyloide dans la maladie d'Alzheimer (46) ou induire la neurogenése (47). La



perturbation de la BHE induite par les FUS est actuellement a I'étude pour le traitement de
plusieurs maladies, notamment le glioblastome, les maladies neurodégénératives (comme la
maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique) ou les

maladies génétiques (24,48-50). Plus de 30 essais cliniques sont en cours (51-54).

On peut donc s'interroger sur l'impact a long terme de la perturbation temporaire de la
BHE induite par les FUS dans une situation ou l'intégrité et la fonction de la BHE sont déja
compromises (40). Cette situation complexe illustre le besoin crucial de techniques d'imagerie TEP
quantitative pour déméler l'impact des FUS sur la perméabilité de la BHE en relation avec la

fonction cérébrale chez les modéles animaux et les patients (26).



CONCLUSION

L'imagerie TEP in vivo au ['8F]FDS présente des propriétés essentielles pour devenir un
marqueur efficace et quantitatif de la perméabilité de la BHE, notamment une production simple
a partir du ["®F]FDG, un faible poids moléculaire, une faible distribution a travers la BHE intacte et
une faible diffusion de la zone cérébrale traitée vers les zones non soumises aux FUS avec une BHE
intacte. C'est ce que nous démontrons ici pour la premiére fois en utilisant I'induction locale de la
perméabilité de la BHE par les FUS. La TEP au ['®F]FDS offre un marqueur d'imagerie in vivo pour
mesurer finement et dynamiquement les variations de perméabilité de la BHE. La faisabilité
pratique de la TEP au ['®F]FDS pour les protocoles précliniques a cliniques en fait une alternative

attrayante a I''RM-DCE et a la TEMP au 99mTc-DTPA.
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CONCLUSION GENERALE

L'imagerie TEP au cours de cette thése a permis de suivre in vivo I'évolution de différents
mécanismes cérébraux tels que la neuroinflammation, le métabolisme du glucose et l'intégrité de

la BHE.

A ma connaissance trés peu d'études TEP ont été réalisées pour suivre |'évolution de la
neuroinflammation suite a une intoxication a un OP (1,2). Cependant, de plus en plus d'études
relient la neuroinflammation comme étant un élément participant aux troubles cognitifs qui
s'installent sur le long terme post-exposition a des neurotoxiques. (3). Cette premiere approche en
imagerie in vivo pour un suivi d'une neuroinflammation a des doses sous |éthales de neurotoxique
est primordiale pour comprendre l'impact de ces doses au niveau cérébral. Mon étude préclinique
est la troisiéme en imagerie TEP in vivo et la premiéere investiguant I'impact de doses sous léthales
de neurotoxique (NIMP) sur le cerveau. Dans le cadre du suivi de |'évolution de la
neuroinflammation grace a l'utilisation du ["®F]DPA-714 dans un modeéle d'intoxication avec un
organophosphoré (NIMP) (4), mon étude a mis en avant une fenétre thérapeutique d'action suite
a une exposition a une faible dose de toxique. En effet, notre approche en imagerie a également
permis de suivre une réponse thérapeutique suite a l'utilisation d'un anti-inflammatoire (le
Montelukast) déja prescrit dans la pathologie asthmatique. Son utilisation dans d'autres
pathologies comme la maladie de Parkinson et d’Alzheimer, I'épilepsie (5-7) I'a positionné comme
une molécule ayant de nombreuses propriétés thérapeutiques en agissant notamment sur les
voies inflammatoires. Il a été utilisé pour la premiére fois dans notre étude dans le cas d'une

intoxication et a indiqué une diminution de l'inflammation un mois post-traitement.

Un suivi thérapeutique a également pu étre effectué dans un modele murin d'une
pathologie neurodégénérative trés fréquente dans nos sociétés: la maladie d'Alzheimer. Cette
étude TEP ['8F]FDG a mis en évidence une diminution de la consommation de glucose dans un
modeéle d'injection intra-cérébroventriculaire du peptide AP2sas (8) grace a une approche par
cartographie statistique paramétrique. Il est intéressant de noter que des divergences ont été
décrites dans la littérature concernant les résultats obtenus en préclinique sur la consommation
de glucose dans les modéles de la MA (9). Cependant, nos résultats correspondent aux études
cliniques démontrant un hypométabolisme du glucose chez les patients Alzheimer (10). Le
métabolisme du glucose a pu étre rétabli aprés un traitement au Donépézil dans ce modeéle murin.

Ce traitement est déja utilisé chez 'Homme depuis plusieurs années dans le traitement



symptomatique de la MA (11). Cependant, I'évaluation de son effet thérapeutique a été évalué pour
la premiere fois dans ce modéle murin. D'autres approches thérapeutiques pourraient étre testées
dans ce modéle afin d'étudier des améliorations du fonctionnement cérébral suite a 'étude du

métabolisme du glucose in vivo.

Que ce soit dans le cadre de la MA ou d’'une intoxication, I'étude de l'intégrité de la BHE est
importante afin de comprendre sa dynamique dans un contexte pathologique. D'un c6té, son
étanchéité empéche le passage de molécules thérapeutiques tels que les oximes permettant de
réactiver les AChE inhibées dans le cadre d’'une intoxication (12) ou de thérapies innovantes dans
la MA (13). D'un autre c6té, la BHE peut étre altérée dans ces deux états pathologiques:
intoxication ou MA (14,15). Par conséquent, I'étude de I'étanchéité de la BHE in vivo via des
approches quantitatives pourrait permettre de mieux comprendre I'évolution dynamique de cette
derniere évaluant a la fois son altération et/ou sa restauration. Pour cela des biomarqueurs
quantitatifs sont nécessaires. Ma troisieme étude a permis de repositionner I'imagerie TEP au
['8FIFDS comme marqueur de lintégrité de la BHE. Ce radiotraceur est déja utilisé pour des
pathologies néphrologiques ou lors d'infections bactériennes (16,17). Pour investiguer l'utilité de
la TEP au ['®F]FDS dans le cadre de lintégrité de la BHE, des souches de souris saines ont été
utilisées et une ouverture focalisée de la BHE c6té hémisphérique droit a été réalisée grace a la
technologie des ultrasons préalablement utilisée dans notre laboratoire (18). L'augmentation de la
fixation du ['8F]FDS uniquement au niveau de la zone soumise aux FUS a montré que ce
radiotraceur était sensible aux modifications de la perméabilité de la BHE. Cette étude a permis de
valider le ['®F]FDS comme biomarqueur TEP de lintégrité de la BHE. Deés lors, son utilisation
pourrait investiguer l'ouverture « naturelle » de la BHE suite aux processus pathologiques qui
peuvent limpacter dans diverses pathologies neurologiques. Cela permettra de déterminer des
fenétres thérapeutiques d’actions pour l'administration de thérapeutiques pouvant ainsi accéder
aux sites cérébraux |ésés. Etant donné la diversité des modifications que peut subir la BHE a des
fenétres temporelles individu dépendant, des approches interventionnelles utilisant la technologie
des ultrasons focalisés (FUS) sont primordiales pour engendrer artificiellement l'ouverture de la
BHE in vivo (19). La combinaison FUS/['®F]FDS utilisable en imagerie TEP offre alors de nouvelles
perspectives pour la mise au point de divers protocole FUS afin d'optimiser leurs actions au sein

du SNC.

Finalement, I'utilisation de trois radiotraceurs TEP ['8F]DPA-714 (activation gliale), ['®FIFDG

(consommation de glucose) et ['8F]FDS (intégrité de la BHE) dans différents modéles précliniques



(OP, MA, FUS) m’'a permis d'investiguer, durant ma thése, de divers mécanismes cérébraux in vivo

dans des contextes pathologiques ou non.
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Résumé: Les acétylcholinestérases (AChE) sont
des enzymes largement distribuées au sein du
systéme nerveux central (SNC) permettant le
recyclage de I'acétylcholine (Ach). L'utilisation des
inhibiteurs  réversibles/irréversibles de  ces
derniéres empéchent la dégradation de I'Ach.
Suivant le contexte d'utilisation, les inhibiteurs des
AChE peuvent avoir un impact bénéfique ou
néfaste sur les mécanismes cérébraux. Ces
dernieres décennies, une classe d'inhibiteurs
irréversibles des AChE considérés comme des
neurotoxiques de guerre tel que le gaz sarin ont
été utilisés lors de divers conflits militaires et/ou
lors d'attaques ciblant les populations civiles. Ils
provoquent une accumulation anormalement
élevée d'Ach au niveau du SNC des personnes
exposées avec ces composés, on parlera alors
d'intoxication. L'hyperexcitabilité du SNC suite a
I'intoxication engendre une succession de
symptomes détectables soit sur le court ou le long
terme selon la dose de toxique a laquelle les
personnes ont été exposées. Des études suite aux
attentats de Tokyo en 1995 ont mis en évidence
que méme une faible dose de toxique ne
provoquant pas l'apparition de symptomes
immédiats était capable de générer des troubles
cognitifs notamment mnésiques des années post-
exposition. Cependant les mécanismes sous-
jacents a de tels troubles restent encore
méconnus. L'utilisation des inhibiteurs d’AChE est
aussi possible dans un contexte thérapeutique,
comme dans la maladie d'Alzheimer ou une
diminution des taux d'Ach est observée. Des
inhibiteurs cette fois-ci réversibles des AChE
comme le Donépézil (DPZ) sont alors utilisés pour
maintenir des taux normaux d'Ach dans le cerveau
permettant ainsi son bon fonctionnement. Les

études réalisées au cours de cette these ont pour
but de déterminer I'effet de ces inhibiteurs d’AChE
sur divers mécanismes cérébraux. La premiére
étude a permis danalyser Iimpact de
I'administration d'une forte et d'une faible dose
d'un organophosphoré (NIMP ; analogue du gaz
sarin), un inhibiteur irréversible des AChE, sur la
neuroinflammation en imagerie TEP in vivo via
I'utilisation du radiotraceur ['®F]DPA-714. Le suivi
de la neuroinflammation in vivo sur plusieurs mois
a permis de déterminer une fenétre thérapeutique
d‘action pour tester un traitement
neuroprotecteur. Pour la deuxieme étude un
modele préclinique de la maladie d'Alzheimer
(MA) a été employé afin d'évaluer in vivo les effets
d'un traitement avec le Donépézil sur le
métabolisme cérébral du glucose en utilisant
I'imagerie TEP au ['F]FDG. Divers mécanismes
pathophysiologiques (neuroinflammation,
accumulation anormale de protéines mal
conformées (MA)...) sont associés aux maladies
neurologiques et peuvent impacter I'étanchéité de
la barriere hématoencéphalique (BHE). Il est donc
primordial d’avoir des outils permettant la
quantification de la perméabilité de la BHE in vivo.
Dans ce cadre, un troisieme projet utilisant la
technique des ultrasons focalisés mis au point au
laboratoire a permis de repositionner I'imagerie
TEP au ['®F]-2- fluoro-2-désoxy-sorbitol (["8F]FDS)
comme biomarqueur quantitatif de I'intégrité de
la BHE in vivo. Au cours de cette thése I'imagerie
TEP  a  permis  d'investiguer  différents
fonctionnalités cérébrales (neuroinflammation,
métabolisme cérébral du glucose, intégrité de la
BHE) afin de i) réaliser un suivi longitudinal, ii) un
suivi thérapeutique et iii) valider un nouveau
biomarqueur.
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Abstract:  Acetylcholinesterases  (AChE) are
enzymes widely spread in the central nervous
system (CNS) that allow the recycling of
acetylcholine (Ach). The use of
reversible/irreversible inhibitors of these enzymes
prevents the degradation of Ach. Depending on
the context of their use, AChE inhibitors can have
a beneficial or detrimental impact on brain
mechanisms. In the last decades, a class of
irreversible AChE inhibitors considered as warfare
nerve agents such as sarin have been used in
various military conflicts and/or in several attacks
against civilian populations. They cause an
excessive accumulation of Ach in the SNC of
people who have been exposed to them, which is
considered as intoxication. The hyperexcitability of
the CNS following intoxication generates a
succession of symptoms that can be detected
either in the short or long term, depending on the
dose of the nerve agent. Studies following the
Tokyo attacks in 1995 showed that even a low
dose of toxic that did not cause the emergence of
immediate symptoms was able to induce cognitive
disorders, particularly memory impairment,
several years after exposure. However, the
mechanisms underlying such disorders are still not
well understood. AChE can also be used in a
therapeutic context, like in Alzheimer's disease, in
which a decrease in Ach levels are observed.
Therefore, reversible AChE inhibitors such as
Donepezil (DPZ) are used to maintain normal
levels of Ach in the brain, thus allowing a proper

brain functioning. The studies carried out in this
thesis aimed to determine the effect of these AChE
inhibitors on various brain mechanisms. The first
study investigated the impact of high and low
dose administration of an organophosphate
(NIMP; analogue of sarin), an irreversible AChE
inhibitor, on neuroinflammation using in vivo
['"®FIDPA-714 PET imaging. Longitudinal in vivo
monitoring of neuroinflammation over several
months allowed to identify a therapeutic window
for neuroprotective treatment. For the second
study a preclinical model of Alzheimer's disease
(AD) was employed in order to evaluate in vivo the
effects of Donepezil treatment on cerebral glucose
metabolism using ['®FIFDG  PET. Various
pathophysiological mechanisms
(neuroinflammation, abnormal accumulation of
misfolded proteins (AD)..) are associated with
neurological diseases and may impact the blood-
brain barrier (BBB) integrity. It is therefore essential
to develop tools to quantify BBB permeability in
vivo. In this context, a third project combining
focused ultrasound and PET was set up in order to
investigate the potential of ['®F]FDS PET imaging
as a quantitative biomarker of BBB integrity in vivo.
In the course of this thesis, PET imaging allowed to
investigate different brain functions
(neuroinflammation, cerebral glucose metabolism,
integrity of the BBB) in order to assess i) changes
in brain mechanisms in a longitudinal manner, ii) a
therapeutic follow-up and iii) validate a new
biomarker




