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The P-glycoprotein (P-gp), an efflux transporter expressed at the blood-brain barrier (BBB), limits the cerebral passage of many drugs. This thesis aimed to study, validate, and optimize positron emission tomography (PET) imaging with [11C]metoclopramide, a novel radiopharmaceutical for quantitative imaging of P-gp. This translational project aimed to enable the evaluation of [ 11 C]metoclopramide PET imaging as a biomarker for pharmacoresistant epilepsy (DRE) in a clinical protocol.

An in vitro and in vivo comparison was initially performed to assess the sensitivity of currently available PET imaging probes for clinical use in detecting small changes in P-gp activity. The results revealed that [ 11 C]metoclopramide showed greater vulnerability to inhibition than other studied radiotracers ([ 11 C]verapamil, [ 11 C]N-desmethylloperamide, and [ 11 C]domperidone). Considering that partial inhibition or depletion of P-gp at the BBB is a more likely clinical situation than total inhibition, vulnerability to inhibition was proposed as a new criterion for evaluating the performance of P-gp radiolabeled substrates to anticipate their ability to detect physiologically relevant changes in transporter function in vivo.

Titre : Imagerie du transport d'efflux par la P-glycoprotéine au niveau de la barrière hémato-encéphalique : vers un biomarqueur de l'épilepsie pharmaco-résistante Mots clés : P-glycoprotéine, imagerie TEP, radiopharmaceutiques, épilepsie pharmaco-résistante, transporteurs ABC, pharmacocinétique Résumé : La P-glycoprotéine (P-gp) est un transporteur d'efflux exprimé au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE), qui limite le passage cérébral de nombreux médicaments. Ce travail de thèse a eu pour objectif d'étudier, de valider puis d'optimiser l'utilisation de l'imagerie TEP (tomographie par émission de positons) au [ 11 C]métoclopramide, un nouveau radiopharmaceutique pour l'imagerie quantitative de la P-gp. Ce projet translationnel a eu pour finalité de permettre l'évaluation de l'imagerie TEP au [ 11 C]métoclopramide en tant que biomarqueur de l'épilepsie pharmaco-résistante (EPR), dans le cadre d'un protocole clinique.

Dans un premier temps, une comparaison in vitro et in vivo a été réalisée pour évaluer la sensibilité des sondes d'imagerie TEP actuellement disponibles pour usage clinique à détecter de faibles changements d'activité de la P-gp. Les résultats ont révélé que le [ 11 C]métoclopramide a présenté une plus grande vulnérabilité à l'inhibition que les autres radiotraceurs étudiés ([ 11 C]vérapamil, [ 11 C]N-desmethyl-loperamide et [ 11 C]dompéridone). L'inhibition ou la déplétion partielle de la P-gp au niveau de la BHE est une situation clinique plus probable qu'une inhibition totale. La vulnérabilité à l'inhibition a donc été proposée comme nouveau critère d'évaluation des performances de substrats de la P-gp radiomarqués afin d'anticiper leur capacité à détecter des changements physiologiquement pertinents de la fonction du transporteur in vivo.

Dans un deuxième temps, afin d'anticiper les répercussions d'éventuelles interactions médicamenteuses inhérentes à une étude clinique chez des patients atteints d'épilepsie, l'impact de puissants modulateurs des cytochromes (CYPs) sur la cinétique plasmatique et cérébrale du [ 11 C]métoclopramide a été étudié. Les résultats obtenus soutiennent l'utilisation du [ 11 C]métoclopramide pour des études chez les patients traités par des inducteurs de CYPs.

Enfin, la constante d'élimination cérébrale (KE,brain), dérivée des images TEP dynamiques, a été évaluée comme paramètre pour l'interprétation des données TEP au [ 11 C]métoclopramide. Le paramètre KE,brain, qui peut être calculé sans prélèvement sanguin artériel, a permis d'estimer l'activité fonctionnelle de la P-gp et de mettre en évidence les répercussions de l'inhibition sur l'activité d'efflux chez l'animal et chez l'Homme.

Ce travail souligne l'importance de développer des critères d'évaluations pertinents, qui prennent en compte la pharmacologie des transporteurs et le contexte clinique, pour développer et évaluer les performances de radiotraceurs destinés à l'imagerie de transporteurs comme la P-gp. Les résultats renforcent l'intérêt du [ 11 C]métoclopramide et justifient son utilisation pour l'étude fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE dans un protocole clinique recrutant des patients atteints d'EPR.

Next, to anticipate the impact of potential drug interactions inherent in a clinical study in patients with epilepsy, the effect of potent cytochromes (CYPs) modulators on the plasma and brain kinetics of [ 11 C]metoclopramide was studied. The results supported using [ 11 C]metoclopramide for studies in patients treated with CYPs inducers.

Subsequently, the brain elimination rate constant (KE,brain), derived from dynamic PET images, was evaluated as a parameter for interpreting [ 11 C]metoclopramide PET data. The KE,brain parameter, which can be calculated without arterial blood sampling, allowed the estimation of P-gp functional activity and highlighted the effects of inhibition on efflux activity in animals and humans. This work emphasizes the importance of developing relevant evaluation criteria that consider the pharmacology of transporters and the clinical context to develop and assess the performance of radiotracers intended for imaging transporters like P-gp. The results strengthen the interest in [ 11 C]metoclopramide and justify its use for the functional study of P-gp at the BBB in a clinical protocol recruiting patients with DRE. A mes collègues de l'université de Vienne
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Figure 1 : Schéma de l'unité neuro-vasculaire. D'après N. [START_REF] Abbott | Astrocyte-Endothelial Interactions at the Blood-Brain Barrier[END_REF] La BHE est principalement constituée par les cellules endothéliales qui tapissent les microvaisseaux cérébraux [START_REF] Rubin | The Cell Biology of the Blood-Brain Barrier[END_REF]. Les cellules endothéliales de la BHE reposent sur une lame basale, dans laquelle sont enchâssés des péricytes. Sur cette lame basale viennent se projeter des pieds astrocytaires ainsi que des terminaisons neuronales. L'ensemble de ces cellules interagit étroitement et forme ce que l'on appelle l'unité neuro-vasculaire (Figure 1). 

Les cellules endothéliales

Lame basale

La lame basale sur laquelle repose les cellules endothéliales des microvaisseaux possède une structure bi-lamellaire. La lame basale endothéliale est séparée de la lame basale parenchymateuse par les péricytes (Figure 1) [START_REF] Xu | Basement membrane and blood-brain barrier[END_REF]. Elle est constituée de protéines structurelles, collagène et élastine, de protéines spécialisées, fibronectine et laminine et de protéoglycanes de type héparane sulfate [START_REF] Daneman | The Blood-Brain Barrier[END_REF]. L'altération de cette matrice extracellulaire dans certaines conditions pathologiques mène à une modification de la perméabilité cérébrale et conditionne la possibilité de migration cellulaire [START_REF] Rascher | Extracellular Matrix and the Blood-Brain Barrier in Glioblastoma Multiforme: Spatial Segregation of Tenascin and Agrin[END_REF].

Péricytes

Les péricytes sont de petites cellules enchâssées dans la lame basale qui recouvrent 20 à 30 % de la surface des capillaires cérébraux [START_REF] Kim | Brain Endothelial Hemostasis Regulation by Pericytes[END_REF]) (Figure 1). Elles synthétisent certains composants de la lame basale tels que le collagène, les protéoglycanes et les laminines. Les péricytes jouent un rôle important dans le maintien des fonctions de la BHE et son phénotype de barrière [START_REF] Lai | The Critical Component to Establish in Vitro BBB Model: Pericyte[END_REF]. Ils semblent aussi jouer un rôle dans la régulation de l'expression des gènes codant pour certains transporteurs exprimés au niveau de la BHE [START_REF] Berezowski | Contribution of Glial Cells and Pericytes to the MRNA Profiles of P-Glycoprotein and Multidrug Resistance-Associated Proteins in an in Vitro Model of the Blood-Brain Barrier[END_REF]). Cependant, le profil des transporteurs exprimés spécifiquement au niveau des péricytes eux-mêmes est encore mal connu [START_REF] Lai | The Critical Component to Establish in Vitro BBB Model: Pericyte[END_REF].

Astrocytes

Les astrocytes sont des cellules gliales dont les pieds recouvrent l'extérieur de la membrane basale (N. J. [START_REF] Abbott | Astrocyte-Endothelial Interactions at the Blood-Brain Barrier[END_REF]. Ces cellules jouent un rôle déterminant pour le fonctionnement des cellules neuronales et des vaisseaux sanguins cérébraux. Elles sont attachées à la lame basale par un complexe (le dystroglycan-dystrophin) qui permet leurs interactions réciproques [START_REF] Noell | Evidence for a role of dystroglycan regulating the membrane architecture of astroglial endfeet[END_REF] La régulation des échanges se fait à travers le cytoplasme des cellules et ne nombreux mécanismes de transport ont été identifiés au niveau de la BHE (Figure 3). Les cellules endothéliales de la BHE possèdent plus de mitochondries que les cellules endothéliales de la circulation artérielle périphérique [START_REF] Sharif | Blood Brain Barrier: A Review of Its Anatomy and Physiology in Health and Disease[END_REF], ce qui correspond à leur rôle de barrière impliquant souvent des mouvements de composés contre leur gradient de concentration, qui requiert l'énergie de l'ATP (adénosine triphosphate). Elles possèdent aussi peu de vésicules de pinocytose (invagination de la membrane cellulaire formant une vacuole permettant le transport de nutriments au travers de la cellule) [START_REF] Reese | Fine structural localization of a blood-brain barrier to exogenous peroxidase[END_REF]. Ces particularités, par rapport aux autres endothéliums de l'organisme, confèrent aux cellules endothéliales cérébrales la capacité de réguler sélectivement les échanges moléculaires par l'intermédiaire de systèmes de transport dédiés. 

Diffusion passive

Transcytose

Certaines macromolécules comme les polypeptides empruntent la voie de la transcytose qui permet de les transporter au travers de la BHE par voie vésiculaire. Deux mécanismes ont été 

LES TRANSPORTEURS AU NIVEAU DE LA BHE

Environ 10 à 15% des protéines de l'unité neurovasculaire sont des transporteurs [START_REF] Enerson | The Rat Blood-Brain Barrier Transcriptome[END_REF]). Les protéines de transport sont retrouvées aussi bien à la face luminale (côté sang)

qu'à la face abluminale (côté cerveau) des cellules endothéliales pour permettre le passage de nutriments, peptides, ions, mais aussi le transport de métabolites et de certains médicaments et toxiques [START_REF] Saidijam | Efflux Proteins at the Blood-Brain Barrier: Review and Bioinformatics Analysis[END_REF]. En règle générale, le passage des molécules du sang vers le cerveau est effectué par les membres de la super famille des transporteurs SLC, tandis que l'efflux unidirectionnel du cerveau vers le sang, qui peut se produire contre un gradient de concentration, par les membres de la super famille des transporteurs ABC. Cependant, certains transporteurs SLC fonctionnent de manière bidirectionnelle [START_REF] Stieger | Drug Transporters in the Central Nervous System[END_REF]) (Figure 5). [START_REF] Lin | SLC Transporters as Therapeutic Targets: Emerging Opportunities[END_REF]. D'autres systèmes de transport qui conditionnent le passage cérébral de molécules cationiques ont été identifiés au niveau de la BHE. On en connait les répercussions fonctionnelles et l'importance sur la distribution cérébrale de nombreux composés comme la clonidine, la nicotine, la cocaïne ou la diphenhydramine. Cependant, l'identification moléculaire de ces systèmes de transport n'a pas encore été parfaitement établie à ce jour [START_REF] Chapy | A polyspecific drug/proton antiporter mediates diphenhydramine and clonidine transport at the mouse blood-retinal barrier[END_REF][START_REF] Chapy | Pharmacophore-based discovery of inhibitors of a novel drug/proton antiporter in human brain endothelial hCMEC/D3 cell line[END_REF][START_REF] Chapy | Carrier-Mediated Cocaine Transport at the Blood-Brain Barrier as a Putative Mechanism in Addiction Liability[END_REF][START_REF] Cisternino | Coexistence of Passive and Proton Antiporter-Mediated Processes in Nicotine Transport at the Mouse Blood-Brain Barrier[END_REF] 

Transporteurs SLC

Transporteurs ABC

Chez l'homme, une cinquantaine de gènes codant pour les transporteurs ABC ont été identifiés [START_REF] Dean | Evolution of the ATP-Binding Cassette (ABC) Transporter Superfamily in Vertebrates[END_REF]. Ces transporteurs sont répartis en sous-familles (de ABCA à ABCG) sur la base de similitudes de séquences. Ils s'expriment au niveau de nombreux organes comme le foie, l'intestin, la BHE, le placenta ou le rein [START_REF] Schinkel | Mammalian Drug Efflux Transporters of the ATP Binding Cassette (ABC) Family: An Overview[END_REF]. Ces transporteurs utilisent l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP pour effluer activement les substrats de la cellule vers le sang, indépendamment de leur gradient de concentration [START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF] [START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF].

La P-gp est aussi exprimée au niveau d'interfaces biologiques où elle contribue à la sanctuarisation de certains organes, en limitant la distribution tissulaire de ses substrats. On retrouve notamment la P-gp au niveau du pôle vasculaire des cellules endothéliales des microcapillaires cérébraux de la BHE (Figure 7). Dans ce cas, l'impact de la P-gp sur la distribution de ses substrats dans le compartiment cérébral ne peut pas être prédit à partir des seules concentrations plasmatiques. Aussi, il apparait nécessaire de disposer d'outils permettant d'évaluer l'importance de la P-gp au niveau de la BHE sur l'exposition cérébrale des médicaments (Löscher et al. 2005b).

Chez l'animal, le rôle de la P-gp au niveau de la BHE peut être mis en évidence de manière invasive, en déterminant la concentration cérébrale du substrat en regard des concentrations plasmatiques. Ces expériences ont permis de montrer le rôle essentiel de la P-gp dans la protection du SNC, en empêchant la pénétration de xénobiotiques potentiellement neurotoxiques. Chez l'Homme, on retrouve une forte expression de la P-gp au niveau des capillaires cérébraux post-mortem ou issus de la chirurgie. On peut donc faire l'hypothèse que la P-gp conditionne, du moins en partie, les effets centraux de certains médicaments substrats de ce transporteur chez l'Homme, en contrôlant leur exposition cérébrale (Daneman 2012). Le rôle de la P-gp au niveau de la BHE fut rapporté pour la première fois en 1994 par l'équipe d'Alfred Schinkel, qui a mis en évidence une augmentation de l'accumulation cérébrale de l'ivermectine et de la vinblastine chez des souris déficientes en P-gp par rapport à des souris sauvages [START_REF] Schinkel | Disruption of the Mouse Mdr1a P-Glycoprotein Gene Leads to a Deficiency in the Blood-Brain Barrier and to Increased Sensitivity to Drugs[END_REF] 

Interactions médicamenteuses médiées par la P-gp

La présence et les caractéristiques de la P-gp au niveau de la BHE posent la question du risque d'interaction médicamenteuse impliquant ce transporteur. Au cours de leur développement, de nombreux médicaments sont identifiés comme inhibiteurs, mais aussi inducteurs de la Pgp in vitro [START_REF] Feng | In Vitro P-Glycoprotein Assays to Predict the in Vivo Interactions of P-Glycoprotein with Drugs in the Central Nervous System[END_REF][START_REF] Miller | Modulation of P-glycoprotein at the Blood-Brain Barrier: Opportunities to Improve CNS Pharmacotherapy[END_REF] hétérozygotes mdr1a +/-) de la P-gp, par rapport aux souris sauvages (mdr1a +/+ ) qui expriment pleinement la P-gp (Figure 9). Lorsque que la P-gp est totalement inhibée, le passage du lopéramide est multiplié par 60. Par contre, une diminution de 50 % de l'expression de la P-gp augmente très peu le passage cérébral du lopéramide, d'un facteur 2 au maximum.

L'augmentation de la distribution cérébrale du lopéramide (ligne pointillée noire Figure 9) n'est donc pas proportionnelle au degré d'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE.

De plus, dans cette même étude, Kalvass et al. ont conclu que les concentrations plasmatiques des principaux inhibiteurs de la P-gp connus sont plutôt susceptibles de n'inhiber que partiellement l'activité de transport. En réduisant au maximum de 50 % l'efflux de la BHE, ils entraînent au maximum le doublement de la distribution cérébrale d'un substrat tel que le lopéramide.

Ainsi, l'augmentation de l'exposition cérébrale est fonction de l'inhibition du transport selon les équations : 

𝐹𝑜𝑙𝑑 ∆ 𝐶𝑁𝑆 ≤ 100% 100% -% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 (1) 𝐹𝑜𝑙𝑑 ∆ 𝐶𝑁𝑆 ≤ [𝐼] 𝐾 𝑖 + 1 (2)

Tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales sont généralement des tumeurs de faible pronostic du fait de la mauvaise réponse aux traitements par chimiothérapie. Cela s'explique en partie par l'efflux par la P-gp des médicaments anti-cancéreux classiquement utilisés en thérapeutique [START_REF] Parrish | Improving Drug Delivery to Primary and Metastatic Brain Tumors: Strategies to Overcome the Blood-Brain Barrier[END_REF]. En effet, une augmentation de l'expression de la P-gp a été retrouvée au niveau des microvaisseaux de la vascularisation tumorale et au niveau des cellules tumorales empêchant les agents cytotoxiques d'exercer leur action [START_REF] Calatozzolo | Expression of Drug Resistance Proteins Pgp, MRP1, MRP3, MRP5 AND GST-π in Human Glioma[END_REF]. L'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE fait aujourd'hui partie des stratégies potentielle d'optimisation pour la délivrance des médicaments anticancéreux vers le tissu cérébral. Cependant cette approche n'a pas encore montré de réel bénéfice pour améliorer le traitement des tumeurs cérébrales. En effet, l'inhibition de la P-gp avec les inhibiteurs disponibles n'est pas sélective de la BHE. Il en résulte une modification de la cinétique périphérique, de la distribution tissulaire extracérébrale et de l'élimination des anticancéreux substrats, ce qui peut en accentuer la toxicité périphérique [START_REF] Robey | Revisiting the Role of ABC Transporters in Multidrug-Resistant Cancer[END_REF]).

Encéphalite du VIH

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), responsable du syndrome de l'immunodéficience humaine (SIDA) peut atteindre le cerveau et causer une encéphalite due au VIH. Plusieurs médicaments antirétroviraux ont été identifiés comme substrat de la P-gp [START_REF] Ronaldson | Regulation of ABC Membrane Transporters in Glial Cells: Relevance to the Pharmacotherapy of Brain HIV-1 Infection[END_REF]. L'efflux par la P-gp de certains inhibiteurs de protéase semble être responsable de l'accès limité de ces médicaments au système nerveux central [START_REF] Banks | The Blood-Brain Barrier in NeuroAIDS[END_REF]. Ce phénomène pourrait contribuer à la sanctuarisation du cerveau vis-à-vis des traitements et à la rémanence du virus dans le tissu cérébral [START_REF] Eilers | MRP (ABCC) transporters-mediated efflux of anti-HIV drugs, saquinavir and zidovudine, from human endothelial cells[END_REF]. 

Maladies psychiatriques

Sclérose en plaques

Des études ont montrées une diminution de l'expression de la P-gp au niveau de l'endothélium cérébral de patients atteints de sclérose en plaque. La perte de fonction de la P-gp pendant la phase neuroinflammatoire de la maladie pourrait dérégler l'homéostasie cérébrale et aggraver la progression de la maladie via l'exposition des cellules cérébrales à des composés neurotoxiques issus de la circulation [START_REF] Kooij | P-Glycoprotein Acts as an Immunomodulator during Neuroinflammation[END_REF][START_REF] Citron | Alzheimer's Disease: Strategies for Disease Modification[END_REF].

Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est la seconde maladie neurodégénérative la plus commune. Il a été suggéré que le polymorphisme génétique associé au gène codant pour la P-gp pourrait être impliqué dans l'accumulation de molécules neurotoxiques au niveau cérébral chez les patients parkinsoniens [START_REF] Zschiedrich | MDR1 Variants and Risk of Parkinson Disease: Association with Pesticide Exposure?[END_REF]. De plus, il a été rapporté une diminution de l'expression de la P-gp au niveau de la BHE chez ces patients [START_REF] Westerlund | Expression of Multi-Drug Resistance 1 MRNA in Human and Rodent Tissues: Reduced Levels in Parkinson Patients[END_REF][START_REF] Kortekaas | Blood-Brain Barrier Dysfunction in Parkinsonian Midbrain in Vivo[END_REF].

Maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est la cause principale de démence liée à l'âge [START_REF] Citron | Alzheimer's Disease: Strategies for Disease Modification[END_REF]. Cette maladie neurodégénérative est associée à deux types de lésions, le dépôt de plaques amyloïdes constituées par le peptide Aβ et la dégénérescence neurofibrillaire associée à la protéine Tau.

Depuis de nombreuses années, plusieurs études ont reconnu l'implication des transporteurs ABC dans l'efflux du peptide Aβ du cerveau vers le sang et il a été montré une corrélations inverse entre l'accumulation de plaques amyloïdes et la densité de P-gp chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (van [START_REF] Assema | Blood-Brain Barrier P-Glycoprotein Function in Healthy Subjects and Alzheimer's Disease Patients: Effect of Polymorphisms in the ABCB1 Gene[END_REF][START_REF] Abuznait | Role of ABC Transporters in the Pathogenesis of Alzheimer's Disease[END_REF][START_REF] Vogelgesang | Deposition of Alzheimer's β-Amyloid Is Inversely Correlated with P-Glycoprotein Expression in the Brains of Elderly Non-Demented Humans[END_REF]. Malgré cette diminution, l'expression partielle de la P-gp au niveau de la BHE constitue tout de même un obstacle au développement de candidats médicaments dont le passage cérébral est insuffisant pour prendre en charge cette pathologie [START_REF] Burton | The Amyloid-β Rise and γ-Secretase Inhibitor Potency Depend on the Level of Substrate Expression[END_REF]).

Epilepsie pharmaco-résistante

Chez environ 30 % des patients atteints d'épilepsie, les traitements antiépileptiques ne permettent pas de contrôler la maladie que l'on qualifie alors d'épilepsie pharmaco-résistante (EPR) [START_REF] Kwan | Drug-Resistant Epilepsy[END_REF]. L'une des hypothèses pour expliquer ce phénomène est la surexpression de la P-gp au niveau de la BHE qui empêcherait les médicaments d'atteindre leur cible au niveau du système nerveux central (Löscher et al. 2005a;[START_REF] Löscher | How to Explain Multidrug Resistance in Epilepsy?[END_REF][START_REF] Remy | Molecular and Cellular Mechanisms of Pharmacoresistance in Epilepsy[END_REF] A ce jour, l'état des connaissances ne permet pas de déterminer si une dysfonction de la P-gp est la cause, un cofacteur ou une conséquence de la maladie. Dans cette optique, il parait une nouvelle fois important de développer des outils permettant l'étude fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE chez l'Homme.

MODALITES D'ETUDE FONCTIONNELLE DE LA P-GP

La mesure du passage cérébral des substances au travers de la BHE constitue à ce jour un enjeu scientifique majeur pour le développement de nouveaux médicaments. Du fait de son implication dans de nombreuses pathologies et du grand nombre de médicaments reconnus comme substrats de ce transporteur, la P-gp est particulièrement étudiée.

Les approches in vitro permettent de réaliser des essais avec un contrôle plus important des paramètres expérimentaux et de s'affranchir des questions éthiques par rapport aux études in vivo. Il existe de nombreux modèles in vitro de BHE, plus ou moins complexes. Certains de ces modèles permettent d'étudier le rôle de la P-gp. Cependant les données obtenues in vitro peuvent rarement être extrapolées à l'Homme et l'utilisation de modèles in vivo est nécessaire à leur validation [START_REF] Roux | Proofof-Concept Study of Drug Brain Permeability Between in Vivo Human Brain and an in Vitro IPSCs-Human Blood-Brain Barrier Model[END_REF].

In vivo, des méthodes plus ou moins invasives, ont été développées afin d'étudier le transport de composés entre le sang et le cerveau. Ces techniques permettent d'évaluer qualitativement et/ou quantitativement le transport et l'effet de la P-gp sur le passage de diverses molécules au travers de la BHE.

Modèles de rongeur déficients

Les modèles de souris ou de rats déficients pour le gène d'un transporteur donné ont montré leur importance dans le domaine d'étude des transporteurs in vivo (Zamek-Gliszczynski et al.

2013

). La plupart des modèles sont disponibles sur le marché et un nouveau modèle de rongeur déficient sur un gène donné peut être rapidement obtenu. Cependant il existe des différences inter-laboratoires dans le régime alimentaire, les conditions de logement et une dérive génétique au sein des populations consanguines qui peuvent mener vers des phénotypes différents selon le laboratoire de provenance du modèle [START_REF] Giacomini | Membrane Transporters in Drug Development[END_REF]).

Ce type de modèle peut être utilisé comme référence pour une inhibition complète de la P-gp.

Il a été montré que les souris hétérozygotes pour le gène de la P-gp (mdr1a +/-) ont une expression partielle, estimée à 50% de la P-gp au niveau de la BHE par rapport aux souris sauvages. Ce modèle peut donc être utilisé pour étudier une déplétion partielle de la P-gp in vivo [START_REF] Schinkel | Disruption of the Mouse Mdr1a P-Glycoprotein Gene Leads to a Deficiency in the Blood-Brain Barrier and to Increased Sensitivity to Drugs[END_REF]).

Biodistribution après injection intraveineuse de substrats de la P-gp

Cette méthode consiste à administrer une substance par voie intra veineuse (IV) pour ensuite récupérer le cerveau et le sang de l'animal [START_REF] Ohno | Lower limits of cerebrovascular permeability to nonelectrolytes in the conscious rat[END_REF] Les propriétés quantitatives de l'autoradiographie sont très limitées, mais cette approche permet d'apprécier la distribution de la molécule radiomarquée dans plusieurs régions du cerveau.

Le développement de méthodes d'imagerie par spectrométrie de masse permet de mettre en place cette approche sans disposer des molécules radiomarquées. Des coupes cérébrales peuvent être analysées par la technique MALDI (matrix assisted laser desorption ionisation) qui permet l'ionisation et la vaporisation de protéines, peptides, sucres et grosses molécules organiques qui ont tendance à être fragmentées par les techniques d'ionisation habituellement utilisées en spectrométrie de masse. Cette technique est de plus en plus utilisée pour étudier l'importance de la P-gp sur la distribution cérébrale de ses substrats dans différentes conditions physiopathologiques [START_REF] Yano | Role of P-Glycoprotein in Regulating Cilnidipine Distribution to Intact and Ischemic Brain[END_REF]).

Perfusion cérébrale in situ

La perfusion cérébrale in situ est une méthode utilisée pour tester le passage de molécules à travers la BHE [START_REF] Bibliographie Abbott | Blood-Brain Barrier Structure and Function and the Challenges for CNS Drug Delivery[END_REF]. Cette technique utilise un cathéter inséré dans l'artère carotide commune et une ligature au niveau de l'artère carotide externe. Ce système assure ainsi que la molécule perfusée est dirigée directement vers l'artère qui perfuse le cerveau, en l'isolant du reste de l'organisme. Le principal avantage de cette méthode réside dans la maitrise de la composition et du temps de la perfusion qui permet le calcul de paramètres pharmacocinétiques (Passeleu-Le [START_REF] Bourdonnec | Methodologies to Assess Drug Permeation Through the Blood-Brain Barrier for Pharmaceutical Research[END_REF]. Cependant la perfusion in situ nécessite la mise au point de méthodes analytiques ou l'utilisation de substrats radiomarqués.

Des compétences en chirurgie sont nécessaires pour la mise en place de cette technique. -Le compartiment plasmatique, qui englobe la fraction inchangée du radiotraceur ainsi que sa fraction libre dans le plasma, notamment artériel.

Microdialyse cérébrale

-Le compartiment tissulaire, qui représente la fraction libre dans les tissus et peut se lier à des cibles spécifiques ou retourner dans le compartiment vasculaire.

-Le compartiment contenant le radiotraceur fixé de manière spécifique à des cibles particulières dans les tissus, comme les récepteurs.

- 

Modèles non-compartimentaux

Dans certaines situations, les modèles compartimentaux peuvent être difficiles à appliquer pour décrire la cinétique de radiotraceurs. Sous certaines conditions, des alternatives moins informatives peuvent être mises en place. Parmi ces alternatives, on trouve les méthodes utilisant une région de référence, qui permettent de se passer de la mesure de la fonction d'entrée artérielle corrigée de la fraction parentale du radiotraceur. Il y a également les méthodes graphiques, qui permettent de s'affranchir de toute configuration compartimentale.

Bien que moins précises, ces méthodes offrent des possibilités particulièrement pertinentes pour permettre une interprétation moléculaire de données d'imagerie TEP.

Méthodes avec région de référence

Les méthodes avec région de référence permettent l'analyse de radiotraceurs réversibles au niveau du système nerveux central [START_REF] Lammertsma | Simplified Reference Tissue Model for PET Receptor Studies[END_REF]) (Figure 13). Le prérequis pour utiliser cette méthode est l'existence d'un tissu de référence qui doit être dépourvu de la cible étudiée et dans lequel la cinétique du radiotraceur doit pouvoir être modélisé par un modèle à un compartiment tissulaire. En théorie, ce type de méthode ne peut pas être appliquée à une région extracérébrale car les constantes d'échange K1 et k2 sont spécifiques au passage de la BHE [START_REF] Foll | Validation of an Extracerebral Reference Region Approach for the Quantification of Brain Nicotinic Acetylcholine Receptors in Squirrel Monkeys with PET and 2-18F-Fluoro-A-85380[END_REF]. 

Méthodes graphiques

Les deux méthodes graphiques les plus connues en imagerie TEP sont l'analyse graphique de Patlak, pour les radiotraceurs à fixation irréversible [START_REF] Patlak | Graphical Evaluation of Blood-to-Brain Transfer Constants from Multiple-Time Uptake Data[END_REF], et l'analyse graphique de Logan, pour les radiotraceurs à fixation réversible [START_REF] Logan | Graphical Analysis of Reversible Radioligand Binding from Time-Activity Measurements Applied to [N-11C-Methyl]-(-)-Cocaine PET Studies in Human Subjects[END_REF]. L'analyse de Logan [START_REF] Logan | Graphical Analysis of Reversible Radioligand Binding from Time-Activity Measurements Applied to [N-11C-Methyl]-(-)-Cocaine PET Studies in Human Subjects[END_REF]) est une méthode d'analyse graphique basée sur une régression linéaire.

C'est une méthode simplifiée qui transforme les équations du modèle en une équation linéaire.

Cette méthode permet notamment d'estimer le VT du radiotraceur dans les différentes régions tissulaires, par intégration des concentrations radioactives dans les tissus et dans le plasma.

Ainsi, en l'absence de fixation spécifique dans le cerveau, cette approche permet d'estimer le passage cérébral de radiotraceurs lorsque les modèles compartimentaux ne permettent pas une estimation correcte. [START_REF] Tracy | Cytochrome P450 isoforms involved in metabolism of the enantiomers of verapamil and norverapamil[END_REF][START_REF] Luurtsema | Evaluation of (R)-[11C]Verapamil as PET Tracer of P-Glycoprotein Function in the Blood-Brain Barrier: Kinetics and Metabolism in the Rat[END_REF]. négligeable, ce qui empêche théoriquement toute détection d'une induction fonctionnelle de la P-gp. À l'inverse [START_REF] Ambroziak | Exposure to Antiepileptic Drugs Does Not Alter the Functionality of P-Glycoprotein in Brain Capillary Endothelial and Kidney Cell Lines[END_REF]) n'ont pas retrouvé d'augmentation de l'expression ou de l'activité de la P-gp suite à l'administration de phénobarbital, phénytoïne ou carbamazépine sur des cellules endothéliales de cerveau de rat, GNTP et sur les cellules MDCKII-MDR1 qui surexpriment la P-gp humaine.

IMAGERIE TRANSLATIONNELLE DE LA P-GP

Des recherches antérieures ont permis d'établir un lien étroit entre la neuroinflammation et l'expression de la protéine P-gp au niveau de la BHE dans le contexte de l'EPR [START_REF] Vishwakarma | Pharmacological Modulation of Cytokines Correlating Neuroinflammatory Cascades in Epileptogenesis[END_REF]. Lorsqu'une lésion cérébrale se produit ou lors de crises récurrentes, les astrocytes et les neurones libèrent des médiateurs inflammatoires ainsi que du glutamate (Figure 20).

Cette réponse neuroinflammatoire peut entraîner une augmentation de l'expression des protéines de transport, et notamment de la P-gp, au niveau de la BHE. Ainsi, il reste difficile de déterminer si la surexpression de la P-gp dans l'EPR est la cause ou la conséquence des crises.

Dans tous les cas, ces résultats soutiennent l'hypothèse selon laquelle l'expression de la P-gp est liée aux mécanismes moléculaires de l'EPR. Ainsi, la P-gp pourrait accompagner les processus neuroinflammatoires particulièrement complexes mis en jeu dans le développement de l'EPR.

Cependant, l'hypothèse des transporteurs pour expliquer l'EPR reste très controversée. En effet, cette hypothèse implique que les médicaments antiépileptiques sont des substrats de la P-gp.

Plusieurs méthodes ont été mises au point pour déterminer si les médicaments antiépileptiques sont des substrats de la P-gp in vitro ou in vivo. Concernant une même molécule, il existe souvent des divergences de conclusion entre les différentes techniques ou les différents modèles utilisés. Ainsi, des conclusions différentes ont pu être obtenues en fonction de l'espèce étudiée ou même du type cellulaire utilisé pour réaliser les expériences de transports. La méthode de transport bidirectionnel n'est clairement pas adaptée au transport de substrats faibles de la P-gp, en raison de l'importante composante de diffusion passive le long du gradient de concentration, qui peut masquer la contribution de la P-gp (Zhang et al. 2012).

Transport des médicaments antiépileptiques in vitro

Dans le but d'évaluer le transport actif de petites molécules lipophiles comme les antiépileptiques, l'essai de transport bidirectionnel a été modifié en ajoutant le médicament dans les deux chambres au début de l'essai. Cette méthode, appelée dosage de l'équilibre de concentration (CETA), a permis de reclasser la phénytoïne (Luna- 

Régulation de la P-gp dans l'EPR chez l'Homme

Les divergences de résultats obtenus entre les techniques in vitro et in vivo ont souligné d'importantes différences inter-espèces dans le transport des molécules par la P-gp. Aussi, l'étude de l'expression de la P-gp dans le contexte de l'EPR chez l'Homme a fait l'objet de nombreuses études. L'étude pionnière réalisée par D. Tishler et ses collègues en 1995 a mis en évidence une surexpression de la P-gp dans des échantillons de tissu cérébral réséqués de patients souffrant d'EPR [START_REF] Tishler | MDR1 Gene Expression in Brain of Patients with Medically Intractable Epilepsy[END_REF]. Cette surexpression suggérait que la P-gp pouvait limiter l'accumulation de médicaments antiépileptiques tels que la phénytoïne dans le cerveau, établissant ainsi l'hypothèse d'un rôle du transporteur dans la résistance aux traitements.

Cette hypothèse a été confirmée ensuite par l'étude S. [START_REF] Sisodiya | Drug resistance in epilepsy: expression of drug resistance proteins in common causes of refractory epilepsy[END_REF], qui ont observé une surexpression de la P-gp et de la MRP1 dans les foyers épileptogènes des patients, mais pas dans les tissus normaux adjacents [START_REF] Sisodiya | Drug resistance in epilepsy: expression of drug resistance proteins in common causes of refractory epilepsy[END_REF]. D'autres études, telles que celles menées par N. Marchi [START_REF] Marchi | Significance of MDR1 and Multiple Drug Resistance in Refractory Human Epileptic Brain[END_REF] Cette dernière étude a de surcroît mis en évidence une "normalisation" de la fonction de la Pgp chez les patients pour qui la chirurgie a été bénéfique. Cela suggère que l'hyperactivité de la P-gp dans le lobe temporal ; qui peut être estimée grâce à une imagerie TEP préopératoire, pourrait être un indicateur prédictif du bénéfice clinique postopératoire. 

Perspectives de travail

Dans ce contexte, l'imagerie TEP de la P-gp cérébrale suscite un grand intérêt car elle pourrait permettre une meilleure compréhension de l'évolution de ce mécanisme moléculaires dans l'EPR. Cependant, il est primordial de choisir le radiotraceur le plus adapté à la situation pathologique étudiée. Jusqu'à présent, les solutions portées en clinique pour étudier l'activité fonctionnelle de la P-gp dans l'épilepsie ne sont pas pleinement satisfaisantes. En raison de ses caractéristiques, le [ 11 C]vérapamil ne permet pas la mise en évidence d'une induction fonctionnelle de la P-gp en un seul examen. Néanmoins, les protocoles utilisant le [ 11 C]vérapamil ont apporté une preuve de concept clinique qui appuie l'hypothèse d'une induction fonctionnelle de la P-gp chez des patients atteints d'EPR [START_REF] Feldmann | P-Glycoprotein Expression and Function in Patients with Temporal Lobe Epilepsy: A Case-Control Study[END_REF]. Cependant, les protocoles sont très lourds, ce qui les rend difficiles à réaliser chez des patients en pratique clinique ou, tout au moins, à plus large échelle. De plus, le tariquidar utilisé dans ces études n'est plus disponible pour usage humain.

Aussi, parallèlement à l'amélioration des connaissances pharmacologiques de la P-gp et de son activité au niveau de la BHE, des radiotraceurs adaptés doivent être validés afin de mieux répondre aux questions suscitées par l'EPR. Ainsi, l'imagerie moléculaire de la P-gp, si elle s'intègre dans les protocoles cliniques de prise en charge de l'EPR, devrait permettre d'apprécier l'importance de la P-gp comme biomarqueur voire comme piste thérapeutique adjuvante dans la prise en charge de l'EPR.

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Le principal objectif de cette thèse a été d'approfondir les connaissances sur la pharmacologie du [ 11 Nous avons ainsi pu établir des critères permettant de comparer objectivement les performances de radiotraceurs candidats pour mesurer l'activité de la P-gp au niveau de la BHE. Cette étude comparative a notamment permis de mettre en évidence les avantages du [ 11 C]métoclopramide pour l'étude de la P-gp en termes de sensibilité à détecter de faibles changements de l'activité de la P-gp au niveau de la BHE. Nous avons pu extrapoler les données d'imagerie, obtenues avec différents substrats radiomarqués, aux répercussions potentielles des interactions médicamenteuses impliquant des substrats et inhibiteurs de la P-gp au niveau de la BHE.

Dans un second temps, nous avons évalué l'impact des comédications sur les cinétiques périphériques et cérébrales du [ 11 -Groupe 1 : 20 patients atteints d'EPR et qui ne présentent pas de lésion à l'IRM.

-Groupe 2 : 25 patients atteints d'EPR et qui présentent des lésions détectables à l'IRM.

- Cependant, des études menées sur des souris hétérozygotes pour les gènes codant pour la P-gp, qui expriment environ 50% de moins la P-gp par rapport au génotype sauvage, ont montré que le [ 11 C]vérapamil et le [ 11 C]NdLop ne permettent pas de détecter une diminution modérée de l'expression de la P-gp au niveau de la BHE. Cela suggère que ces radiotraceurs ne sont pas non-plus capables de mettre en évidence une inhibition pharmacologique partielle [START_REF] Kalvass | Why Clinical Modulation of Efflux Transport at the Human Blood-Brain Barrier Is Unlikely: The ITC Evidence-Based Position[END_REF].

Nous nous sommes donc interrogés quant à la sensibilité des différents radiotraceurs pour la détection d'une modulation partielle de la P-gp. Cette question n'avait jamais été abordée en détails à notre connaissance. De plus, en pratique clinique, une inhibition totale de la P-gp au niveau de la BHE est très peu probable. En effet, l'inhibition totale de la P-gp chez l'Homme n'a été obtenue qu'avec des doses élevées de puissants inhibiteurs développés à cet effet comme le tariquidar [START_REF] Kreisl | P-glycoprotein function at the blood-brain barrier in humans can be quantified with the substrate radiotracer 11C-N-desmethyl-loperamide[END_REF][START_REF] Bauer | Impaired Clearance From the Brain Increases the Brain Exposure to Metoclopramide in Elderly Subjects[END_REF]. Des sujets présentant une double mutation antisens sur le gène ABCB1 ont été identifiés mais cette situation est extrêmement rare [START_REF] Baudou | Serious Ivermectin Toxicity and Human ABCB1 Nonsense Mutations[END_REF][START_REF] Seo | Biallelic mutations in ABCB1 display recurrent reversible encephalopathy[END_REF] [START_REF] Whiting | Preclinical Evaluation of the Effects of Trazpiroben (TAK-906), a Novel, Potent Dopamine D2/D3 Receptor Antagonist for the Management of Gastroparesis[END_REF]. La dompéridone est considérée comme un meilleur substrat (substrat « avide ») de la P-gp par rapport au métoclopramide qui est considéré comme un substrat « faible », c'est-à-dire avec une capacité totale de transport moindre.

Aussi, à partir de cette observation, il est généralement admis que le risque d'interaction médicamenteuse en présence d'un inhibiteur de la P-gp est plus élevé [START_REF] Schinkel | P-Glycoprotein in the Blood-Brain Barrier of Mice Influences the Brain Penetration and Pharmacological Activity of Many Drugs[END_REF].

Dans ce projet préclinique, l'impact de l'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE sur l'exposition cérébrale de radiotraceurs substrats, qui sont des analogues ou métabolites de médicaments, a été comparé in vitro et in vivo à l'aide de l'imagerie par tomographie par émission de La solution de tariquidar injectable a été préparée à la concentration désirée comme décrite dans l'article 1. Deux heures avant l'injection du radiotraceur étudié, la solution de tariquidar a été injectée en IP sur animaux vigiles. Les doses administrées en IP ont été de 3, 5, 7, 8, 10, 15, 20 et 30 mg/kg. Un rat contrôle (pas d'inhibition de la P-gp) a reçu une injection IP de 300 µL d'une solution de glucose 2.5%.

Afin de comparer l'intérêt de la voie IP par rapport à la voie IV, la concentration plasmatique du tariquidar et la corrélation entre la dose injectée et la concentration plasmatique retrouvée a été testée à l'aide du coefficient de Spearman sur le logiciel GraphPad Prism. Le cas échéant, un test sur la pente et l'ordonnée à l'origine a été réalisé pour déterminer s'il s'agit d'une fonction linéaire. Pour que la relation soit linéaire, la pente de la droite doit être significativement différente de zéro (intervalle de confiance à 95% qui n'inclut pas la valeur zéro) et l'ordonnée à l'origine ne doit pas être significativement différente de zéro (intervalle de confiance à 95% qui inclut la valeur zéro).

La concentration plasmatique de tariquidar après injection par voie IV a été modélisée par une équation de Hill (équation 1) pour des doses injectées allant de 0 à 8 mg/kg de tariquidar.

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎𝑡𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑒𝑛 𝑡𝑎𝑟𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑𝑎𝑟 = 𝐸 𝑚𝑎𝑥 + 𝑑 𝛾 𝑑 𝛾 × 𝐷𝑜 𝛾 Equation 1 : modèle de la concentration plasmatique en fonction de la dose injectée par voie IV de tariquidar.

Avec Emax la concentration atteinte pour la dose maximale de tariquidar injectée (8 mg/kg) par voie IV, Do la dose de tariquidar injectée qui permet d'atteindre la moitié de la concentration maximale et  le coefficient de Hill.

Avant l'utilisation de la voie IV décrite dans les articles 1 et 2 pour l'administration du tariquidar, 9 acquisitions TEP au [ 11 C]métoclopramide ont été obtenues avec différentes doses de tariquidar injecté en IP. Les cinétiques cérébrales du [ 11 C]métoclopramide obtenues pour chaque dose sont représentées sur la Figure 24 A. De façon inattendue, il n'a pas été montré de relation entre l'exposition cérébrale du [ 11 C]métoclopramide (AUC10-30min) et la dose injectée en IP (Figure 24 B). Le dosage plasmatique du tariquidar a permis de montrer qu'il n'y avait pas non plus de corrélation (coefficient de Spearman = 0,43, non significatif, p-value = 0,25) entre la concentration plasmatique de tariquidar mesurée en fin d'acquisition TEP, et l'exposition cérébrale (Figure 24 C). Ces résultats complémentaires, obtenus en amont de l'étude principale, ont permis de conforter le choix du tariquidar par voie IV pour les études précliniques décrites dans l'Article 1 et l'Article 2.

Synthèse et perspectives

Le choix de l'inhibiteur et de sa voie d'administration a été décidé à partir de données préliminaires afin de proposer une approche in vitro et in vivo standardisée permettant de comparer les 3 radiotraceurs substrats de la P-gp utilisés chez l'Homme. Ainsi, il a été décider d'utiliser le tariquidar en IV par rapport à l'injection IP chez le rat. En effet, l'administration IP n'a pas permis de contrôler suffisamment les concentrations plasmatiques de tariquidar et donc l'inhibition cérébrale de la P-gp. Par contre, l'injection IV a permis de montrer une relation effet/dose nonlinéaire entre les doses injectées de tariquidar, ainsi qu'avec les concentration plasmatiques atteintes. Ainsi, il a été possible de déterminer la concentration inhibitrice 50% in vivo du tariquidar vis-à-vis des 3 traceurs comparés.

L'absence de corrélation entre la dose administrée, l'effet inhibiteur, et la dose de tariquidar en IP reste difficile à expliquer. Les données publiées sur la cinétique du tariquidar suggèrent l'existence d'un plateau des concentrations 2 heures après injection [START_REF] Matzneller | Pharmacokinetics of the P-Gp Inhibitor Tariquidar in Rats After Intravenous, Oral, and Intraperitoneal Administration[END_REF]. Il est possible que l'anesthésie réalisée pour la mesure de la cinétique chez le rat induise une différence par rapport à nos conditions, où le tariquidar IP était injecté chez l'animal éveillé.

Nous n'avons pas pu mesurer la cinétique du tariquidar dans nos conditions expérimentales pour vérifier cette hypothèse.

Concernant le choix de l'inhibiteur, le tariquidar a été préféré à la ciclosporine. La ciclosporine, bien qu'elle soit utilisable en pratique clinique, présente une toxicité pour les cellules au-delà Ce travail a permis de faire émerger un nouveau critère pour l'évaluation et le développement de radiopharmaceutiques destinés à l'imagerie de la P-gp: la vulnérabilité du substrat vis-à-vis de l'inhibition. Ce paramètre peut être estimé par l'IC50 du tariquidar vis-à-vis d'un radiotraceur donné (Breuil, Marie, et al. 2022). Notre comparaison in vitro et in vivo montre que ce critère conditionne en grande partie la sensibilité des radiotraceurs à détecter de faibles changements d'activité de la P-gp. Néanmoins, il ne peut être exclu une importance du choix de l'inhibiteur, le tariquidar, pour mesurer l'IC50 et le classement des radiotraceurs en termes de sensibilité.

Les données obtenues avec la ciclosporine, bien que moins complètes, confortent la meilleure sensibilité à l'inhibition du [ 11 ]NdLop ne permettent pas de détecter une diminution d'expression de la P-gp de ~50%, chez des souris hétérozygote pour les gènes qui codent pour la P-gp (Mdr1a/1b (+/-) ) [START_REF] Wanek | Factors Governing P-Glycoprotein-Mediated Drug-Drug Interactions at the Blood-Brain Barrier Measured with Positron Emission Tomography[END_REF]. Depuis nos travaux, une étude menée par S.

Mairinger et ses collègues (en révision) a montré que le [ 11 C]métoclopramide est capable de détecter la diminution d'expression de la P-gp chez ces mêmes souris hétérozygotes, confirmant ainsi la meilleure sensibilité du [ 11 C]métoclopramide, indépendamment de tout inhibiteur. Ces résultats sont particulièrement convaincants car il existe plusieurs sites de liaison des substrats et des inhibiteurs sur la P-gp [START_REF] Martin | Communication between Multiple Drug Binding Sites on P-Glycoprotein[END_REF]. L'utilisation de souris hétérozygotes pour le gène de la P-gp permet donc de s'affranchir de ce paramètre mécanistique pour comparer la sensibilité des différents radiotraceurs à de faibles changement d'expression de la Pgp.

Depuis, le critère de sensibilité à l'inhibition a été utilisé pour évaluer le [ 18 F]MC225, un radiotraceur fluoré développé pour l'imagerie de la P-gp au niveau de la BHE. Cette étude a permis de montrer la meilleure sensibilité du [ 18 F]MC225 par rapport au [ 11 C]vérapamil (García-Varela, Vállez García, et al. 2021). Malheureusement, les protocoles d'administration du tariquidar sont très différents du nôtre (tariquidar IP, de 0.75 à 12 mg/kg, 120 min avant l'injection du radiotraceur). De plus, les concentrations de tariquidar au moment de l'imagerie n'ont pas été rap-portées, ce qui ne permet pas de comparer la sensibilité du [ 18 F]MC225 à celle du [ 11 C]métoclopramide. Enfin, compte-tenu des propriétés particulières du [ 11 C]vérapamil et du [ 18 F]MC225, les radiotraceurs ont été évalués en termes de K1 (constante d'influx), ce qui ne donne qu'un aperçu partiel du rôle de la P-gp qui conditionne aussi l'efflux (k2) du cerveau vers le sang [START_REF] Pottier | Imaging the Impact of the P-Glycoprotein (ABCB1) Function on the Brain Kinetics of Metoclopramide[END_REF][START_REF] Auvity | P-Glycoprotein (ABCB1) Inhibits the Influx and Increases the Efflux of 11 C-Metoclopramide Across the Blood-Brain Barrier: A PET Study on Nonhuman Primates[END_REF][START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]. Dans cet article, García-Varela et ses collègues suggèrent que le caractère de « faible substrat » du [ 18 F]MC225 conditionne une meilleure sensibilité du radiotraceur vis-à-vis de l'inhibition. Nos résultats, obtenus sur un panel plus large de radiotraceurs substrats de la P-gp, ne confirment pas cette hypothèse. En effet, le classement des ligands les plus sensibles in vitro n'est pas corrélé au classement des substrats les plus « faibles » (Figure 27). D'un point de vue mécanistique, la sensibilité à l'inhibition ou à la déplétion dépend à la fois de l'IC50 et du ratio d'efflux (ER). Ces paramètres pourraient être liés, plus ou moins directement, à l'affinité et à la réversibilité de fixation des traceurs pour les différents sites de liaison au transporteur. Aussi, une étude utilisant un plus grand nombre de substrats dans des conditions standardisée permettrait de définir les propriétés structurelles des substrats enclins à une grande sensibilité à de faible changement d'activité de la P-gp.

[ En A, la concentration inhibitrice 50% in vitro (IC50) est représenté par la moyenne avec l'intervalle de confiance à 95 % correspondant (IC95 %), n=4 par condition. En B, la moyenne de l'absorption maximale pour chaque radiopharmaceutique est représentée avec l'écart type.

1 1 C ] v é r a p a m i l [ 1 1 C ] N d L o p [ 1 1 C ] m é t o c l o p r a m i d e
Nos résultats, destinés à optimiser l'imagerie TEP de la P-gp, peuvent avoir des implications en pharmacocinétique en apportant une meilleure compréhension des éléments qui conditionnent la puissance d'un inhibiteur de la P-gp. En effet, les articles 1 et 2 (Breuil, Goutal, et al. 2022) nous ont permis d'introduire le concept de « vulnérabilité » d'un substrat à l'inhibition, qui pourrait contribuer au risque d'interaction médicamenteuse impliquant un substrat et un inhibiteur donnés [START_REF] Giacomini | Membrane Transporters in Drug Development[END_REF] trat face à un inhibiteur de la P-gp, et de la nécessité de prendre en compte la sensibilité du substrat utilisé comme sonde pour estimer la puissance (IC50) des inhibiteurs [START_REF] Breuil | The Risk of P-Glycoprotein-Mediated Drug-Drug Interaction May Also Depend on The Vulnerability of The Victim Substrate to Partial Inhibition[END_REF].

En conclusion de cette première partie, le [ 11 C]métoclopramide présente des avantages par rapport au [ 11 C]vérapamil ou au [ 11 C]NdLop, qui ont déjà été utilisé dans plusieurs protocoles cliniques, notamment chez des patients atteints d'EPR [START_REF] Feldmann | P-Glycoprotein Expression and Function in Patients with Temporal Lobe Epilepsy: A Case-Control Study[END_REF][START_REF] Bauer | In Vivo P-Glycoprotein Function before and after Epilepsy Surgery[END_REF][START_REF] Shin | Clinical Applications of Simultaneous PET/MR Imaging Using (R)-[11C]-Verapamil with Cyclosporin A: Preliminary Results on a Surrogate Marker of Drug-Resistant Epilepsy[END_REF]. Le [ 11 C]métoclopramide présente notamment un passage basal significatif permettant la détection de l'induction fonctionnelle de la P-gp, en un seul examen d'imagerie TEP. Aussi, le fait que ses radiométabolites ne traversent pas la BHE, comme cela a été montré chez le rat [START_REF] Pottier | Imaging the Impact of the P-Glycoprotein (ABCB1) Function on the Brain Kinetics of Metoclopramide[END_REF], lui confère un avantage certain par rapport au [ 11 [START_REF] Livezey | METOCLOPRAMIDE IS METABOLIZED BY CYP2D6 AND IS A REVERSIBLE INHIBITOR, BUT NOT INACTIVATOR, OF CYP2D6[END_REF], une enzyme particulièrement peu sensible à l'induction enzymatique [START_REF] Hellum | The Induction of CYP1A2, CYP2D6 and CYP3A4 by Six Trade Herbal Products in Cultured Primary Human Hepatocytes[END_REF]. Cette caractéristique est particulièrement intéressante car les voies de régulation de la P-gp, qui peuvent être étudiées grâce à l'imagerie TEP au Ces premiers résultats cliniques sont en accord avec les résultats précliniques de l'Article 3 [START_REF] Breuil | Impact of Cytochrome Induction or Inhibition on the Plasma and Brain Kinetics of[END_REF]) qui n'ont pas retrouvé d'impact de la carbamazépine sur le métabolisme périphérique du [ 11 C]métoclopramide. Néanmoins, tous les sujets atteints d'épilepsie ne sont pas traités par des inducteurs enzymatiques et il sera tout de même intéressant de réaliser une analyse spécifique des sous-groupes de patients traités par des inducteurs ou inhibiteur de CYP connus.

Conclusions et perspectives

Les résultats obtenus dans l'article 3 [START_REF] Breuil | Impact of Cytochrome Induction or Inhibition on the Plasma and Brain Kinetics of[END_REF] Chez les volontaires sains, l'utilisation du [ 11 C]vérapamil n'a pas permis de mettre en évidence une implication de la constante d'efflux suite à l'injection de la ciclosporine [START_REF] Muzi | Imaging of Cyclosporine Inhibition of P-Glycoprotein Activity Using 11C-Verapamil in the Brain: Studies of Healthy Humans[END_REF].

Cependant, une étude utilisant la modélisation non-linéaire à effets mixtes a montré une diminution du paramètre Qout lié à l'efflux du radiotraceur vers la circulation sanguine [START_REF] Müllauer | Pharmacokinetic modeling of P-glycoprotein function at the rat and human blood-brain barriers studied with (R)-[11C]verapamil positron emission tomography[END_REF] [START_REF] Sasongko | Imaging P-Glycoprotein Transport Activity at the Human Blood-Brain Barrier with Positron Emission Tomography[END_REF][START_REF] Kreisl | P-glycoprotein function at the blood-brain barrier in humans can be quantified with the substrate radiotracer 11C-N-desmethyl-loperamide[END_REF][START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]. En effet, le carbone-11 permet de réaliser un marquage isotopique, en remplaçant un atome de carbone stable de la molécule Tableau 4 : Critères du radiopharmaceutique idéal pour l'étude fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE adaptés de Kannan et al., 2009 et appliqués au [ 11 La variabilité de la réponse aux médicaments agissant sur le système nerveux central pourrait être, du moins en partie, liée à l'implication de la P-gp (M. [START_REF] Bauer | Imaging P-Glycoprotein Function at the Blood-Brain Barrier as a Determinant of the Variability in Response to Central Nervous System Drugs[END_REF][START_REF] Chaves | Opioids and the Blood-Brain Barrier: A Dynamic Interaction with Consequences on Drug Disposition in Brain[END_REF], ce qui est encore peu pris en compte en neuropharmacologie, hormis pour les médicaments antiépileptiques ( §7.8). Aussi, les propriétés neuropharmacocinétiques du métoclopramide le rapprochent des médicaments à visée neurologique qui sont de faibles substrats de la P-gp.

Les résultats obtenus avec le [ 11 C]métoclopramide chez l'Homme, interrogent sur l'hypothèse des transporteurs proposée pour expliquer la pharmaco-résistance. En effet, les données obtenues chez l'Homme, chez qui l'expression protéique de la P-gp est environ 10 fois plus faible que chez le rat, montrent un effet significatif, mais de faible intensité [START_REF] Uchida | Quantitative Targeted Absolute Proteomics of Human Blood-Brain Barrier Transporters and Receptors[END_REF][START_REF] Al Feteisi | Identification and Quantification of Blood-Brain Barrier Transporters in Isolated Rat Brain Microvessels[END_REF]. Compte tenu de l'adaptation possible des doses administrées, cette observation n'est pas en accord avec le concept de pharmaco-résistance ou MDR tel qu'il est observé en oncologie avec des substrats particulièrement avides de la P-gp. Nos observations chez les patients atteint d'EPR nous permettront peut-être de montrer une augmentation fonctionnelle de la P-gp chez ces patients. Néanmoins, compte tenu des faibles répercussions pharmacocinétiques de la P-gp sur l'exposition cérébrale, il est peu probable que nos résultats soutiennent l'hypothèse d'un lien causal entre l'activité de la P-gp et le manque d'efficacité des médicaments antiépileptiques. Toutefois, au regard des données histologiques et d'imagerie disponibles, on peut penser qu'il existe une corrélation entre l'EPR et l'expression de la P-gp (M. [START_REF] Bauer | In Vivo P-Glycoprotein Function before and after Epilepsy Surgery[END_REF]. Ainsi, l'imagerie TEP au [ 11 C]métoclopramide pourrait permettre d'envisager la P-gp comme biomarqueur de l'épilepsie ou de la pharmacorésistance, sans nécessairement établir de lien causal neuro-pharmacocinétique.

CONCLUSION GENERALE

Ce travail de thèse a permis d'améliorer les connaissances sur les radiotraceurs de la P-gp et d'initier l'étude de la fonction de la P-gp comme biomarqueur de l'EPR. Ce travail s'inscrit dans le contexte global de la recherche sur l'imagerie moléculaire et cherche à optimiser l'imagerie de la P-gp en affinant les critères de choix des radiotraceurs. Historiquement, les traceurs de la P-gp ont été conçus et évalués en se basant soit sur des critères pharmacocinétiques, soit sur des critères d'imagerie TEP. Cependant, il est nécessaire de développer des critères spécifiques qui prennent en compte la complexité de l'interaction des substrats avec ces transporteurs. Il est fort probable que de plus amples connaissances de la biologie moléculaire des transporteurs puissent orienter encore le choix des radiotraceurs et de sondes dédiées à l'avenir.

À ce jour, il existe un réel besoin de développer des méthodes permettant d'évaluer de manière fiable et peu invasive l'activité de la P-gp au niveau de la BHE chez les patients atteints d'EPR.

Cette thèse a permis de rationaliser le choix du [ 11 C]métoclopramide pour étudier la fonction de la P-gp en tant que biomarqueur de l'EPR.
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  sont particulièrement jointives et s'opposent au passage de nombreuses molécules. Ces propriétés constituent le phénotype de « barrière physique » de la BHE. D'autre part, de nombreux systèmes de transport assurent la régulation du passage de composés endogènes et de xénobiotiques de part et d'autre de la BHE (N. Joan Abbott et al. 2010). Ces systèmes constituent le phénotype de « barrière fonctionnelle ».
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 1 Figure1: Schéma de l'unité neuro-vasculaire. D'après N.[START_REF] Abbott | Astrocyte-Endothelial Interactions at the Blood-Brain Barrier[END_REF] 
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 2 Figure 2 : Schéma des jonctions serrées et adhérentes au niveau de la BHE. D'après R. Pandit et al., 2019.
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 3 Figure 3 : Schéma des mécanismes de transport au niveau de la BHE. D'après R. Pandit et al., 2019.

  Figure 4 : Illustration des différents mécanismes de transport au travers de la BHE. D'après N.[START_REF] Abbott | Astrocyte-Endothelial Interactions at the Blood-Brain Barrier[END_REF] 

Figure 5 :

 5 Figure 5 : Localisation des différents transporteurs au niveau de la BHE et le sens de passage de leurs substrats. D'après M. Zamek-Gliszczynski et al., 2018.

Figure 7 :

 7 Figure 7 : Schéma simplifié de la P-gp au niveau de la BHE. D'après S. Syvänen et al., 2012.

Figure 9 :

 9 Figure 9 : Distribution cérébrale du lopéramide en fonction du niveau d'expression de la P-gp chez la souris. D'après J.C. Kalvass et al., Clin Pharm Ther, 2013.

  Peu d'études sont consacrées à l'implication des transporteurs ABC dans les maladies psychiatriques. Cependant, certains résultats suggèrent une modification fonctionnelle de la Pgp au niveau de la BHE des patients atteints de dépression ou de schizophrénie qui pourrait être la cause d'une résistance aux traitements médicamenteux dans ces maladies (de[START_REF] Klerk | Locally Increased P-Glycoprotein Function in Major Depression: A PET Study with [11C]Verapamil as a Probe for P-Glycoprotein Function in the Blood-Brain Barrier[END_REF][START_REF] De Klerk | The Role of P-Glycoprotein in Psychiatric Disorders: A Reliable Guard of the Brain?[END_REF]. De nombreux médicaments antidépresseurs et antipsychotiques ont été identifiés comme substrats de la P-gp (O'Brien et al. 2012). Chez l'animal, une inhibition ou une déplétion de la P-gp augmente les concentrations et les effets centraux de ces médicaments[START_REF] Bundgaard | Species Comparison of In Vivo P-Glycoprotein-Mediated Brain Efflux Using Mdr1a-Deficient Rats and Mice[END_REF][START_REF] Moons | Relationship between P-Glycoprotein and Second-Generation Antipsychotics[END_REF]. Cependant, par manque d'outils, la relation entre l'augmentation fonctionnelle de la P-gp et la réponse aux traitements n'est toujours pas clairement établie chez l'Homme.

7. 5 . 3

 53 Autoradiographie et imagerie par spectrométrie de masse L'autoradiographie quantitative consiste en l'injection d'une molécule radioactive à un animal, puis le recueil d'échantillons sanguins artériels et de coupes cérébrales. Les échantillons sanguins servent à doser la concentration sanguine du composé et les coupes de cerveau sont congelées puis autoradiographiées. Le développement du film autoradiographique permet de visualiser la distribution et de quantifier le signal radioactif dans le cerveau[START_REF] Dörner | Synthesis and small-animal positron emission tomography evaluation of [11C]-elacridar as a radiotracer to assess the distribution of P-glycoprotein at the blood-brain barrier[END_REF]).

  ce transporteur[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF]. Pour ces raisons, la TEP reste la technique d'imagerie de choix. Plusieurs radiotraceurs pour l'imagerie TEP ont été développés pour étudier spécifiquement les répercussions fonctionnelles d'une modulation de l'activité de la P-gp au niveau de la BHE, de manière non-invasive et translationnelle[START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]).

Figure 10 :

 10 Figure 10 : Propriétés et avantages des différentes techniques d'imagerie pour l'étude des transporteurs de xénobiotiques. D'après N.Tournier et al., Pharmacology & Therapeutics, 2018. 

  photons est détectée en coïncidence par la couronne de détecteurs de la caméra située autour du patient (figure11). Les différentes désintégrations provenant d'un même point sont regroupées par des droites dont l'intersection correspond à la région émettrice. Les données enregistrées et transformées mathématiquement, avec des algorithmes prenant en compte les phénomènes de diffusion et d'atténuation du signal par les tissus, ainsi que la correction de la décroissance radioactive, permettent la reconstruction tridimensionnelle d'une image. Le radiotraceur est généralement injecté par voie intraveineuse et l'imagerie TEP cérébrale permet de mesurer la cinétique des concentrations radioactives dans les tissus. Cette technique permet donc d'étudier des cibles tissulaires spécifiques telle que la P-gp au niveau cérébral chez l'Homme[START_REF] Langer | Methods to Assess Tissue-Specific Distribution and Metabolism of Drugs[END_REF]). L'avantage des radiotraceurs marqués par des atomes émetteurs de positons est la variété des radiotraceurs envisageables. La radiochimie a permis de développer de nombreux ligands spécifiques de récepteurs d'intérêt, notamment en neurologie dans un objectif de diagnostic ou de recherche[START_REF] Jacobs | PET-Based Molecular Imaging in Neuroscience[END_REF].

Figure 11 :

 11 Figure 11 : Principe de la tomographie par émission de positons. D'après I. Jens Maus, domaine public

  Dans le modèle à un compartiment tissulaire (Figure12 A), les constantes d'échange du traceur entre les compartiments plasmatique (Cp) et tissulaire (C1) sont notées K1 (en mL.g -1 .min -1 ) pour le transfert du sang vers le tissu, et k2 (en min -1 ) pour le transfert du tissu vers le sang. Dans ce modèle, le radiotraceur présent dans le compartiment C1 peut être sous forme libre, lié de manière spécifique à sa cible (fixation saturable et réversible), ou lié de manière non spécifique à d'autres cibles (fixation non saturable et non réversible).Dans le modèle à deux compartiments tissulaires (représenté dans laFigure 12 B), on introduit un compartiment supplémentaire (C2) qui correspond exclusivement au radiotraceur lié de manière spécifique à sa cible. Le compartiment C1 représente le radiotraceur sous forme libre et lié de manière non spécifique. Les constantes de vitesse d'échange entre les différents compartiments suivent la même notation que dans le modèle précédent, à savoir : K1, k2, k3 et k4. Une variante de ce modèle prend en compte l'irréversibilité de la liaison spécifique du radiotraceur à sa cible, ce qui signifie que le compartiment spécifique C2 est considéré comme fermé, avec la valeur de k4 fixée à zéro. Il existe aussi, pour certains radiotraceurs, des modèles plus complexes avec plus de compartiments tissulaires. En A le modèle à un compartiment tissulaire (1TCM) et en B le modèle à 2 compartiments tissulaires (2TCM) 7.6.1.1 La fonction d'entrée artérielle Pour réaliser une modélisation compartimentale, il est nécessaire d'avoir accès à la cinétique sanguine artérielle du radiotraceur, ainsi qu'à la mesure de sa fraction inchangée. En effet, dans la plupart des cas, seule la fraction libre du radiotraceur dans le sang peut être échangée entre les différents compartiments. Cette fraction libre doit donc être déterminée à partir d'échantillons sanguins prélevés d'une artère tout au long de l'examen TEP. Un échantillon de sang total contient à la fois le radiotraceur fixé aux globules rouges et les différentes formes du radiotraceur dans le plasma : libre, lié aux protéines plasmatiques et transformé en métabolites ou radiométabolites. La mesure de la radioactivité plasmatique par comptage gamma et l'estimation de la fraction parentale par chromatographie en phase liquide radiochimique (radio-CLHP) permettent d'obtenir la fonction d'entrée artérielle corrigée des radiométabolites (Pike 2009).
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 12 Figure 12 : Modèles compartimentaux, d'après le logiciel Pmod®
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 13 Figure 13 : Modèle avec région de référence, d'après le logiciel Pmod®
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 1415 Figure 14 : Image obtenue après injection de [ 11 C]vérapamil chez l'Homme. D'après S. Eyal et al., 2009. En absence (A) et en présence (B) d'une inhibition de la P-gp par la ciclosporine.
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 16 Figure 16 : Image obtenue après injection [ 11 C]métoclopramide chez l'Homme. D'après N. Tournier et al., 2019 En absence (A) et en présence (B) d'une inhibition de la P-gp par la ciclosporine
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 17 Figure 17: Hypothèses de l'EPR. D'après Tingting Hu et al., Journal of medicinal chemistry 2023

Figure 18 :

 18 Figure 18: Hypothèse des transporteurs. D'après W. Loscher et al., Curr Pharm Des, 2011

Figure 19 :

 19 Figure 19 : Schéma des mécanismes supposés liés aux crises d'épilepsie dans l'augmentation de l'expression de la P-gp dans les tissus cérébraux affectés par l'épilepsie. D'après Taggi et al., Pharmaceutics, 2022.

  La plupart des modèles in vitro ont été développés et optimisés pour étudier le transport de composés « avides », c'est-à-dire avec une forte capacité de transport. C'est en particulier le cas du modèle de référence qui consiste à déterminer le ratio d'efflux à travers une couche monocellulaire qui surexprime la P-gp humaine. Or, les antiépileptiques sont pour la plupart de petites molécules très lipophiles qui traversent librement la BHE, même lorsque la P-gp est fonctionnelle. Ainsi, les molécules antiépileptiques, si certains sont transportés par la P-gp,

Figure 20 :

 20 Figure20: Schéma des mécanismes de la neuroinflammation impliqués dans l'augmentation de l'expression de la P-gp au niveau du tissu cérébral atteint par l'epilepsie. D'aprèsLöscher et al., Pharmacological Reviews, 2020 

Figure 22 :

 22 Figure 22 : Atténuation de l'inhibition de la P-gp sur la constante d'influx K₁ du (R)-[¹¹C]vérapamil chez les patients atteints d'EPR du lobe temporal et chez les témoins sains.D'après M.Feldmann et al., Lancet neurology, 2013. 

  Groupe 3 : 25 patients atteints d'épilepsie et répondeurs aux traitements -Groupe 4 : 10 patients atteints d'épilepsie multifocale -Groupe 5 : 10 volontaires sains EPIFLUX est un protocole multicentrique mené en parallèle en France et en Autriche dans le cadre d'un financement ANR PRCI (projet de recherche collaboratif international) porté par Nicolas Tournier. En France, le recrutement est assuré par le service du Pr Viviane Bouilleret à l'hôpital du Kremlin Bicêtre (AP-HP), et l'imagerie est réalisée au service Hospitalier Frédéric

Figure 23 :

 23 Figure 23 : Design de l'étude EPIFLUX. Les groupes sont précisés dans les bulles bleues. Les hypothèses associées au choix des différents groupes sont précisées dans les bulles jaunes.

  positons (TEP) chez le rat. Ces travaux ont fait l'objet de deux publications complémentaires dans le Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism (facteur d'impact = 7,0), et dans Pharmaceutics (facteur d'impact = 6,5), et d'une lettre à l'éditeur dans le Journal of Pharmaceutical Sciences (facteur d'impact = 3,8).
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 1 Choix de la voie d'administration du tariquidarCompte tenu de la cinétique plasmatique du tariquidar connue chez le rat, l'administration par injection intrapéritonéale (IP) a été dans un premier temps préférée à l'injection intraveineuse (IV) pour l'étude de la relation dose-effet du tariquidar sur la cinétique cérébrale du [11 C]métoclopramide. Ce choix initial avait pour objectif de maintenir une concentration plasmatique la plus stable possible pendant toute la durée d'acquisition des images afin d'entretenir un niveau d'inhibition de la P-gp constant et contrôlé[START_REF] Matzneller | Pharmacokinetics of the P-Gp Inhibitor Tariquidar in Rats After Intravenous, Oral, and Intraperitoneal Administration[END_REF]. Un protocole impliquant des doses croissantes de tariquidar administrées par voie IP a donc d'abord été testé.

Figure 24 :

 24 Figure 24 : Etude de l'injection intra péritonéale de tariquidar.

Figure 25 :

 25 Figure 25 : Etude de l'injection par voie intraveineuse du tariquidar. Sont représentés, les concentrations plasmatiques en tariquidar (nM) en fonction de la dose injectée en IV (mg/kg) et le modèle non linéaire de Hill appliqué (ligne noire).

Figure 26 :

 26 Figure26: Pénétration intracellulaire du [11 C]vérapamil, [11 C]N-desmethyl-lopéramide, [11 C]métoclopramide et [11 C]dompéridone dans les cellules MDCKII-MDR1 en présence de doses croissantes de ciclosporine A.

  d'une certaine concentration (25 µM), ce qui n'a pas permis d'atteindre l'inhibition maximale de la P-gp pour tous les radiotraceurs. Il n'aurait donc pas été possible de réaliser une étude comparative in vitro complète avec la ciclosporine. Le tariquidar a donc été choisi, car il permet d'obtenir une inhibition maximale de la P-gp sans toxicité et d'atteindre un niveau d'inhibition maximal pour tous les radiotraceurs testés. Ainsi, la modélisation de la courbe effet/dose a pu être réalisée avec le tariquidar, pour l'ensemble des traceurs substrats utilisés. De plus, contrairement au tariquidar (Pottier et al. 2016), la ciclosporine est susceptible de modifier le métabolisme périphérique du [ 11 C]métoclopramide (Tournier et al. 2019) et du [ 11 C]vérapamil (Muzi et al. 2009). Ce paramètre aurait alors compliqué l'analyse et l'interprétation des données TEP in vivo chez le rat, en rendant indispensable l'acquisition de fonctions d'entrée artérielles corrigée des radiométabolites pour chacune des doses de ciclosporine, et pour chacun des radiotraceurs testés. De plus, l'absence d'effet du tariquidar sur le métabolisme des 3 radiotraceurs étudiés nous a permis d'utiliser un paramètre pharmacocinétique simple (aire sous la courbe), et commun pour tous les radiotraceurs, pour comparer leur passage cérébral et l'effet du tariquidar sur ce passage cérébral.

Figure 27 :

 27 Figure 27 : Comparaison in vitro des radiopharmaceutiques pour l'étude de la fonction P-gp au niveau de la BHE.

  . D'une manière plus globale, nos travaux suggèrent qu'il est nécessaire de prendre en compte la spécificité du couple substrat/inhibiteur, et pas seulement la puissance d'un inhibiteur vis-à-vis d'un substrat de référence (généralement la digoxine selon les recommandations), afin d'estimer correctement le risque d'interaction médicamenteuse à partir de données de transport in vitro. Dans un article publié récemment, S. Lazzaro et ses collègues ont identifié des facteurs de variabilité entre les différentes méthodes utilisées in vitro pour estimer la puissance des inhibiteurs de la P-gp et prédire ainsi le risque d'interaction médicamenteuse in vivo (Lazzaro et al. 2023). Parmi les méthodes comparées, certaines utilisaient indifféremment la digoxine comme substrat de la P-gp, et d'autres utilisaient la N-méthyl-quinidine. Les facteurs de variabilité identifiés par les auteurs concernaient seulement les modèles cellulaires ou vésiculaires utilisés, ainsi que les propriétés physico-chimiques des inhibiteurs testés. Sur la base de nos travaux, nous avons souhaité sensibilisé les lecteurs de cet article à la notion de vulnérabilité d'un subs-

[ 11 CFigure 28 :

 1128 Figure 28 : Cinétique plasmatique et métabolisme du [ 11 C]métoclopramide chez les patients et les volontaires sains de l'étude EPIFLUX

Figure 29 :

 29 Figure 29 : Etude du muscle temporal comme région de référence chez l'Homme Les TAC cérébrales (A) et musculaires (B) sont représentées avant et après inhibition de la P-gp par la ciclosporine. En C, la comparaison des AUCratio est représentée. *** = p<0.001, ns = non significatif.

Figure 30 :

 30 Figure 30 : KE,brain-maps chez deux sujets de l'étude EPIFLUX. En A un volontaire sain et en B un patient épileptique. Visuellement il n'est pas possible de distinguer ces deux KE,brain-maps. Cependant, cette approche paramétrique devra être appliquée à l'ensemble des volontaires sains pour pouvoir étudier les spécificités des cartes paramétriques obtenues chez chaque patient ou chaque groupe de patients. De plus, ces cartes paramétriques pourront être utilisées pour réaliser une comparaison voxel-à-voxel grâce à un logiciel dédié (SPM, statistical parametric mapping), ce qui n'est pas possible avec les images dynamiques. Cela devrait permettre, avec plus de précision que l'analyse visuelle, d'identifier et de localiser des régions avec une activité de la Pgp induite ou diminuée par rapport à la base de volontaires sains.

(carbone- 12 )

 12 par son isotope radioactif émetteur de positons. De cette façon, les sondes P-gp correspondent à des médicaments radiomarqués (pour le [11 C]vérapamil et le [11 C]métoclopramide) ou à leur métabolite (pour le [11 C]NdLop) dont la toxicité, la tolérance clinique et la pharmacocinétique sont parfaitement connues. Aussi, d'un point de vue réglementaire, le fait que les molécules radiomarquées soient des analogues de médicaments connus facilite grandement leur utilisation chez l'Homme en tant que radiopharmaceutiques expérimentaux. En effet, il n'est pas nécessaire de produire de nouvelles données de toxicologie préclinique dans ce contexte, ce qui réduit les coûts et accélère le développement clinique de ces radiotraceurs[START_REF] Burt | Phase 0/Microdosing Approaches: Time for Mainstream Application in Drug Development?[END_REF]. L'immense majorité des principes actifs présentent un atome de carbone dans leur structure. En théorie, et dans la limite de la faisabilité technique du radiomarquage, le carbone-11 offre un potentiel de repositionnement de molécules thérapeutiques en radiopharmaceutique considérable.L'utilisation de radionucléides émetteurs de rayonnements (rayonnement ß + ) permet la réalisation d'une acquisition tomographique TEP, et donc la quantification absolue de la radioactivité volumique cérébrale[START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]. Cette approche, combinée à la quantification absolue de la fonction d'entrée, permet de réaliser une imagerie paramétrique quantitative avec des performances qui, à ce jour, ne sont pas atteintes par d'autre modalités d'imagerie médicales comme la tomographie d'émission mono-photonique (TEMP) ou l'IRM. Par ailleurs, l'utilisation du carbone-11, du fait de sa courte période physique (20,4 minutes), constitue un avantage dosimétrique et permet d'envisager de réaliser deux examens successifs chez un même sujet au cours d'une même journée (Marie et al. 2022). Dans le cadre de l'imagerie de la P-gp, il a ainsi été possible d'acquérir des données TEP avant et après inhibition pharmacologique de la P-gp. Néanmoins, l'utilisation du carbone-11 est réservée à quelques centre experts équipés d'un cyclotron, ce qui limite considérablement la dissémination de la technique, notamment dans les services de médecine nucléaire conventionnels. De ce point de vue, le radiomarquage au fluor-18, qui possède une période physique de 110 minutes, possède un avantage pour les applications cliniques à plus large échelle. Il faut toutefois noter que le métoclopramide ne possède pas de fluor dans sa structure et que l'introduction d'un fluor-18 aboutirait à un dérivé dont les propriétés et l'innocuité devraient être démontrées. Ainsi, une approche séquentielle, utilisant dans un premier temps le radiomarquage au carbone-11 pour établir une preuve de concept clinique, suivie dans un second temps du développement d'un radiotraceur dérivé marqué au fluor-18, pourrait être envisagée si la preuve de concept suscite un besoin clinique.Concernant spécifiquement l'imagerie de la P-gp dans le contexte de l'EPR, le [11 C]métoclopramide possède l'avantage, par rapport au [11 C]vérapamil et au [11 C]NdLop, de pouvoir détecter une induction fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE, ce qui a été démontrée chez la souris[START_REF] Zoufal | Imaging P-Glycoprotein Induction at the Blood-Brain Barrier of a Beta-Amyloidosis Mouse Model with 11C-Metoclopramide PET[END_REF]. Le [11 C]métoclopramide est un substrat dit « faible » de la P-gp, qui possède un passage cérébral substantiel en condition basale[START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]). Cela permet de détecter une diminution du signal cérébral associé à une augmentation fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE. Cependant, le [11 C]vérapamil avait pu mettre en évidence, de façon indirecte, une induction fonctionnelle de la P-gp chez des patients atteints d'EPR, en montrant une réponse atténuée à l'inhibition de la P-gp au niveau des foyers épileptogènes de patient atteints d'EPR[START_REF] Feldmann | P-Glycoprotein Expression and Function in Patients with Temporal Lobe Epilepsy: A Case-Control Study[END_REF]). Ce type de protocole a apporté la preuve de concept concernant l'induction fonctionnelle de la P-gp dans l'EPR, mais reste difficilement réalisable en recherche clinique. En effet, les formulations pharmaceutiques de tariquidar, utilisées pour l'inhibition partielle de la P-gp, ne sont plus disponibles pour usage humain. L'utilisation d'un inhibiteur alternatif et disponible, tel que la ciclosporine A, entraine un risque d'interaction médicamenteuse car elle est susceptible de modifier le métabolisme du [11 C]vérapamil ce qui pourrait introduire un biais compte tenu de la forte prévalence de radiométabolites dans le cerveau pour ce radiotraceur[START_REF] Luurtsema | Evaluation of (R)-[11C]Verapamil as PET Tracer of P-Glycoprotein Function in the Blood-Brain Barrier: Kinetics and Metabolism in the Rat[END_REF]. Néanmoins, la capacité du [11 C]métoclopramide à détecter une induction fonctionnelle dans le contexte de l'EPR reste à être démontrée, ce dernier point faisant l'objet du protocole EPIFLUX.La première partie de ce travail de thèse a consisté à comparer les radiopharmaceutiques actuellement disponible comme sonde P-gp chez l'Homme au regard d'un nouveau critère : la vulnérabilité à l'inhibition. Ce critère se définit comme la réponse, en termes de rehaussement du signal, à une inhibition pharmacologique partielle de la P-gp. Nous pensons que ce critère, qui peut être facilement évalué in vitro et in vivo chez l'animal(Breuil, Marie, et al. 2022), traduit la capacité des différents traceurs à générer du signal en présence d'un faible changement d'activité de P-gp. En cela, ce critère résulte d'un compromis entre l'avidité du radiotraceur, et une inhibition correspond à la capacité totale de transport (ER pour efflux ratio) et à la puissance de l'inhibiteur vis-à-vis du substrat étudié (IC50). La pertinence d'un paramètre composite (ER/IC50) pour prédire la réponse à l'inhibition reste à être évaluée pour l'étude de traceurs des transporteurs en général. Il est possible que les paramètres ER et IC50 n'influent pas de manière parallèle sur le rehaussement du signal. Par exemple, la [11 C]dompéridone souffre d'un IC50 particulièrement élevé qui la rend particulièrement peu vulnérable à l'inhibition par le tariquidar. Ainsi, on peut faire l'hypothèse d'une sensibilité médiocre de la [11 C]dompéridone à de faibles changement d'activité de la P-gp, ce qui réduit considérablement son intérêt pour de prochaines études. Dans ce projet de thèse, quatre radioligands différents ont été comparés dans des conditions standardisées. Aussi, cette première étude n'a pas permis de montrer de corrélation entre l'ER et la IC50 (Figure27). Cela nécessite une confirmation sur un plus grand nombre de substrats afin de savoir s'il existe une corrélation inverse entre la vulnérabilité à l'inhibition et la capacité de transport. D'un point de vue moléculaire, on peut toutefois faire l'hypothèse d'une affinité différente des substrats pour le site de transport de la P-gp, qui pourrait influer sur la réversibilité de la fixation et conditionner la sensibilité à l'inhibition et/ou la capacité de transport.Le radiomarquage de la dompéridone au carbone-11 a été développé à l'instar du [11 C]métoclopramide par l'équipe de radiochimie du laboratoire BioMaps. Les résultats ont été décevants et n'ont pas montré d'avantage de ce nouveau radiotraceur par rapport au [11 C]métoclopramide pour l'imagerie de la P-gp. Néanmoins, d'un point de vue thérapeutique, les résultats ont permis la comparaison des répercussions neuropharmacocinétiques de l'inhibition de la P-gp au niveau de la BHE entre deux médicaments de la même classe pharmacologique, puisque la dompéridone et le métoclopramide sont tous les deux des antiémétiques. Ces travaux précliniques suggèrent qu'il n'y a pas de lien direct entre le caractère avide d'un substrat de la P-gp et l'augmentation du risque d'interaction médicamenteuse médiée par les inhibiteurs de la Pgp. Néanmoins, le risque d'interaction médicamenteuse pourrait dépendre du couple substrat/inhibiteur de la P-gp, et conditionner la vulnérabilité, l'intensité et les répercussions pharmacologiques de l'interaction(Breuil, Goutal, et al. 2022). Toutefois, lors du développement d'une nouvelle molécule candidat médicament, il n'est pas envisageable de tester toutes les combinaisons substrat/inhibiteur possibles. On pourrait cependant imaginer un panel de substrats de sensibilité différentes pour apprécier le risque d'interactions médicamenteuses impliquant la P-gp avec une meilleure acuité.L'influence des comédications sur la cinétique sanguine et cérébrale du [11 C]métoclopramide a été étudiée chez le rat et suggère une faible sensibilité à la modulation des CYP. Cependant, les résultats obtenus chez le rat ne peuvent pas être entièrement prédictifs des résultats de l'étude clinique. Il existe des différences importantes entre CYPs humain et du rongeur[START_REF] Baillie | Role of Biotransformation in Drug-Induced Toxicity: Influence of Intra-and Inter-Species Differences in Drug Metabolism[END_REF], avec des différences de métabolisme des médicaments concomitant et du radiopharmaceutique lui-même (M.[START_REF] Bauer | P-glycoprotein mediated interaction between (R)-[11C]verapamil and tariquidar at the human blood-brain barrier studied with positron emission tomography, a comparison with rat data[END_REF]. Bien que rassurante quant à l'influence de la carbamazépine sur la cinétique du [11 C]métoclopramide, ce résultat encourageant a dû être vérifié sur les données cliniques. L'analyse préliminaire des données de l'étude EPIFLUX n'a pas montré de différence significative de métabolisme du [11 C]métoclopramide entre les patients traités et les volontaires sains. Néanmoins, ces données restent très incomplètes, avec peu de patients traités par des médicaments inducteurs enzymatiques, ce qui correspond aux molécules antiépileptiques modernes (Figure28). Ainsi, les critères du « radiopharmaceutique idéal » pour mesurer l'activité de la P-gp au niveau de la BHE proposés par Kannan et ses collègues en 2009 peuvent être complétés en regard de l'évolution des connaissances de la P-gp. Aussi, nos données suggèrent que ces critères doivent être adaptés en fonction de la situation physiopathologique étudiée. Le Tableau 4 présente les avantage (+) et les inconvénients (-) du [11 C]métoclopramide vis-à-vis de l'étude fonctionnelle de la P-gp dans le contexte d'EPR.
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  Critères du radiopharmaceutique idéal pour l'étude fonctionnelle de la Pgp au niveau de la BHE adaptés de[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF] appliqués au [ 11 C]métoclopramide mettant en évidence les avantages (+) et les inconvénients (-) du [ 11 C]métoclopramide dans l'imagerie fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE chez des patients atteints d'EPR ............................................................................................................... 157Au cours des dernières décennies, de nombreux progrès ont été réalisés dans la compréhension des mécanismes biologiques impliqués dans les maladies humaines. Cependant, il subsiste encore de nombreux défis pour améliorer le diagnostic précoce, la prédiction de l'évolution et la surveillance thérapeutique des pathologies. C'est dans ce contexte que les biomarqueurs jouent un rôle déterminant, en permettant une évaluation plus objective et quantitative de certaines pathologies, tout en offrant la possibilité d'une meilleure personnalisation des soins.

	5 6	LISTE DES ABREVIATIONS PREAMBULE
		ABC: Adenosine-triphosphate Biding cassette
		ATP : Adénosine triphosphate
		BCRP: Breast cancer resistant protein
		BHE : Barrière Hémato-Encéphalique
		CYP : Cytochrome P450
		EPR : Epilepsie pharmaco-résistante
		IC50 : Concentration inhibitrice 50%
		IP : Intra péritonéale
		IRM : Imagerie par résonance magnétique
		IV : Intra veineuse
		IP : intrapéritonéale Dans ce cadre, l'imagerie moléculaire, et particulièrement l'imagerie par tomographie à émis-
		MDR : Multi drug resistance sion de positon (TEP), offre d'immenses perspectives de développement de biomarqueurs spé-
		MRP : Multi drug resistant protein
		P-gp : P-glycoprotéine
		PNH : Primate non humain
		SNC : Système nerveux central
		SLC: Solute carrier
		SUV: Standardized uptake value
		TAC : Courbe temps-activité
		TEP : Tomographie par émission de positrons
		VOI : Volume d'intérêt

..... 29 Tableau 2 : Statut substrat de la P-gp des antiépileptiques selon l'arbre décisionnel de Zhang et al., Advanced drug delivery review, 2012 .................................................................. 58 Tableau 3 : Evaluation des radiotraceurs cliniques concernant les critères d'un bon radiotraceur substrat de la P-gp, d'après Kannan et al. 2009 ............................................... 70 Tableau 4 : cifiques, pour de nombreuses pathologies. Grâce à la haute sensibilité de détection des caméras, les molécules radiomarquées, ou radiopharmaceutiques, sont généralement administrées sous forme de "microdoses" (<100µg). Cette particularité présente l'avantage d'un excellent profil toxicologique qui permet d'envisager la réalisation d'études cliniques assez précoces. Aussi, la prise en compte du contexte clinique et physiopathologique pour le développement de radiopharmaceutiques innovants est essentielle à l'intégration de l'imagerie moléculaire à la recherche clinique, notamment en neurologie. Ainsi, ce que l'on pourrait qualifier de « radiopharmacologie translationnelle et clinique », illustre un des rôles du radiopharmacien hospitalier dans le développement de l'imagerie moléculaire, au sein d'un paysage multidisciplinaire. Ce travail de thèse a porté sur l'étude d'un déterminant pharmacocinétique bien connu des pharmacologues, la P-glycoprotéine, que nous avons souhaité repositionner comme biomarqueur d'une maladie neurologique, l'épilepsie pharmaco-résistante (EPR). Ce paramètre a pu être étudié grâce à une approche d'imagerie moléculaire innovante que nous avons dû évaluer et optimiser afin qu'elle puisse être utilisée spécifiquement chez les patients atteints d'EPR. Ce travail comporte une première partie bibliographique dont l'objectif est de présenter le contexte scientifique et pharmacologique de l'étude avec un chapitre dédié à l'EPR. Ensuite, une partie expérimentale présente les travaux de recherche translationnelle mis en oeuvre pour permettre l'utilisation de cette approche d'imagerie chez les patients atteints d'EPR. Ces deux sections sont suivies d'une discussion générale et d'une conclusion.

  Cependant, ces propriétés ne permettent pas de prédire avec une bonne certitude le passage de la BHE. Un grand nombre de composés franchissent la BHE alors qu'ils ne possèdent pas les caractéristiques physico-chimiques adéquates. A l'inverse, d'autres

	molécules présentent un passage cérébral plus faible malgré des propriétés physico-chimiques
	favorables (N. J. Abbott 2013). Ces molécules sont en fait respectivement des substrats de
	transporteurs d'influx ou d'efflux, présents au niveau des membranes des cellules
	endothéliales, qui régulent sélectivement le passage au travers du parenchyme cérébral. Au
	niveau de la BHE il existe principalement deux super familles de transporteurs (Löscher et al.
	2005b), la super famille des transporteurs SLC (Solute Carrier Family) et la super famille des
	transporteurs ABC (Adenosine triphosphate Binding Cassette) (Figure 4 c).

La diffusion passive est un phénomène simple, ne nécessitant pas d'énergie, qui permet le passage d'un soluté au travers d'une membrane. Le déplacement des molécules s'effectue dans le sens du gradient de concentration, d'un compartiment à l'autre. La capacité de diffusion passive dépend essentiellement des propriétés physico-chimiques des solutés comme la polarité, la masse molaire, la charge électrique ou le taux de liaison aux protéines plasmatiques des composés

[START_REF] Pardridge | Drug transport across the blood-brain barrier[END_REF]

. Ainsi, certains gaz (oxygène, dioxyde de carbone), des molécules liposolubles de petite taille et des petits composés hydrophobes peuvent franchir très librement l'endothélium cérébral

[START_REF] Sweeney | Blood-Brain Barrier: From Physiology to Disease and Back[END_REF]

.

7.1.2.2 Transporteurs membranaires

La pénétration cérébrale d'un composé dépend à priori de ses caractéristiques physico-chimiques.

2022 7.3 IMPLICATION DE LA P-GP DANS LA NEUROPHARMACOCINETIQUE DES MEDICAMENTS

  S671 et S683) sont représentés par des cercles verts et se situent au niveau de la liaison entre les deux domaines. La glycosylation, représentés par des lignes ramifiées entre les hélices transmembranaires 1 et 2, se produit au niveau des résidus asparagine N91, N94 et N99. Les niveaux d'expression et d'activité de l'ARNm et de la protéine sont régulés à la hausse ou à la baisse par une série de facteurs de transcription et de mécanismes post-traductionnels.

	maladies neurologiques (Carrano et al. 2014). qui est un dérivé de la ciclosporine A. Une troisième génération d'inhibiteurs a ensuite été
	La régulation des transporteurs d'efflux de médicaments repose sur des mécanismes de développée pour être hautement spécifique de la P-gp et moins interagir avec les CYP. Toute-
	signalisation complexes, notamment le stress oxydatif, le stress inflammatoire, les récepteurs nucléaires activés par des ligands et les récepteurs du glutamate (Chai et al. 2022; Gil-Martins et al. 2020). Sur la Figure 8, les deux domaines transmembranaires de la P-gp comprennent chacun six hélices membranaires, notées de 1 à 12, et deux régions intracellulaires de liaison à l'ATP (domaines de liaison aux nucléotides, NBD). Les sites de phosphorylation (résidus sérine Au niveau de la BHE, la P-gp transporte un large panel de composés, ce qui en limite le passage cérébral (Sharom 2011). En raison de son importance dans la pharmacocinétique des médicaments et de son implication dans le phénomène de MDR, de nombreuses études se sont intéressées aux caractéristiques moléculaires de l'interaction de la P-gp avec ses substrats. fois, certains inhibiteurs de cette troisième génération ne sont pas sélectifs de la P-gp comme par exemple l'élacridar, qui bloque aussi bien l'activité de la P-gp que celle de la BCRP. Le tableau 1 ci-dessous présente les différentes générations d'inhibiteurs de la P-gp. Tableau 1: liste non exhaustive des inhibiteurs de la P-gp Vérapamil, ciclosporine A, amiodarone, quinidine, quinine, S661, S667, 7.3.1 Substrats de la P-gp Première génération Cette recherche a permis d'identifier les substrats potentiels et de développer des inhibiteurs nifédipine, cremophore EL (tensio-actif).
	de P-gp ayant pour objectif de contourner ou d'abolir le phénomène de MDR (Silva et al. 2015).
	Différents essais ont été réalisés pour trouver un ensemble de caractéristiques structurelles et Deuxième
	génération fonctionnelles théoriques qui permettraient de prédire le potentiel d'inhibition de la P-gp KR30031, PSC 833 (Valspodar), VX-710 (Biricodar).
	(Seelig 1998; Silva et al. 2015). Cependant, la complexité de la reconnaissance moléculaire par
	la P-gp rend difficile la prédiction du caractère substrat ou inhibiteur des composés. Aussi le
	caractère substrat et/ou inhibiteur de la P-gp est aujourd'hui déterminé pour chaque nouveau Troisième GF120918 (Elacridar), LY475776, LY335979 (Zosuquidar), XR9576
	candidat médicament grâce à des expériences dédiées (Feng et al. 2008; Giacomini et al. 2010). génération (Tariquidar), R101933 (Laniquidar), V-104, OC 144-093 (ONT-093).
	). Depuis, de nombreuses études ont montré qu'une inhibition 7.3.2 Inhibiteurs de la P-gp
	ou un déficit génétique de la P-gp permet d'augmenter le passage cérébral d'un très grand Le terme d'inhibiteur de la P-gp est utilisé pour les composés limitant l'activité de transport de
	nombre de médicaments substrats. Cependant, on connait encore mal l'importance clinique substrats. Les inhibiteurs de la P-gp sont classés en trois générations, basées sur leur spécificité
	d'une régulation de la P-gp sur le passage cérébral et les effets centraux de ces substrats. et leur pouvoir d'inhibition du transporteur (Varma 2003). La première génération comprend
	(Miller et al. 2008) des molécules utilisées en pratique clinique comme le vérapamil, la quinidine ou la ciclospo-
	7.2.4 Régulation de la P-gp au niveau de la BHE rine, et qui se sont avérées être des inhibiteurs de la P-gp. Ces molécules sont actives pharma-
	La régulation de la P-gp est un phénomène complexe et largement étudié dans la cadre du cologiquement et leur utilisation reste limitée du fait de leur effets indésirables voire leur toxi-
	phénomène MDR, lié à une surexpression de la P-gp au niveau des cellules tumorales cité aux doses nécessaires pour inhiber substantiellement la P-gp (Srivalli et al. 2012). Les inhi-
	(Katayama et al. 2014). Au niveau cérébral, l'implication potentielle de la P-gp dans de biteurs de seconde génération ont été développés à partir d'analogues structuraux des inhibi-
	nombreuses maladies neurologiques fait l'objet d'importants travaux de recherche (Cox et al. teurs de première génération. Ils possèdent moins d'activité pharmacologique, ce qui améliore
	2023). En tant que transporteur représentatif des propriétés fonctionnelles de la BHE, la leur tolérance, et leur efficacité inhibitrice est augmentée par rapport aux inhibiteurs de précé-
	connaissance des mécanismes de régulation de la P-gp permet d'apprécier la réponse de la dente génération. Cependant ces inhibiteurs de la P-gp sont aussi, pour certains, inhibiteurs
	BHE aux modifications physiopathologiques et environnementales (Gil-Martins et al. 2020). d'autres transporteurs ABC et parfois substrats de cytochromes P450 (CYP), ce qui complique
	Ainsi, les répercussions fonctionnelles de la régulation de la P-gp, si elles peuvent être leur utilisation dans la compréhension des mécanismes d'interactions médicamenteuses in
	mesurées in vivo, pourraient être utilisées comme biomarqueur pour le suivi de certaines vivo. C'est le cas, par exemple, du KR300312, dérivé du vérapamil, ou du PSC833 (ou valspodar)

Figure 8 : Structure, localisation et régulation de la P-gp au niveau de la BHE. D'après A. B. Chai et al., International journal of molecular science,

  'IRM possède une très bonne résolution spatiale mais aucun ligand substrat de la P-gp n'est actuellement disponible à l'étude. Cette technique ne permet donc pas d'étudier spécifiquement la P-gp au niveau de la BHE. La TEMP est une technique relativement quantitative qui présente une bonne sensibilité. Il existe un nombre limité de radioligands permettant l'étude de la P-gp comme le [ 99m Tc]sestamibi ou le [ 99m Tc]tetrofosmin. Ces radiopharmaceutiques ont été utilisés pour étudier le phénomène de MDR au niveau tumoral mais ils ne permettent pas d'étudier la P-gp au niveau de la BHE[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF]. En effet, même en l'absence de P-gp fonctionnelle, le passage cérébral passif de ces radiotraceurs au travers de la BHE est trop faible. Or, la capacité d'un radiotraceur à générer du contraste entre la situation où la P-gp est fonctionnelle et celle où elle est inhibée est cruciale pour l'étude de

La microdialyse cérébrale permet de déterminer la cinétique des concentrations cérébrales extracellulaires de la fraction libre d'un médicament. Cette méthode nécessite l'implantation d'une sonde de microdialyse dans une zone cérébrale précise de l'animal. La sonde de microdialyse est constituée d'une membrane semi-perméable qui est continuellement perfusée avec une solution physiologique. Le passage des molécules perfusées se fait alors selon le gradient de concentration depuis le liquide extracellulaire cérébral de l'animal vers la solution physiologique et sera mesuré au cours du temps par une méthode adéquate telle de la chromatographie haute pression (CLHP). La concentration du composé testé peut être mesurée après une administration orale, intraveineuse, sous-cutanée ou administration par perfusion. L'avantage majeur de cette technique est qu'elle fournit des profils pharmacocinétiques complet, à différents temps, à partir d'un seul animal. Cependant cette technique possède des inconvénients comme l'endommagement possible de la BHE, la nécessité d'une méthode d'analyse sensible des échantillons et le risque d'absorption des molécules lipophiles sur la sonde de microdialyse. De plus, l'analyse des concentrations cérébrales est limitée à la seule région prédéfinie d'implantation de la sonde de microdialyse (Nicolazzo et al. 2006; Passeleu-Le Bourdonnec et al. 2013).

7.5.6 Imagerie

Chez l'Homme il n'est pas concevable de réaliser des prélèvements et des dosages dans le tissu cérébral in vivo. Ainsi, les approches de pharmacocinétique préclinique ne peuvent pas être mises en oeuvre pour détecter l'importance d'une modulation de la P-gp au niveau la BHE. Il a donc fallu privilégier les approches non-invasives permettant d'étudier les répercussions fonctionnelles de la P-gp au niveau de la BHE chez l'Homme.

Il existe plusieurs techniques d'imagerie qui permettent d'explorer des processus in vivo de manière non-invasive. Pour étudier le système nerveux central, trois techniques sont principalement utilisées. L'imagerie par résonnance magnétique et l'imagerie nucléaire (IRM) qui regroupe l'imagerie par émission mono-photonique (TEMP) et l'imagerie par émission de positons (TEP). Chacune de ces techniques présente des propriétés plus ou moins adaptées aux paramètres qui sont étudiés au niveau cérébral (figure

10

).

Pour étudier une cible moléculaire spécifique telle que la P-gp au niveau de la BHE, il est préférable de se tourner vers une technique proposant une grande variété chimique de sondes substrats du transporteur. Aussi, il faut opter pour une technique sensible permettant une bonne quantification et une résolution temporelle adéquate, afin de détecter les répercussions fonctionnelles d'une modulation de l'activité du transporteur

[START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]

.

L

  Le compartiment contenant le radiotraceur fixé de manière non-spécifique à d'autres sites ou cibles que ceux d'intérêt. généralement décrits par des fonctions mathématiques du premier ordre. L'objectif de la modélisation pharmacocinétique est alors de trouver un modèle qui correspond le mieux aux données expérimentales. Un modèle compartimental est caractérisé par le nombre de compartiments et leurs interactions. Dans les modèles à plusieurs compartiments, on suppose que tous les tissus sont en relation avec le même compartiment sanguin, la plupart du temps représenté par le plasma artériel qui perfuse les tissus. Dans ce type de modèle il est supposé une homogénéité de la distribution du radiotraceur dans le plasma ar-

	tériel.
	Les modèles compartimentaux les plus utilisées sont le modèle à un seul compartiment
	Un compartiment peut être ouvert, permettant au radiotraceur d'entrer et de sortir, ou fermé,
	le radiotraceur se trouve « piégé » au sein du compartiment. Les modèles compartimentaux

sont représentés par des diagrammes où les rectangles symbolisent les compartiments et les flèches représentent les échanges entre ces compartiments, représentes par les microconstantes de vitesse cinétique entre les compartiments. Les échanges du radiotraceur entre les différents compartiments sont tissulaire (1TCM) et le modèle à deux compartiments tissulaires (2TCM), présentés dans la Figure 12. Dans ces modèles, le radiotraceur est administré par injection intraveineuse sous forme de bolus et se distribue dans le sang artériel au niveau cardiaque pour ensuite rejoindre les capillaires, où les échanges avec les différents tissus se produisent. Certains tissus peuvent extraire une fraction du radiotraceur, tandis que le reste est transporté de nouveau vers le coeur, amorçant un nouveau cycle de circulation. Dans ce modèle, on suppose que la concentration est homogène et identique dans tout le compartiment, et qu'elle est mesurée dans une artère périphérique. La concentration tissulaire du traceur au fil du temps, notée C1(t), augmente en raison de l'extraction du traceur à partir du compartiment plasmatique artériel. Dans le cadre d'un radiotraceur idéal, on considère généralement que seule la fraction inchangée, également appelée fraction « parentale », du radiotraceur pénètre dans les tissus ou le cerveau, et non ses éventuels radiométabolites, qui sont les métabolites radiomarqués issus du radiotraceur. Étant donné que l'extraction tissulaire suit une cinétique du premier ordre, le transfert du radiotraceur dépend de la concentration parentale CP(t).

  7.6.2.2 Normalisation par tissus de référenceEn pharmacocinétique expérimentale, le rapport entre la concentration de médicament non lié (libre) dans le fluide interstitiel du cerveau et celle dans le plasma est appelé coefficient de partage non lié (Kp,uu). Ce paramètre est indépendant de la liaison aux protéines dans le sang ou de la liaison aux composants du tissu cérébral. Les techniques d'imagerie ne permettent pas de mesurer la fraction non-liée au niveau cérébral. Néanmoins, pour étudier le passage cérébral, il est parfois possible de normaliser le signal cérébral par un tissu de référence ou par le plasma. Une étude préclinique utilisant à la fois la TEP et la microdialyse a montré que la TEP peut être utilisée pour traduire les concentrations totales de la11 C-oxycodone, mesurées de

manière non-invasive en concentrations non liées, à condition que la contribution des métabolites radiomarqués soit mineure ou puisse être prise en compte dans l'estimation du Kp,uu

[START_REF] Gustafsson | Combined PET and Microdialysis for in Vivo Estimation of Drug Blood-Brain Barrier Transport and Brain Unbound Concentrations[END_REF]

. Néanmoins, cette approximation ne peut en aucun être généralisée pour les autres radiotraceurs sans validation préalable.

  Ainsi ont été développés et évalués le [11 C]tariquidar le [11 C]élacridar et le [11 C]laniquidar, trois inhibiteurs puissants de troisième génération. Cependant tous ces inhibiteurs ont révélé un passage cérébral faible et un comportement de substrat de la P-gp lors des essais au niveau de la BHE de rongeur puis chez l'Homme[START_REF] Kannan | Factors That Limit Positron Emission Tomography Imaging of P-Glycoprotein Density at the Blood-Brain Barrier[END_REF]).La recherche s'est alors concentrée sur le marquage de molécules substrats de la P-gp afin d'en évaluer la fonction. En effet, il est possible d'interpréter la cinétique cérébrale des radiotraceurs en regard de leur cinétique plasmatique et, par l'utilisation de modèles pharmacocinétiques, de déterminer les constantes d'échange qui décrivent le passage des radiotraceurs au travers de la BHE[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF][START_REF] Auvity | P-Glycoprotein (ABCB1) Inhibits the Influx and Increases the Efflux of 11 C-Metoclopramide Across the Blood-Brain Barrier: A PET Study on Nonhuman Primates[END_REF]. Cela permet d'étudier les répercussions fonctionnelles de la P-gp en comparant des paramètres neuropharmacocinétiques avant et après inhibition pharmacologique de la P-gp.[START_REF] Müllauer | Pharmacokinetic modeling of P-glycoprotein function at the rat and human blood-brain barriers studied with (R)-[11C]verapamil positron emission tomography[END_REF]. Il a été le premier traceur développé pour étudier la P-gp au niveau de la BHE par imagerie TEP chez l'Homme. La majorité des études cliniques a donc été réalisée avec ce radiotraceur[START_REF] Muzi | Imaging of Cyclosporine Inhibition of P-Glycoprotein Activity Using 11C-Verapamil in the Brain: Studies of Healthy Humans[END_REF]. Le défaut principal de cette molécule est qu'elle subit un important métabolisme chez l'Homme. Il a été montré que l'énantiomère (R)-[11 C]vérapamil est un peu moins métabolisé que le (S)-[11 C]vérapamil, avec une capacité de transport par la Pgp comparable[START_REF] Luurtsema | Evaluation of (R)-[11C]Verapamil as PET Tracer of P-Glycoprotein Function in the Blood-Brain Barrier: Kinetics and Metabolism in the Rat[END_REF]. Aussi, c'est souvent l'énantiomère (R)-[11 C]vérapamil qui est utilisé. Certains des métabolites du [11 C]vérapamil sont radiomarqués et également

Plusieurs molécules d'intérêt ont été radiomarquées pour étudier la P-gp au niveau de la BHE, en étudiant leur distribution cérébrale par imagerie TEP. Des inhibiteurs de la P-gp radiomarqués, capables en théorie de se lier au transporteur, ont été évalués. Il était alors attendu que le signal TEP obtenu permette de visualiser la densité de la P-gp au niveau de la BHE.

A ce jour, trois radiotraceurs ont fait l'objet d'un développement radiopharmaceutique et d'une validation chez l'Homme pour l'étude de la P-gp au niveau de la BHE

[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF][START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]

: le [

11 C

]vérapamil, le [

11 C

]N-desmethyl-lopéramide et le [

11 C

]métoclopramide. Ces radiotraceurs sont considérés comme sélectifs de la P-gp car ils ne sont pas transportés par la BCRP

[START_REF] Pottier | Imaging the Impact of the P-Glycoprotein (ABCB1) Function on the Brain Kinetics of Metoclopramide[END_REF][START_REF] Wanek | Radioligands Targeting P-Glycoprotein and Other Drug Efflux Proteins at the Blood-Brain Barrier[END_REF]

.

7.7.1 [ 11 C]vérapamil

Le vérapamil est un médicament inhibiteur des canaux calciques largement utilisé en cardiologie. Il est substrat et inhibiteur de la P-gp. Aux doses traceuses utilisées pour l'imagerie TEP, le vérapamil marqué au carbone-11 se comporte uniquement comme un substrat de la Pgp (substrats de la P-gp, alors que d'autres passent librement la BHE. Ainsi, la quantification et la modélisation des échanges entre le sang et le cerveau sont particulièrement difficiles pour ce radiotraceur

  Tortóset al. 2009) et le phénobarbital[START_REF] Luna-Tortós | Several Major Antiepileptic Drugs Are Substrates for Human P-Glycoprotein[END_REF][START_REF] Zhang | In Vitro Concentration Dependent Transport of Phenytoin and Phenobarbital, but Not Ethosuximide, by Human P-Glycoprotein[END_REF]) comme substrats de la P-gp, alors qu'ils n'avaient pas été identifiés comme tels lors des tests bidirectionnels conventionnels sur des cellules LLC-PK1-MDR1[START_REF] Baltes | Differences in the Transport of the Antiepileptic Drugs Phenytoin, Levetiracetam and Carbamazepine by Human and Mouse P-Glycoprotein[END_REF][START_REF] Feng | In Vitro P-Glycoprotein Assays to Predict the in Vivo Interactions of P-Glycoprotein with Drugs in the Central Nervous System[END_REF]; Parmi les techniques couramment utilisées pour évaluer si une molécule est un substrat de la P-gp cérébrale, on retrouve la microdialyse et l'utilisation de modèles de rongeurs génétiquement déficients, ou partiellement déficient en P-gp.Afin de prendre en compte l'environnement des transporteurs, un certain nombre d'études se sont intéressées à l'expression et à l'activité de la P-gp in vivo sur des modèles murins

	Luna-Tortós et al. 2008; 2009). L'acide valproïque (Luna-Tortós et al. 2009; Baltes, Fedrowitz, et
	al. 2007), la carbamazépine (Feng et al. 2008; Baltes, Gastens, et al. 2007; Crowe et al. 2006; Des expériences de microdialyse in vivo sur des modèles animaux déficients pour les gènes d'épilepsie. En accord avec l'hypothèse des transporteurs, des expériences ont démontré que
	Luna-Tortós et al. 2009) et l'éthosuximide (Zhang et al. 2010) ont quant à eux été confirmés Abcb1a/1b ont permis d'identifier l'oxcarbazépine (Marchi et al. 2004), la phénytoïne, le les rats souffrant de crises récurrentes spontanées et ne répondant pas aux médicaments
	comme non-substrats de la P-gp avec ce modèle. felbamate, la lamotrigine et le phénobarbital (H. Potschka et al. 2001; Heidrun Potschka et al. antiépileptiques appelés "non-répondeurs", présentent une expression plus élevée de la P-gp
	2002), comme des substrats de la P-gp cérébrale chez la souris. En revanche, le transport du au niveau de la BHE par rapport aux "répondeurs" (Volk et al. 2005). De plus, les médicaments
	Une étude menée par D. Dickens en 2013 avait pour objectif d'étudier le transport de la valproate (Baltes, Fedrowitz, et al. 2007) et du lévétiracétam (Heidrun Potschka et al. 2004) n'a antiépileptiques transportés par la P-gp chez les rongeurs (Zhang et al. 2012) voient leur
	phénytoïne, la lamotrigine et la carbamazépine par la P-gp en utilisant sept modèles de pas été démontré de manière concluante avec cette méthode. Il existe des études concentrations cérébrales diminuées par une surexpression de la P-gp (Ma et al. 2013). Aussi,
	décisionnel (Figure 21). Avec cette approche, la majorité des médicaments antiépileptiques
	sont définis comme potentiellement substrats de la P-gp mais des études complémentaires
	seraient nécessaires pour obtenir des conclusions plus étayées (Tableau 2).

[START_REF] Luna-Tortós | Several Major Antiepileptic Drugs Are Substrates for Human P-Glycoprotein[END_REF] Zhang et al. 2012;[START_REF] Dickens | A Multi-System Approach Assessing the Interaction of Anticonvulsants with P-Gp[END_REF]

, le lévétiracétam

[START_REF] Luna-Tortós | Several Major Antiepileptic Drugs Are Substrates for Human P-Glycoprotein[END_REF]

, le topiramate (Luna-transport in vitro différents. Dans cette étude, les auteurs ont pu mesurer l'expression de la Pgp suivant les types cellulaires utilisés. Par rapport à la lignée cellulaire « CEM », utilisée comme référence avec une faible expression de la P-gp, les cellules LLC-PK1-MDR1 présentaient une expression de la P-gp respectivement 86 fois supérieure, et les cellules MDCKII-MDR1 une expression 43 fois supérieure. L'expression endogène de la P-gp dans les cellules Caco-2 et hCMEC/D3 était 4,2 et 11,6 fois supérieure à celle des cellules CEM. Cette différence importante d'expression de la P-gp pourrait expliquer une partie de la variabilité des résultats obtenus dans les différentes études in vitro pour un même substrat, mais sur des lignées cellulaires différentes. Cependant, la différence d'expression de la P-gp au niveau des cellules ne peut pas être le seul facteur de variabilité en jeu. En ce qui concerne le transport de la lamotrigine, l'étude de C. Luna-Tortos en 2008 a conclu à un faible transport de la lamotrigine par la P-gp dans le modèle CETA, tandis que l'étude de D. Dickens en 2013 n'a pas montré de transport significatif par la P-gp en utilisant la même méthode avec les mêmes types cellulaires (Luna-Tortós et al. 2008; Dickens et al. 2013). Enfin, la concentration des molécules testées est très différente d'une étude à l'autre. On peut faire l'hypothèse d'un transport par la P-gp saturable qui pourrait être masqué si la concentration d'incubation est trop importante. (Löscher et al. 2011)

Transport des médicaments antiépileptiques in vivo

Les essais de transport in vitro peuvent être utilisés pour déterminer si un médicament est un substrat de la P-gp humaine. Cependant, seules les expériences in vivo permettent d'apprécier l'importance de ce transport dans l'environnement complexe de la BHE.

contradictoires concernant le transport de la carbamazépine par la P-gp (Heidrun

Potschka et al. 2001;[START_REF] Höcht | Differential Hippocampal Pharmacokinetics of Phenobarbital and Carbamazepine in Repetitive Seizures Induced by 3-Mercaptopropionic Acid[END_REF]

). Pour H. Potschka et al., la carbamazépine est un substrat de la Pgp car l'administration de vérapamil, un puissant inhibiteur de la P-gp, augmente la concentration de la carbamazépine dans le milieu interstitiel, mesuré par microdialyse. Pour C.

Höcht et al., une induction de la P-gp par la répétition des crises chez le rat, n'a pas modifié la disponibilité cérébrale de la carbamazépine

[START_REF] Höcht | Differential Hippocampal Pharmacokinetics of Phenobarbital and Carbamazepine in Repetitive Seizures Induced by 3-Mercaptopropionic Acid[END_REF]

.

Seuls deux antiépileptiques ont été identifiés comme substrats de la P-gp grâce au modèle de souris déficientes en P-gp : la phénytoïne et le topiramate

[START_REF] Nakanishi | Impact of P-Glycoprotein and Breast Cancer Resistance Protein on the Brain Distribution of Antiepileptic Drugs in Knockout Mouse Models[END_REF][START_REF] Schinkel | P-Glycoprotein in the Blood-Brain Barrier of Mice Influences the Brain Penetration and Pharmacological Activity of Many Drugs[END_REF][START_REF] Bankstahl | Knockout of P-Glycoprotein Does Not Alter Antiepileptic Drug Efficacy in the Intrahippocampal Kainate Model of Mesial Temporal Lobe Epilepsy in Mice[END_REF][START_REF] Rizzi | Limbic Seizures Induce P-Glycoprotein in Rodent Brain: Functional Implications for Pharmacoresistance[END_REF][START_REF] Sills | P-Glycoprotein-Mediated Efflux of Antiepileptic Drugs: Preliminary Studies in Mdr1a Knockout Mice[END_REF]

. Des études contradictoires existent cependant pour la phénytoïne

[START_REF] Sills | P-Glycoprotein-Mediated Efflux of Antiepileptic Drugs: Preliminary Studies in Mdr1a Knockout Mice[END_REF][START_REF] Doran | The Impact of P-Glycoprotein on the Disposition of Drugs Targeted for Indications of the Central Nervous System: Evaluation Using the Mdr1a/1b Knockout Mouse Model[END_REF] 

[START_REF] Rizzi | Limbic Seizures Induce P-Glycoprotein in Rodent Brain: Functional Implications for Pharmacoresistance[END_REF]

. Le phénobarbital, quant à lui, est considéré comme substrat au niveau de la BHE chez la souris selon une étude

de Yang et al. en 2008[START_REF] Yang | P-Glycoprotein-Mediated Efflux of Phenobarbital at the Blood-Brain Barrier Evidence from Transport Experiments in Vitro[END_REF]

.

Pour conclure au statut de substrat P-gp d'un médicament antiépileptique, Zhang et ses collègues ont proposé de combiner les techniques in vitro et in vivo par l'intermédiaire d'un arbre Figure 21 : Arbre décisionnel pour statuer sur le statut substrat de la P-gp d'un antiépileptique en fonction des données in vitro et in vivo de la littérature. D'après Zhang et al., Advanced drug delivery review, 2012 Tableau 2 : Statut substrat de la P-gp des antiépileptiques selon l'arbre décisionnel de Zhang et al., Advanced drug delivery review, 2012 Régulation de la P-gp dans l'EPR chez l'animal l'inhibiteur sélectif de la P-gp, le tariquidar, a permis d'améliorer la sensibilité à la phénytoïne dans un modèle d'épilepsie du lobe temporal chez le rat (Van Vliet et al. 2006).

  Les études basées sur des biopsies cérébrales restent limitées en raison de leur caractère invasif, et ne peuvent être envisagées à grande échelle. C'est pourquoi il est essentiel de Ces résultats ont été confirmés plus récemment par une étude menée par Bauer et al. en 2014 sur des patients avant et après une chirurgie de résection de l'épilepsie (M.[START_REF] Bauer | In Vivo P-Glycoprotein Function before and after Epilepsy Surgery[END_REF]).

	Imagerie de la P-gp dans l'EPR
	développer des méthodes alternatives peu invasives. À ce jour, l'imagerie TEP représente la
	technique la plus avancée pour étudier la fonction de la P-gp au niveau de la BHE. Elle offre
	une approche translationnelle, peu invasive, dynamique et quantitative, permettant ainsi
	d'estimer l'activité de la P-gp dans le cerveau. Quelques études cliniques ont utilisé cette
	technique pour étudier l'activité de la P-gp dans le contexte de l'EPR. L'imagerie TEP ouvre
	ainsi de nouvelles perspectives pour mieux comprendre le rôle de la P-gp dans l'épilepsie.
	2013) (Figure 22). Il faut noter que cette approche nécessite la réalisation de plusieurs examens
	ont également apporté des éléments supplémen-TEP au [ 11 C]vérapamil, avant et après administration de différentes doses de tariquidar. Aussi,
	taires en montrant des corrélations inverses entre l'expression de la P-gp et les concentrations ce ne sont pas les effets directs de l'induction potentielle de la P-gp sur la cinétique du la
	cérébrales de médicaments antiépileptiques, suggérant ainsi un rôle de la P-gp dans la phar-[ 11 C]vérapamil qui sont mesurés, mais l'atténuation des effets inhibiteurs du tariquidar, ce qui
	maco-résistance. Enfin, l'étude de Liu et al. en 2012, a quant à elle, démontré l'existence d'une

surexpression localisée de la P-gp dans l'hippocampe des patients atteints d'EPR, et que cette surexpression semble spécifique à la P-gp et n'affecte pas les autres transporteurs situés au niveau de la BHE, comme la BCRP (J. Y. W.

[START_REF] Liu | Neuropathology of the Blood-Brain Barrier and Pharmaco-Resistance in Human Epilepsy[END_REF]

.

Jusqu'à présent, la plupart des études ont utilisé le [

11 C

]vérapamil comme sonde P-gp. Cependant, il reste difficile de conclure à une augmentation de l'activité régionale de la P-gp chez les patients épileptiques. L'étude pilote menée par Langer et al. en 2007 n'a pas abouti à des conclusions claires, bien qu'elle n'ait pas exclu l'implication de la P-gp dans la résistance aux médicaments chez certains des patients inclus

[START_REF] Langer | Pharmacoresistance in Epilepsy: A Pilot PET Study with the P-Glycoprotein Substrate R-[11C]Verapamil[END_REF]

). Toutefois, en raison de la faible pénétration cérébrale du [

11 C

]vérapamil, et de son important métabolisme périphérique, il était difficile d'observer des différences régionales dans la fonction de la P-gp cérébrale.

Une approche contournant cette problématique a été développée. Elle consiste à administrer un inhibiteur de la P-gp, tel que le tariquidar, pour amplifier le signal cérébral du [

11 C]

vérapamil.

Cette approche a tout d'abord été validée chez le rat, dans un modèle d'EPR (J. P.

[START_REF] Bankstahl | A Novel Positron Emission Tomography Imaging Protocol Identifies Seizure-Induced Regional Overactivity of P-Glycoprotein at the Blood-Brain Barrier[END_REF]

. Puis, Feldmann et ses collègues ont utilisé cette approche chez l'Homme. Ils ont ainsi pu démontrer, grâce à l'imagerie TEP au [

11 C

]vérapamil, une diminution de la réponse à l'inhibition (par le tariquidar) chez les patients atteints d'EPR par rapport aux volontaires sains, ainsi qu'aux patients épileptiques pharmaco-sensibles

[START_REF] Feldmann | P-Glycoprotein Imaging in Temporal Lobe Epilepsy: In Vivo PET Experiments with the Pgp Substrate [11C]-Verapamil[END_REF] Feldmann M. et 

al. suggère une induction fonctionnelle. De plus, l'influence des traitements antiépileptiques sur le métabolisme du [ 11 C]vérapamil et du tariquidar n'a pas été clairement établie, alors qu'elle peut constituer un biais pour l'interprétation des données pharmacocinétique. En A, le tariquidar (2-3 mg/kg) est moins efficace pour augmenter le signal du (R)-[¹¹C]vérapamil dans l'hippocampe épileptogène chez des patients atteints d'EPR du lobe temporal (n=14) par rapport à des témoins sains (n=13) (en jaune régions pour lesquelles p<0.05). En B, l'augmentation de la captation du (R)-[¹¹C]vérapamil après 2 mg/kg ou 3 mg/kg de tariquidar chez des patients atteints d'EPR du lobe temporal (n=14) est atténuée dans l'hippocampe épileptogène par rapport au côté controlatéral, montrant une saturation à 3 mg/kg chez des volontaires sains (n=13). La ligne en gras indique la moyenne pour chaque groupe. La ligne rouge représente le patient pharmaco-résistant, qui a été temporairement épargné par les crises et qui a présenté des effets secondaires associés à l'utilisation de médicaments antiépileptiques après l'administration de tariquidar. TQD=tariquidar.

  par imagerie TEP au [11 C]métoclopramide afin de permettre une étude à large échelle, avec un minimum de contraintes pour les patients. Cette méthode de quantification a pu être appliquée aux premières images TEP au [11 C]métoclopramide obtenues chez l'Homme. Ce projet de thèse a donc suivi une démarche translationnelle et a contribué à initier la réalisation d'un protocole clinique, le projet EPIFLUX, dont l'objectif est d'utiliser l'imagerie moléculaire au [ 11 C]métoclopramide pour la détection de l'activité de la P-gp au niveau de la BHE chez les patients atteints d'épilepsie. EPIFLUX est une étude clinique de phase II, en ouvert, multicentrique et avec des groupes parallèles. L'étude comporte 100 patients atteints d'épilepsie répartis en 4 groupes et un groupe de 10 volontaires sains. Le plan de l'étude est présenté Figure 23.

C]métoclopramide chez le rat, en vue d'anticiper de potentiels biais dans l'interprétation des données d'imagerie chez des patients atteints d'épilepsie. Enfin, nous avons mis au point et validé une méthode de quantification simplifiée de l'activité de la P-gp

2 PARTIE 1 : COMPARAISON DES RADIOPHARMACEUTIQUES POUR L'ETUDE FONCTIONNELLE DE LE P-GP AU NIVEAU DE LA BHE

  Joliot (CEA/BioMaps). En Autriche, l'étude est réalisée par l'Université médicale de Vienne. Cette collaboration doit permettre d'inclure un nombre suffisant de patients dans tous les groupes.Dans le cadre de cette étude, l'analyse pharmacocinétique des données TEP a pour objectif d'améliorer les performances du au [11 C]métoclopramide pour la détection et la caractérisation des lésions épileptogènes chez les patients atteints d'EPR. L'étude a débuté en 2022 et le recrutement est prévu jusqu'en 2024. Dans ce manuscrit, les premiers résultats obtenus sur la quantification de l'activité de la P-gp au niveau de la BHE humaine chez des volontaires et des patients atteints d'épilepsie seront présentés. distinguer le signal provenant du radiopharmaceutique et de ses radiométabolites par imagerie des tissus. Aussi, la pureté radiochimique du signal TEP est essentielle pour permettre une quantification correcte des échanges entre le sang et le cerveau et, d'estimer avec fidélité l'importance de la P-gp sur la neuropharmacocinétique des médicaments. déplétion totale de la P-gp (animaux déficients) préjuge de la sensibilité des différents radiotraceurs à détecter de faibles changements d'expression ou de fonction de la P-gp. Les molécules qui présentent ces caractéristiques sont décrites comme « bons » substrats (avid substrates en anglais), ce qui les oppose aux substrats faibles (weak substrates) dont la capacité de transport par la P-gp et limitée. Aussi, les substrats faibles peuvent présenter un passage cérébral lorsque la P-gp est parfaitement fonctionnelle et la réponse à une inhibition/déplétion totale est moins importante[START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]).

	8.2.1 Hypothèses et objectifs		
	En 2009, Kannan et ses collègues ont proposé des critères pour définir un "radiopharmaceu-
	tique idéal" permettant l'étude fonctionnelle de la P-gp (Kannan et al. 2009). Le premier critère
	concerne la sélectivité du radiopharmaceutique en tant que substrat de la P-gp. Étant donné
	qu'il existe plusieurs autres transporteurs au niveau de la BHE, le radiopharmaceutique utilisé Tableau 3 : Evaluation des radiotraceurs cliniques concernant les critères d'un bon radiotraceur
	doit être spécifiquement un substrat de la P-gp afin d'éviter toute interférence avec les autres substrat de la P-gp, d'après Kannan et al. 2009
	transporteurs et permettre une interprétation moléculaire des données d'imagerie. En pratique,
			Critères des radiotraceurs substrats de la P-gp
		Transport in vitro		
				Pureté radiochimique cérébrale	Amplitude du signal
	Radiotraceur	P-gp	BCRP		
	[ 11 C]vérapamil	oui	non	non	++
	[ 11 C]NdLop	oui	non	oui (rat)/non (souris)	+++
	[ 11 C]métoclopramide	oui	non	oui (rat)	+
	[ 11 C]dompéridone	oui	?	?	?
	Le troisième critère concerne l'intensité du signal, c'est-à-dire l'intensité du contraste qui existe
	entre la situation basale, où l'expression fonctionnelle de la P-gp est physiologique, et les si-

Les groupes sont précisés dans les bulles bleues. Les hypothèses associées au choix des différents groupes sont précisées dans les bulles jaunes.

8.

cela concerne essentiellement la sélectivité pour la P-gp vis-à-vis de la BCRP. En effet, à ce jour, seules la P-gp et la BCRP ont montré leur importance fonctionnelle sur l'efflux de petites molécules au niveau de la BHE chez l'Homme. Le transporteur Mrp1 a été identifié au niveau de la BHE chez les rongeurs, même s'il existe certaines controverses quant à son importance en neuropharmacocinétique

(Löscher et al. 2005b

). L'orthologue humain (MRP1) n'a pas été retrouvé au niveau de la BHE humaine par les études protéomiques mais une faible expression de MRP4 a été décrite

[START_REF] Uchida | Quantitative Targeted Absolute Proteomics of Human Blood-Brain Barrier Transporters and Receptors[END_REF]

. Aussi, l'importance des transporteurs MRP n'a pas été démontré chez l'Homme ou le primate non-humain (PNH).

Le deuxième critère concerne la pureté radiochimique du signal TEP. Le signal TEP mesuré dans le cerveau peut provenir à la fois du radiopharmaceutique inchangé et/ou de ses métabolites radiomarqués, s'ils pénètrent dans le tissu cérébral. S'il est possible de connaitre la proportion de radiotraceur inchangé dans le sang grâce à des méthodes séparatives (radio-HPLC), il n'est pas possible de tuations où une modification se produit, telle qu'une inhibition pharmacologique par exemple.

Pour vérifier ce critère, des études d'inhibition de la P-gp sont réalisées. D'après ce critère, une augmentation du contraste importante en présence d'une inhibition pharmacologique ou d'une

  . Par contre, une inhibition partielle de son expression fonctionnelle est tout à fait plausible. En effet, à partir des données d'imagerie TEP au [11 C]vérapamil ou au [11 C]lopéramide (études réalisées avant le développement du [11 C]NdLop), il a été montré que les concentrations sanguines d'inhibiteurs connus de la P-gp utilisés en thérapie sont insuffisantes pour envisager une inhibition totale de la P-gp au niveau de la BHE[START_REF] Kalvass | Why Clinical Modulation of Efflux Transport at the Human Blood-Brain Barrier Is Unlikely: The ITC Evidence-Based Position[END_REF]. La réalisation d'une étude comparative a donc été envisagée afin de comparer Pour l'imagerie moléculaire, il est essentiel de pouvoir détecter de faibles variations de la P-gp au niveau de la BHE afin de pouvoir envisager son utilisation comme biomarqueur des pro-

	la sensibilité à l'inhibition des différents radiotraceurs de la P-gp disponibles, dans des condi-
	tions standardisées.

priétés fonctionnelles de la BHE in vivo. Des fluctuations subtiles de l'activité de la P-gp peuvent potentiellement être significatives d'un point de vue physiopathologiques.Un radiotraceur dont la sensibilité est insuffisante pourrait alors sous-estimer l'importance de la P-gp dans le développement et la progression des maladies neurologiques. Ainsi, la sensibilité du radiotraceur pour détecter de faibles variations d'activité de la P-gp semble être un critère de choix essentiel mais qui n'a pas tellement été pris en compte jusqu'alors. D'un point de vue mécanistique, nous avons donc émis l'hypothèse d'une sensibilité substratdépendante de la P-gp à l'inhibition pharmacologique. Cette hypothèse n'avait fait l'objet que de quelques études visant à établir un substrat P-gp de référence (la digoxine) pour la standardisation des études de transport in vitro

[START_REF] Rautio | In Vitro P-Glycoprotein Inhibition Assays for Assessment of Clinical Drug Interaction Potential of New Drug Candidates: A Recommendation for Probe Substrates[END_REF]

. Pour tester cette hypothèse, nous avons choisi de comparer, d'abord in vitro puis in vivo, la sensibilité des trois principaux radiotraceurs utilisés pour l'étude de la P-gp au niveau de la BHE chez l'Homme : le [

11 

C]vérapamil, le [ 11 C]NdLop et le [ 11 C]métoclopramide. Ces radiotraceurs ont été comparés quant à leur sensibilité à l'inhibition par le tariquidar, un inhibiteur connu puissant de la P-gp. Cette même méthode a ensuite été appliquée à un autre médicament, la dompéridone, qui a été marqué au carbone-11 comme candidat potentiel pour étudier l'activité de la P-gp au niveau de la BHE en espérant de meilleures performances que le [ 11 C]métoclopramide. D'un point de vue pharmacologique, la dompéridone fait partie de la même classe pharmaceutique que le métoclopramide. Ce sont deux médicaments antiémétiques largement prescrits (Junqueira et al. 2023). Bien que leurs cibles pharmacologiques soient les récepteurs D2 périphériques, leur action potentielle sur les récepteurs D2 du système nerveux central, qui sous-tend un passage cérébral effectif et une implication potentielle de la P-gp, comporte un risque d'effets secondaires

  C]métoclopramide par rapport au du [ 11 C]NdLop ou au [ 11 C]vérapamil. Des études préalables avaient déjà montré une sensibilité différente du [ 11 C]NdLop et

du [

11 C

]vérapamil à une variations de l'activité de la P-gp. Pour cela, T. Wanek et ses collègues ont montré que le [

11 C

]vérapamil ou le

[ 11 

3 PARTIE II : INFLUENCE DES COMEDICATIONS SUR L'UTILISATION DE L'IMAGERIE TEP AU [ 11 C]METOCLOPRAMIDE DANS L'ETUDE DE L'EPILEPSIE PHARMACO-RESISTANTE

  C]vérapamil pour quantifier le passage cérébral du radiotraceur. L'amplitude du signal cérébral entre une situation physiologique et une situation d'inhibition totale de la P-gp est certes moindre par rapport au [ 11 C]vérapamil et au [ 11 C]NdLop. Cependant, sa sensibilité à des modifications partielles de l'activité de la P-gp au niveau de la BHE est plus importante, ce qui en fait le radiotraceur le plus sensible pour une étude fonctionnelle et quantitative de la P-gp au niveau de la barrière hémato-encéphalique. [ 11 C]métoclopramide dans le protocole EPIFLUX. Dans cette étude préclinique réalisée chez le rat, nous avons étudié l'impact de la carbamazépine, un antiépileptique largement prescrit et puissant inducteur enzymatique, et celui du ritonavir, un puissant inhibiteur des CYP450, sur le métabolisme et les cinétiques périphériques et cérébrales du [ 11 C]métoclopramide. Pour cela, des fonctions d'entrée artérielles ont été prélevées dans les Fonctions d'entrée artérielles du protocole EPIFLUX Les données obtenues chez le rat suggèrent un impact minime de l'induction enzymatique, par la carbamazépine, sur les cinétiques périphérique et cérébrale du [ 11 C]métoclopramide. Ces données précliniques ont notamment encouragé l'utilisation du [ 11 C]métoclopramide dans le protocole EPIFLUX, chez des patients encore souvent traités par des modulateurs des CYP. Cependant, les voies métaboliques du métoclopramide chez le rat et chez l'Homme peuvent être différentes. Depuis, les résultats préliminaires du protocole EPIFLUX ont permis de comparer le métabolisme du [ 11 C]métoclopramide à partir de prélèvements artériels réalisés chez les volontaires sains et les patients épileptiques pris en charge à Vienne. Il faut toutefois noter qu'il a été choisi de ne pas réaliser de prélèvement artériel sur le site d'Orsay. La Figure 28 A présente les courbes temps/activité de l'ensemble des patients et des volontaires sains chez lesquels des prélèvements artériels ont été effectués. Les premiers résultats semblent indiquer que des cinétiques du radiotraceur inchangé sont très similaires entre les deux groupes. On remarque aussi que la proportion de [ 11 C]métoclopramide inchangé au cours du temps chez les patients est semblable à celle des volontaires sains (Figure 28 B).

	8.3.2 Article 3 8.3.3 Données complémentaires
	8.3.1 Hypothèses et objectifs L'imagerie par TEP utilisant le [ 11 C]métoclopramide, un substrat radiomarqué de la P-gp, semble être une méthode peu invasive et translationnelle pour estimer la fonction de la P-gp au niveau cérébral, chez l'animal comme chez l'Homme (Pottier et al. 2016; Auvity et al. 2018; Tournier et al. 2019; Breuil, Marie, et al. 2022). En outre, le [ 11 C]métoclopramide permet de détecter une induction fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE (Zoufal et al. 2019) et pourrait donc présenter un intérêt pour étudier la contribution de la P-gp dans certaines situations physiopathologiques telles que l'épilepsie. Cependant, les patients atteints de maladies neurologiques sont fréquemment traités avec des médicaments qui peuvent être responsables d'interactions médicamenteuses par l'inhibition ou l'induction de l'activité de cytochromes P450 (CYPs). Une étude de A. Abrahim et al en 2008 a constaté que le métabolisme du [ 11 C]vérapamil, un substrat du cytochrome CYP3A4, est plus important chez des patients épileptiques que chez les sujets témoins. Ils attribuent cette différence à l'induction hépatique des CYP par les médicaments antiépileptiques (Abrahim et al. 2008). Les répercussions du métabolisme sur la quantification du passage du [ 11 C]vérapamil sont difficiles à anticiper et pourraient introduire un biais dans l'estimation de la fonction P-gp. Aussi, le développement de sondes P-gp métaboliquement stables ou moins sensibles à l'induction ou à l'inhibition enzymatique, constitue un objectif essentiel à l'utilisation de l'imagerie TEP pour l'imagerie de la P-gp (Kannan et al. 2013). On peut donc faire l'hypothèse d'un impact des modulateurs enzymatiques sur la pharmacocinétique du [ 11 C]métoclopramide. L'importance d'une telle modulation sur l'estimation de la fonction de la P-gp au niveau de la BHE doit être étudiée afin d'anticiper un éventuel biais dans la quantification du passage cérébral de ce radiotraceur. C'est particulièrement le cas pour les patients souffrant d'EPR chez qui des inducteurs enzymatiques tels que la carbamazépine sont couramment prescrits. La présente étude visait à modéliser cette situation et le risque d'interaction entre inducteurs/inhibiteurs enzymatique et tester ont été réalisées. La modélisation pharmacocinétique des données a permis d'apprécier l'influence de ces puissants modulateurs des CYP sur l'estimation de la fonction P-gp par le [ 11 C]métoclopramide. Ce travail a fait l'objet d'une publication dans le journal Pharmaceutics (facteur d'impact=6.5). 8.3.3.1 Ces résultats suggèrent un faible impact des cotraitements sur le métabolisme périphérique du [ 11 C]métoclopramide ce qui conforte les données obtenues chez le rat. Ces résultats s'expliquent notamment par le fait que le métoclopramide est principalement métabolisé par l'utilisation du différentes conditions et, en parallèle, des acquisitions dynamiques au [ 11 C]métoclopramide le CYP2D6

8.

  C]métoclopramide chez les patients et les volontaires sains de l'étude EPIFLUXEn A, les courbes temps-activité du [11 C]métoclopramide inchangé dans le plasma des volontaires sains et des patients du protocole EPIFLUX sont représentées en échelle logarithmique entre 0 et 60 minutes. En B, la moyenne du pourcentage de [11 C]métoclopramide dans le plasma est représentée pour chaque groupe.

  , ainsi que les données préliminaires obtenues chez les patients de l'étude EPIFLUX, sont prometteurs pour une utilisation en clinique chez les patients atteints d'EPR. En effet, il n'a pas été retrouvé d'influence de la carbamazépine sur la cinétique cérébrale du [ 11 C]métoclopramide chez le rat. La carbamazépine est un des traitements antiépileptiques les plus largement prescrit et un puissant inducteur des CYPs. Ces résultats semblent se confirmer sur l'étude du métabolisme périphérique du [ 11 C]métoclopramide chez les patients et les volontaires sains de l'étude EPIFLUX. Il faut toutefois noter que le métabolisme du [ 11 C]métoclopramide est nettement plus important chez le rat que chez l'Homme, ce qui rend difficile la quantification d'une induction du métabolisme du radiotraceur et donc une diminution du pourcentage de radiotraceur inchangé dans le plasma, même à 5 minutes après l'injection du radiotraceur.En ce qui concerne le ritonavir, l'inhibiteur enzymatique choisi dans l'étude de l'Article 3, aucune modification du métabolisme périphérique du [11 C]métoclopramide n'a été observée.Néanmoins, la visible augmentation du signal cérébral suggère que le ritonavir agit comme un inhibiteur de la P-gp au niveau de la BHE. Cette hypothèse pourrait être vérifiée par une étude in vitro de transport bidirectionnel sur des cellules surexprimant la P-gp du rat. Cependant, cela n'a pas été l'objectif de cette étude qui s'est concentré sur le métabolisme périphérique du radiotraceur et son impact au niveau cérébral. En revanche, les patients de l'étude EPIFLUX peuvent être traités avec des médicaments inhibiteurs de la P-gp, et cette information devra être prise en compte lors de l'analyse des cinétiques cérébrales du radiotraceur et de la comparaison des paramètres pharmacocinétiques entre les groupes de l'étude.Le [11 C]vérapamil a été identifié comme étant particulièrement sensible aux co-traitements utilisés dans le traitement de l'épilepsie, ce qui peut entraîner une modification de sa cinétique périphérique[START_REF] Abrahim | Peripheral Metabolism of (R)-[11C]Verapamil in Epilepsy Patients[END_REF]. Cette influence doit être prise en compte dans la conception d'une étude clinique, car elle peut avoir des répercussions sur la cinétique cérébrale du radiotraceur. Cependant, cela ne semble pas être le cas pour le [11 C]métoclopramide, même si des analyses plus approfondies sont nécessaires, conférant un avantage à ce dernier en ce qui concerne la quantification de la fonction de la P-gp au niveau de la BHE chez l'Homme.

	Ces données précliniques ont également ouvert la voie pour envisager une fonction d'entrée
	dérivée de l'image (image-derived input function, IDIF) qui s'est avérée être fortement corrélée
	à la fonction d'entrée artérielle (arterial input function, AIF) prélevée chez le rat. En effet, dans
	une perspective translationnelle, il est souvent difficile de réaliser des prélèvements artériels
	pour l'ensemble des patients, bien que cela soit possible dans certaines conditions. Il est donc
	nécessaire de valider une technique de quantification fiable, simple et qui permet de
	s'affranchir de prélèvements artériels invasifs. Si les traitements concomitants pris par les
	patients épileptiques n'ont pas ou peu d'impact sur le métabolisme périphérique du
	métoclopramide, il serait alors possible d'utiliser une courbe moyenne du métabolisme
	périphérique du [ 11 C]métoclopramide pour estimer la fonction d'entrée afin de modéliser la
	neuropharmacocinétique du [ 11 C]métoclopramide au travers de la BHE chez tous les sujets, y
	compris ceux chez ceux qui n'ont pas été prélevés au niveau artériel.

8.4 PARTIE III : METHODE DE QUANTIFICATION DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DE LA P- GP PAR IMAGERIE TEP AU [ 11 C]METOCLOPRAMIDE CHEZ L'HOMME 8

  .4.1 Hypothèses et objectifs L'imagerie TEP présente de nombreux avantages, notamment celui d'une acquisition dynamique qui permet de suivre la cinétique du radiotraceur dans les différentes régions du cerveau. Cette propriété est particulièrement importante pour étudier des phénomènes cinétiques tel que le transport d'efflux par la P-gp au niveau de la BHE. La quantification de paramètres biologiques à partir des données d'imagerie TEP reste un défi et constitue une thématique de recherche à part entière[START_REF] Sadzot | PET Studies of Patients with Partial Epilepsy: Visual Interpretation vs. Semi-Quantification/Quantification[END_REF].Pour l'imagerie fonctionnelle de la protéine P-gp, les modèles à un ou deux compartiments tissulaires (1TCM, 2TCM), ainsi que le modèle de Logan, sont souvent utilisés et comparés entre eux. Des études utilisant le [11 C]vérapamil dans des protocoles cliniques ont montré que l'augmentation du volume de distribution VT était fortement corrélée à l'augmentation de la constante d'influx K1 après l'inhibition de la P-gp par le tariquidar[START_REF] Wagner | A pilot study to assess the efficacy of tariquidar to inhibit P-glycoprotein at the human blood-brain barrier with (R)-11C-verapamil and PET[END_REF][START_REF] Bauer | Approaching complete inhibition of P-glycoprotein at the human blood-brain barrier: an (R)-[11C]verapamil PET study[END_REF]. Il a été montré que cette augmentation du K1 était relativement moins importante

	chez les patients atteints d'EPR (Feldmann M. et al. 2013). Afin d'éviter les problèmes liés aux
	radiométabolites cérébraux du [ 11 C]vérapamil à des temps plus tardifs, ces études ont estimé
	le K1 en utilisant uniquement les dix premières minutes des images TEP. Une étude menée sur
	des volontaires sains avec le [ 11 C]métoclopramide, modélisé à l'aide d'un modèle 1TCM, a
	montré une augmentation significative du volume de distribution VT après l'injection de
	l'inhibiteur. Cette augmentation du VT résulte d'une augmentation limitée de la constante
	d'influx K1 (9%), mais surtout d'une diminution significative de la constante d'efflux k2 (15%).

  . Cela pourrait être expliqué par le fait que le vérapamil est un substrat avide de la P-gp. En effet, son passage dans le cerveau est très limité dans des conditions physiologiques si bien que les modèles pharmacocinétiques conventionnels ne permettent pas de mettre en évidence une implication de la constance d'efflux k2[START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]. Il en est de même pour le [11 C]NdLop, dont l'exposition cérébrale, modélisée par le volume de distribution VT avec un modèle 1TCM, est corrélée à l'augmentation du K1 après l'inhibition de la P-gp[START_REF] Kreisl | P-glycoprotein function at the blood-brain barrier in humans can be quantified with the substrate radiotracer 11C-N-desmethyl-loperamide[END_REF]. De plus, contrairement au [11 C]vérapamil, les radiométabolites du [11 C]métoclopramide ne traversent pas la BHE, ce qui constitue un avantage en termes de quantification par imagerie TEP. Cependant, tous ces protocoles nécessitent l'utilisation d'une fonction d'entrée artérielle, ce qui implique un cathétérisme et des prélèvements répétés de sang artériel pendant l'acquisition des images. Dans le cadre d'une utilisation clinique chez des patients, il est difficilement envisageable de réaliser ce type de prélèvements. Il est donc nécessaire de développer une méthode alternative qui ne nécessite pas de fonction d'entrée artérielle pour quantifier l'activité de la P-gp par imagerie TEP chez les patients. Nous avons choisi de développer une méthode simplifiée, mettant à profit les caractéristiques cinétiques particulières du [ 11 C]métoclopramide, et ne nécessitant pas de prélèvements sanguins. Cette méthode est fondée sur le calcul de la pente d'élimination du radiotraceur du Évaluation du muscle temporal comme région de référence Dans un premier temps, il a été envisagé d'utiliser une région extra-cérébrale, le muscle temporal, comme région de référence pour estimer la fonction de la P-gp au niveau de la BHE. Cette approche se base sur une étude menée par Y. Cui et al. en 2019, qui ont introduit la notion de coefficient de partition entre le cerveau et le muscle (Kp,brain/muscle). Dans cette étude, les chercheurs ont montré que les fractions liée et libres, c'est-à-dire la fixation non-spécifiques de 64 composés différents, sont très similaires dans le muscle et le cerveau. En faisant l'hypothèse que le transport d'efflux n'existe pas au niveau de l'interface sang/muscle, ces chercheurs ont proposé d'utiliser le rapport cerveau/muscle comme alternative au rapport cerveau/plasma (Cui et al. 2019). Selon cette hypothèse, la fixation dans le muscle correspondrait à la fixation totale dans le cerveau en l'absence de BHE fonctionnelle, ce qui permettrait d'estimer le trans-

	8.4.3 Données complémentaires
	8.4.3.1 port par la P-gp.
	muscles temporaux chez l'Homme a nécessité l'utilisation de l'IRM. Aussi, le dessin de toutes
	les régions d'intérêt dans le muscle a été réalisé manuellement.
	Les résultats n'ont pas montré de différence significative entre les AUCcerveau/muscle avant et après
	inhibition de la P-gp par la ciclosporine (Figure 29). En revanche, une différence notable a été
	constatée pour les AUCcerveau/plasma chez les mêmes individus. Il en a été conclu que les
	AUCcerveau/muscle ne permettent pas d'estimer correctement la fonction de la P-gp au niveau de

compartiment cérébral KE,brain. En plus de sa mise en oeuvre simple, cette méthode permet de générer des cartes paramétrique KE,brain, qui permettent de visualiser plus intuitivement l'activité d'efflux au niveau cérébral. En effet, le paramètre de référence, le VT, augmente lorsque que la P-gp diminue. Cette méthode simplifiée a été utilisée et validée sur 3 espèces différentes, les rats, les PNH et l'Homme, avec et sans inhibition pharmacologique de la P-gp. Ce travail est actuellement en révision auprès du journal Molecular imaging and Biology (facteur d'impact = 3.5). L'article soumis est en libre accès sur la base Research Square. Certains muscles de la tête sont dans le champ de vue des TEP cérébrales. En partant des mêmes hypothèses et en adaptant cette méthode à l'imagerie TEP au [ 11 C]métoclopramide, le coefficient de partition entre le cerveau et le muscle temporal, AUCcerveau/muscle a été calculé sur des images obtenues chez l'Homme avant et après inhibition de la P-gp par la ciclosporine. AUCcerveau/muscle correspondant au rapport des aires sous la courbe des courbes temps/activité entre le cerveau (matière grise uniquement) et le muscle temporal. Les AUCcerveau/muscle et comparés à l'aide d'un test de Student sur données appariées (p<0.05). Les analyses ont été évaluées sur un échantillon de quatre patients. Contrairement aux PNH, chez qui les muscles temporaux sont clairement visibles sur les images TEP, la localisation et le détourage des la BHE. Il était donc nécessaire de rechercher un autre paramètre permettant d'évaluer la fonction de la P-gp sans nécessiter des prélèvements artériels. C'est pourquoi la méthode utilisant le KE,brain a été développée dans l'Article 4.

  Les premières images de volontaires sains et de patients du protocole EPIFLUX nous ont permis de tester cette approche pour modéliser et représenter la fonction de la P-gp au niveau de la BHE chez les patients atteints d'EPR. La Figure30représente une carte paramétrique KE,brain (KE,brain-maps) pour un volontaire sain et un patient atteint d'épilepsie de l'étude EPIFLUX.

8.4.3.2 Réalisation de cartes paramétriques de KE,brain sur les images du protocole EPIFLUX

  De plus, l'artère carotide étant un gros vaisseau soumis à une pression artérielle, elle se déforme au fil de l'acquisition des données d'imagerie, ce qui en complique la délimitation. Pour limiter cet effet dynamique, une approche consiste à sélectionner la partie située entre les structures osseuses des pyramides pétreuses, en utilisant des techniques avancées de correction de mouvement et de volume partiel[START_REF] Traub-Weidinger | Utility of Absolute Quantification in Non-Lesional Extratemporal Lobe Epilepsy Using FDG PET/MR Imaging[END_REF]. Cette technique sera aussi testée sur les sujets participant au protocole EPIFLUX et validée sur certains sujets sains et patients chez qui des prélèvements artériels ont été réalisés. En parallèle, le paramètre KE,brain sera utilisé chez des patients et des cartes paramétriques appelées KE,brain-maps seront générées pour chaque sujet. tensité maximale du signal mesuré au niveau cérébral après inhibition de la P-gp, correspond au signal musculaire. Pour le [ 11 C]métoclopramide, le signal cérébral est supérieur au signal musculaire lorsque la P-gp est inhibée au niveau de la BHE humaine.Une autre difficulté devra être anticipée pour la quantification de la fonction de la P-gp par imagerie TEP au [11 C]métoclopramide au niveau de la BHE chez des patients atteints d'EPR. En effet le [11 C]métoclopramide se fixe substantiellement dans les plexus choroïdes. Ce signal pourrait introduire un biais dans la quantification de la radioactivité dans les régions adjacentes. Cela pourrait notamment concerner l'hippocampe qui est une structure souvent atteinte dans les cas d'EPR. D'autres approches ont été testées pour quantifier l'augmentation de la fonction de la P-gp au niveau de la BHE dans le cadre de l'épilepsie. Par exemple, un article de Shin et al. utilise l'asymétrie de la fixation du [11 C]vérapamil en présence d'une inhibition partielle de la P-gp par la ciclosporine chez des patients atteints d'EPR[START_REF] Shin | Clinical Applications of Simultaneous PET/MR Imaging Using (R)-[11C]-Verapamil with Cyclosporin A: Preliminary Results on a Surrogate Marker of Drug-Resistant Epilepsy[END_REF]. Cette approche pourrait être réalisée pour les données du protocole EPIFLUX car nous disposons de données TEP et IRM acquises de manière simultanées. Néanmoins, cette approche semi-quantitative implique un a priori sur la localisation des lésions et ne permettrait pas de détecter une modulation globale de la P-gp dans l'ensemble du cerveau. Ces observations ont motivé le développement de radiotraceurs alternatifs permettant d'étudier la fonction d'efflux au niveau de la BHE, l'imagerie TEP restant la technique de choix[START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]. Les innovations en termes de développement de radiotraceurs bénéficient en premier lieu des progrès de la radiochimie qui permettent un accès à une variété toujours plus grande de composés radiomarqués. C'est le cas pour la [11 C]dompéridone, dont le radiomarquage a été possible que grâce au développement d'une approche de Pour cela des critères pharmacologiques doivent être établis afin de choisir la sonde « idéale » pour l'imagerie fonctionnelle d'une cible biologique particulière comme la Pgp[START_REF] Kannan | Factors That Limit Positron Emission Tomography Imaging of P-Glycoprotein Density at the Blood-Brain Barrier[END_REF]. L'utilisation d'inhibiteurs de P-gp radiomarqués pour mesurer l'expression de la protéine au niveau de la BHE n'a pas abouti. En effet, les inhibiteurs radiomarqués se sont révélés être aussi des substrats le la P-gp à dose traceuse (faible dose) si bien que le signal TEP cérébral dépendait plutôt de l'activité d'efflux que de la densité de la P-gp au niveau de la BHE[START_REF] Wanek | Radioligands Targeting P-Glycoprotein and Other Drug Efflux Proteins at the Blood-Brain Barrier[END_REF]. De plus, nos travaux et ceux d'autres équipes suggèrent que la corrélation entre l'expression et l'activité de la P-gp au niveau de la BHE n'est pas linéaire[START_REF] Kalvass | Why Clinical Modulation of Efflux Transport at the Human Blood-Brain Barrier Is Unlikely: The ITC Evidence-Based Position[END_REF]. Ainsi, nos travaux suggèrent que les radiotraceurs « avides », qui présentent une réponse particulièrement importante à l'inhibition maximale de la P-gp, ne permettent pas nécessairement de gagner en sensibilité vis-à-vis de faible changement d'activité de la P-gp(Breuil, Goutal, et al. 2022). Cette nouvelle donnée semble particulièrement importante et constitue un critère de choix déterminant pour le développement de nouvelle sonde des transporteurs d'efflux comme la P-gp, quelles qu'en soient les applications précliniques ou cliniques.[START_REF] Seneca | Human Brain Imaging and Radiation Dosimetry of 11C-N-Desmethyl-Loperamide, a PET Radiotracer to Measure the Function of P-Glycoprotein[END_REF], peu d'études cliniques utilisant ce radiopharmaceutique ont été réalisées. Le [11 C]NdLop a uniquement été étudié chez des volontaires sains, et jamais chez des patients atteints d'épilepsie[START_REF] Kreisl | P-glycoprotein function at the blood-brain barrier in humans can be quantified with the substrate radiotracer 11C-N-desmethyl-loperamide[END_REF]. Aussi, on peut légitimement se demander si les critères établis[START_REF] Kannan | Imaging the Function of P-Glycoprotein With Radiotracers: Pharmacokinetics and In Vivo Applications[END_REF] sont suffisants pour déterminer le choix d'un radiotraceur pour une utilisation clinique dans un contexte pathologique. En plus des critères définis par Kannan en 2009, d'autres critères, plus généraux concernant les sondes d'imagerie doivent être pris en compte. Tout d'abord, le choix du radionucléide qui va déterminer la technique d'imagerie utilisée et le type de radiochimie associée. Concernant les sondes P-gp, le carbone-11 a été utilisé pour tous les radiotraceurs P-gp validés chez l'Homme

	9	DISCUSSION GENERALE
		L'imagerie moléculaire a pour objectif de permettre une visualisation voire une quantification
		de processus biologiques qui ont lieu à l'échelle moléculaire ou cellulaire. L'imagerie TEP, de
		par sa résolution spatiale de plusieurs millimètres, permet d'apprécier la globalité de ces pro-
		cessus biologiques à l'échelle d'un tissu comme, par exemple, dans l'ensemble ou dans cer-
		taines régions du cerveau. Cette technique nécessite le développement de radiopharmaceu-
		tiques spécifiques qui permettent une meilleure compréhension des interactions moléculaires
		impliquées dans certaines voies de signalisation ou métabolique. L'imagerie TEP utilisant des
		molécules radiomarquées permet également d'étudier les paramètres qui régissent la distribu-
		8.4.4 Conclusions et perspectives
		Le travail préliminaire au traitement des données du protocole clinique EPIFLUX a permis de
		définir et d'évaluer un nouveau paramètre, nommé KE,brain, pour estimer l'activité de la P-gp au
		niveau de la BHE sans nécessiter de cathétérisme artériel. Ce paramètre et cette méthode tirent
		avantage des caractéristiques pharmacocinétiques spécifiques du [ 11 C]métoclopramide. Il s'agit
		de surcroît d'une méthode de quantification qui ne nécessite pas de définir une fonction d'en-
		trée artérielle dérivée de l'image (IDIF). Ainsi, cette méthode est plus proche de la pratique
		clinique en médecine nucléaire.

En effet, la réalisation d'une IDIF présente certaines difficultés, notamment la segmentation de l'artère carotide pour extrapoler la cinétique artérielle du radiotraceur au niveau de cette artère. L'utilisation du paramètre KE,brain présente néanmoins certaines limites. Tout d'abord, son utilisation est limitée au radiotraceur [ 11 C]métoclopramide. Aussi, sa sensibilité aux variations d'activité de la P-gp semble moins importante que le paramètre de référence, le VT. Enfin, malgré la faible sensibilité du [ 11 C]métoclopramide à l'induction et à l'inhibition enzymatique observée jusqu'alors chez l'animal et chez les patients atteints d'EPR, on ne peut pas exclure la possibilité d'une modification majeure de la cinétique périphérique du [ 11 C]métoclopramide chez certains sujets. Les répercussions d'un tel changement sur l'estimation du KE,brain ne sont pas connues.

Il serait judicieux de définir un paramètre de contrôle, qui pourrait être issu de prélèvements veineux plus accessibles, afin de définir et valider les conditions d'application du KE,brain.

L'utilisation du muscle temporal comme région de normalisation n'a pas permis de mettre en évidence une influence de la ciclosporine sur le passage cérébral du [

11 C

]métoclopramide. En revanche, cette méthode avait pu être testée et validée chez le PNH avec le [

11 C

]erlotinib, un substrat de la P-gp et de la BCRP

[START_REF] Tournier | Strategies to Inhibit ABCB1-and ABCG2-Mediated Efflux Transport of Erlotinib at the Blood-Brain Barrier: A PET Study on Nonhuman Primates[END_REF]

. Cependant, avec ce radiotraceur, l'in-tion de médicaments et xénobiotiques. C'est ce qu'on appelle l'imagerie pharmacocinétique

[START_REF] Tournier | Imaging techniques to study drug transporter function in vivo[END_REF]

. Cette approche innovante, qui nécessite un équipement et une expertise rares, présente l'avantage considérable de permettre d'étudier la pharmacocinétique de médicaments au niveau d'organes cible ou vulnérables de manière non-invasive, chez l'animal comme chez l'Homme.

Les travaux pionniers, initiés par de nombreuses équipes pour l'étude de la P-gp au niveau de la BHE, ont largement contribué au développement de l'imagerie pharmacocinétique

[START_REF] Mairinger | PET and SPECT Radiotracers to Assess Function and Expression of ABC Transporters in Vivo[END_REF]

. En effet, en 2005, l'imagerie TEP au [

11 C

]vérapamil avait permis de montrer, pour la première fois chez l'Homme, l'importance de la P-gp sur le passage des médicaments au travers de la BHE

[START_REF] Sasongko | Imaging P-Glycoprotein Transport Activity at the Human Blood-Brain Barrier with Positron Emission Tomography[END_REF]

. Néanmoins, avec le recul scientifique dont nous disposons aujourd'hui, l'utilisation du [

11 C

]vérapamil comme substrat de la P-gp présente d'importants inconvénients qui ne permettent pas d'apprécier la complexité du rôle de la P-gp au niveau de la BHE. radiochimie innovante

[START_REF] Del Vecchio | Late-Stage Isotopic Carbon Labeling of Pharmaceutically Relevant Cyclic Ureas Directly from CO2[END_REF]

. En parallèle, ces progrès bénéficient de l'amélioration des connaissances de la cible moléculaire et de son interaction avec les ligands pharmacologiques.

Ce travail de thèse avait pour objectif initial de valider de choix de l'utilisation d'un nouveau radiopharmaceutique, le [

11 C

]métoclopramide, développé au sein du laboratoire BioMaps, pour évaluer le transport d'efflux de la P-gp au niveau de la BHE comme un potentiel biomarqueur de l'EPR. Des travaux préliminaires avaient déjà montré les caractéristiques favorables du [

11 C

]métoclopramide, notamment en termes de spécificité pour la P-gp et de pureté radiochimique du signal TEP cérébral

[START_REF] Pottier | Imaging the Impact of the P-Glycoprotein (ABCB1) Function on the Brain Kinetics of Metoclopramide[END_REF][START_REF] Auvity | P-Glycoprotein (ABCB1) Inhibits the Influx and Increases the Efflux of 11 C-Metoclopramide Across the Blood-Brain Barrier: A PET Study on Nonhuman Primates[END_REF][START_REF] Tournier | Impact of P-Glycoprotein Function on the Brain Kinetics of the Weak Substrate 11C-Metoclopramide Assessed with PET Imaging in Humans[END_REF]

.

Cependant, à notre connaissance, seul le [

11 C

]vérapamil a fait l'objet d'étude dans le contexte très spécifique de l'EPR

[START_REF] Feldmann | P-Glycoprotein Expression and Function in Patients with Temporal Lobe Epilepsy: A Case-Control Study[END_REF][START_REF] Shin | Clinical Applications of Simultaneous PET/MR Imaging Using (R)-[11C]-Verapamil with Cyclosporin A: Preliminary Results on a Surrogate Marker of Drug-Resistant Epilepsy[END_REF]

. Aussi, bien que le [

11 C

]NdLop possède des caractéristiques avantageuses par rapport au [

11 C]

vérapamil, notamment en termes de stabilité métabolique (

à détecter une induction +++ On

  C]métoclopramide mettant en évidence les avantages (+) et les inconvénients (-) du [11 C]métoclopramide dans l'imagerie fonctionnelle de la P-gp au niveau de la BHE chez des patients atteints d'EPR peut légitimement supposer que ces nouveaux critères pourraient être utiles au développement de radiotraceurs d'autres transporteurs. C'est le cas par exemple pour la BCRP, pour lequel il n'existe pas aujourd'hui de radiotraceur spécifique[START_REF] Hosten | Befloxatone Brain Kinetics Is Not Influenced by Bcrp Function at the Blood-Brain Barrier: A PET Study Using Bcrp TGEM Knockout Rats[END_REF]. Ces critères pourraient également concerner les transporteurs d'influx, qui sont principalement de la famille des SLC[START_REF] Marie | Glyburide PET Imaging for Quantitative Determination of the Importance of Organic Anion-Transporting Polypeptide Transporter Function in the Human Liver and Whole-Body[END_REF].Ce travail de thèse illustre le potentiel translationnel de l'imagerie TEP. Aussi, les données acquises chez l'Homme bénéficient de travaux précliniques in vitro ou chez l'animal qui peuvent être réalisés à postériori, et offrir une interprétation moléculaire des données d'imagerie. Cependant, les contraintes imposées à l'animal, et notamment le prélèvement d'une fonction d'entrée artérielle, ne sont pas toujours envisageable chez les patients. Pour cela, nous avons évalué un nouveau critère, le kE,brain, pour l'interprétation des données TEP au [ 11 C]métoclopramide à partir des seules images dynamiques, sans recours à des prélèvements artériels. Les limites de cette approche, décrites dans l'Article 4, sont nombreuses et on peut considérer qu'il s'agit plus d'une approximation que d'une quantification absolue du transport par la P-gp comme pourrait le faire une modélisation compartimentale. Aussi, nous ne connaissons pas aujourd'hui la capacité du kE,brain à détecter une induction fonctionnelle et focale chez les patients atteints d'EPR. La pertinence du kE,brain ne saurait donc se substituer à l'approche de modélisation conventionnelle sans plus ample validation, idéalement chez les sujets pour lesquels nous disposons d'une fonction d'entrée.

	Radiotraceur TEP	+
	Radiomarquage isotopique	++
	Dosimétrie	++
	Période physique	-
	Spécificité	++
	Pureté radiochimique	+++
	Amplitude du signal	+
	Vulnérabilité	++
	Métabolisme	+++
	Capacité	

Breuil L., Saba W., Marie S., Goutal S., Auvity S., Goislard M., Coulon C., Lekieffre T., Caillé F., Tournier N. Refining the use of PET imaging to detect moderate changes in P-gp function at the bloodbrain barrier Congrès de la SEISC (Société pour l'Etude des Interfaces Sang-Cerveau), 2019, Orsay, France. Breuil L., Saba W., Marie S., Goutal S., Auvity S., Goislard M., Coulon C., Lekieffre T., Caillé F., Tournier N. Refining the use of PET imaging to detect moderate changes in P-gp function at the bloodbrain barrier SFMN (Société française de Médecine nucléaire), 2020, Montrouge, France.

Communications affichées présentée en congrès

Breuil L., Marie S., Goislard M., Langer O., Del Vecchio A., Audisio D., Caillé F., Tournier N. Tailoring the sensitivity of PET tracers to detect P-glycoprotein-mediated drug-drug interactions at the blood-brain barrier: a comparative in vitro study EANM, 2019, Barcelona, Spain.