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Résumé

La protéine translocatrice 18kDa (TSPO), en reflétant 1’activation microgliale et la
neuroinflammation, est actuellement reconnue comme un marqueur sensible de la survenue
d’événements pathologiques dans le cerveau. Par conséquent, la TSPO est une cible
privilégiée pour I’étude des pathologies du cerveau par imagerie moléculaire (TEP/TEMP). 11
y a actuellement un manque d’outils efficaces pour explorer la neuroinflammation en TEMP.
Notre objectif a donc été d’évaluer un nouveau radiopharmaceutique de forte affinité pour la
TSPO, utilisable en TEMP : le CLINDE, dans deux modeles animaux : 1’excitotoxicité focale
et ’ischémie cérébrale. Dans ces deux modeles, les études ex vivo ont mis en évidence une
accumulation préférentielle du [1251]—CLINDE dans les régions cérébrales 1€sées, riches en
cellules microgliales. De plus, nous avons observé une relation quantitative entre 1’intensité
de la 1ésion cérébrale et la fixation du radiopharmaceutique. Le CLINDE apparait donc
comme un candidat tres prometteur pour I’imagerie TEMP de la neuroinflammation en

recherche clinique.



Résumé en anglais

The 18kDa Translocator protein (TSPO) is currently the most reliable marker for
pathological events in the brain, reflecting microglial activation and neuroinflammation,
which are linked to neuronal damage. Thereby, TSPO is a potential target to evaluate
neuroinflammatory changes in a variety of brain diseases by molecular imaging
(PET/SPECT). To date, there is a lack of effective tool to explore neuroinflammation by
SPECT. Our aim was to evaluate a new high-affinity ligand for TSPO SPECT imaging: the
CLINDE, in two rodent models: focal excitotoxicity and cerebral ischemia. In both animal
models, ex vivo studies highlighted preferential localisation of ['*1]-CLINDE accumulation in
cerebral area that also expressed activated microglial cells as assessed by
immunohistochemical staining. Moreover, we found a quantitative relationship between the
intensity of brain damages and radiotracer binding, making CLINDE an attractive

radioionidated candidate for imaging neuroinflammation by SPECT in clinical applications.



Table des Matieres

REMEICICIMENLS ........ooiiiiiiiiiiiiiiee ettt et sttt be e st e sbe e saneenee e 2
RESUIME ...ttt ettt b et ettt et e et s besbeebeeneeneeneas 3
RéESUME €N ANGIALS .........ocooiiiiiiiiice et e 4
Table des MALIETES ...........cc.oouiriiiiiiiiiieiee ettt sttt ettt et sbe b saeeneeneas 5
Liste des tableauX .............cocoiiiiiiiiiiiii ettt 8
LLiSte des FIGUIES .............ooiiiiiiiiceeeee ettt et e e et e e e b e e e be e e e nbeeeeaaeeenens 9
LiSte des QNIEXES ..........cocuiriiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt st ne 13
GLOSSAITE ...ttt ettt ettt et e st e e bt e sabeebeenare s 14
INErOdUCHION .........ooiiiiiii ettt ettt et 17
Premiére partie : Imagerie Moléculaire et Médicament Radiopharmaceutique............. 21
I. Principes de I’Imagerie mOIECULAITe ...........ccccveeeriiieiiieeiee et 22
A. Notions de physique nucléaire - radioactivité ............ccceevveeeiiieeriieeeriie e 22

B. Imagerie moléculaire : application a la médecine nucléaire............c.ccceevvveeruveennnen. 32

II. Le Médicament RadiopharmacCeUtIQUE ..........ccocuveeriuieeriiieeniiieeniieeniteeniieeeeireeesiree e 39
A.Définition et disposSitions 1€Zales. ........ccceeriiiiiiniiiiiiiieeeeeeee e 39

B. Caractéristiques du médicament radiopharmaceutique ............cceeeveeerveeenveennneennn 41
Deuxieme partie : Imagerie Moléculaire de la Neuroinflammation.................................. 48
I. Pathologies neurologiques et variabilité de la mort neuronale ...........cccccocceeniieniinicnneen. 49
IL. Physiopathologie de la neuroinflammation .............ccoecieeriiiiniieiniieiniieee e 49
III. Cibles potentielles pour I’imagerie moléculaire de la neuroinflammation .................... 50
A. Cyclooxygénase et imagerie moléculaire de la neuroinflammation ...................... 51



B. La forme inductible de I’oxyde nitrique synthétase (iNOS) comme cible potentielle

pour I’'imagerie moléculaire de la neuroinflammation .............ccoccoeviiiniiinniiennenn. 55

IV. La protéine translocatrice (TSPO) comme cible potentielle pour I’imagerie moléculaire

de 1a neuroinflammMation ..........c.ceeoiieeiiieeiieeeiie e eetee et eete e e e e et e e ebeeesbeeessbeeeaaeeenaeens 57
AL LA MICTOZIIC .ttt ettt et e st e st e e e 57
B. La protéine tranSlOCAIIICE .......c.eeeruieiiiieieiieeiieeeriieeeireeeieeesteeesaeeeseseeennseeesaeeenenas 60

C. Imagerie moléculaire de la TSPO avec le PK11195 : de I’autoradiographie in vitro

A 1'1MAGETie TEP 17 VIVO ..oouiiiiiiiiiiie e 69

D. Nouveaux radioligands pour I’imagerie moléculaire de la neuroinflammation

utilisant la TSPO comme cible moléculaire. ..........ccceeviieiiiniiiiiiniiiiieeeecncceene 82
Troisieme partie : Evaluation préclinique du CLINDE .........ccocieniinneicnncssercsancssasosasesens 103
L. Travail expérimental : contexte et ObJECHIES .......covviiiriiiiiiiiiiiieie e 104
AL L CLINDE ..ottt ettt ettt 104

B. Choix des modeles animauX ........ccceeceeereerieeiiienieieeneeee et 106

C. Objectifs du travail de theSe .........ccevviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 111

II. Chimie et radiochimie du CLINDE ..........ccocciiiiiiiiiiiiciceececceee e 111
A. Matériels et METhOAES .......cocueiriiiiiiiiiiieiceee e 111

B RESUILALS ...eeeniiieiiieieeeeee ettt st 113

. DISCUSSION ..ttt ettt ettt ettt ettt et s e et sat e e bt e saneeneesaneenneenan 115

II1. Modele animal de 1€si0n eXCItOtOXIQUE ....veeeruvrereiieeeriiieeiieeeieeeeieeesieeesreeenereeenareeenenas 116
A. Physiopathologie du modele ChOiST .......coocuiiiriiiiiiiiiiieiccee e 116

B. Matériels et MEthOAES ......ccc.eeruiiiiiiiiiiiieie et 118
CRESUILALS ..ttt e e e e et e e st e e s nteeessbee e sbaeensneeennneeanns 125

IV. Modeles animaux d’ischémie Crébrale .............ccooeeriiiiiiiiiiiiiiniiiienieeceeeeeeen 131
A. Physiopathologie des modeles ChOISIS .......ceevviieriiieiiieeieecie e 131

B. Matériels et MEthOAES .......cc.eevuiiiiiiiiiiiiiieeeee et 133
CRESUILALS ..ttt e et e et e e st e e e sbee e sbeeensneeesnneeenns 144



V. DiSCUSSION €t PEISPECLIVES ..veeeuvriiriieeeiieeriieeitteesteeeseteessreesssaeessaeesseesssseessssesesssessnsees 155

A. Evaluation du [125 []-CLINDE dans un modele de 1ésion excitotoxique ............... 155
B. Evaluation du ['*I]-CLINDE dans des modeles d’ischémie cérébral .................. 157
C. Perspective 1 : Application clinique du CLINDE dans TAVC ...........cocceniieniens 161
D. Perspective 2 : Poursuite du travail préclinique par des études in vivo en microTEP
a17aide du ["*FI-PBRITT ...covuouiieinrieoeieieeeeseesese st sess s 162
CONCIUSION ...ttt ettt ettt sbt bt et st e saeeaaesaees 165
ATIIIEXES ...ttt et b ettt a bbbt b e e a e sh e et e a e e bt ettt eebt e bt et e ebeenaeens 168
Références bibliographiqUes ................c.coocuieiiiiiiiiiiiiii e 212



Liste des tableaux

Tableau I. Caractéristiques des différents rayonnements ionisants utilisés en médecine
NUCIEAITE ...ttt ettt e st et e st e bt e saeeeneenane s 25

Tableau II. Principales caractéristiques des récepteurs des benzodiazépines de type central et
périphérique (Zisterer & Williams 1997).......coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 63

Tableau III. Le [''C]-PK11195 a été utilisé en recherche clinique dans une grande variété
d’atteintes neurologiques pour détecter la neuroinflammation par imagerie moléculaire.79

Tableau IV. Résumé des principaux radioligands de la TSPO : études précliniques ex vivo et
in vivo, modeles de neuroinflammation et études cliniques (adapté et actualisé a partir de
Chauveau €t @l 2008). .......uuveieeiiieiieeieeeeeeee ettt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeearaae————————————————— 85

Tableau V. Quantification du signal radioactif dans le thalamus et la SNr (Bg/mg)............. 153



Liste des figures

Figure 1. Poudre Tho-Radia, a base de radium et thorium, selon la formule du Dr Alfred

Figure 2. Pouvoir de pénétration des rayonnements 10N1SANTS .........c.eevveevueenrerseenieeenreennennne 29
Figure 3. Présentation schématique de la détection par tomographie d'émission de positons. 36
Figure 4. Le cyclotron installé au sein du CERRP a Tours...........ccocccevviiiiiniinnieniccecnenee 39
Figure 5. Inhibiteurs radiomarqués de la COX-2 ayant été évalués comme radioligands
potentiels TEP ou TEMP. ..ot 53
Figure 6. L'activation des cellules de la microglie se traduit pas des modifications
morphologiques permettant aux cellules de migrer par mouvement amiboide vers la zone
cérébrale atteinte (Stence et al 2001). .....uvvvieiiiiiiiiiiiiieeee e 58
Figure 7. Structure des principaux ligands des récepteurs centraux et périphériques des
DENZOIAZEPINES. ..ceenevieiiiieiiiie ettt ettt ettt e et e e sttt esbt e e s bt e e sabeeenabeeenaneas 62
Figure 8. Complexe multimérique mitochondrial auquel appartient la TSPO (identifiée ici par
son ancienne dénomination de PBR) (James et al 2000). ..........ccccoeveeviiinvreeeeeeeeeiecnnnnnnn.. 65
Figure 9. Radioanalogues du PK11195 marqués au tritium (1), au carbone 11 (2) et a 1’iode
123 (3 ettt ettt et b ettt h et et b et et e nae et 70
Figure 10. Images scintigraphiques extraites des études cliniques réalisées avec le [''cl-
PERITTOS. ettt ettt sttt st sb e be et b et et esaeas 72
Figure 11. La derniere décennie a vu une véritable explosion de nouvelles molécules
spécifiques de la TSPO utilisables en imagerie moléculaire TEMP ou TEP. .................. 83
Figure 12. Structure chimique du [''C]-VC195 et de la [''C]-Vinpocétine............cccoooene..... 88
Figure 13. Images TEP obtenues chez un méme patient atteint de sclérose en plaques avec le

[”C]—PKl 1195 (gauche) et la [“C]—vinpocétine (droite) (Vas et al 2008)........cccuuunee.... 89



Figure 14. Structure chimique des composés de la série oxodihydropurine radiomarqués au
carbone 11 pour I’'imagerie moléculaire de la neuroinflammation. ...........ccoceevvenieennnens 90
Figure 15. Images scintigraphiques réalisées 1 heure apres 1’injection de [''C]-DAA1106 chez
un sujet atteint de la maladie d’ Alzheimer (Yasuno et al 2008). .......ccccceeviiernieennneennnne. 92
Figure 16. Structure chimique des composés de la série phénoxyaryl-acétamide radiomarqués
au carbone 11 ou au fluor 18 pour I'imagerie de la neuroinflammation.................c........ 94
Figure 17. Structure chimique des composés de la série pyrazolo[1,5-a]pyrimidine
radiomarqués au carbone 11 ou au fluor 18 pour I’imagerie de la neuroinflammation.... 98
Figure 18. Image TEP obtenue 1 heure post-injection de 100 MBq de ['*F]-DPA-714 avec
(bas) ou sans (haut) pré-injection d’un exces de PK11195 (James et al 2008). ............... 99
Figure 19. Structure chimique des composés de la série imidazo-[1,2-a]pyridine pour
I’imagerie moléculaire TEP (1, 2) ou TEMP (3, 4) de la neuroinflammation................. 102
Figure 20. 6-chloro-2-(4'iodophenyl)-3-(N,N diethyl)-imidazo[1,2-a]pyridine-3-acétamide :
CLINDE ...ttt ettt a et be ettt b et s e bt et e 104
Figure 21. Intensité de la fixation du ['**1]-CLINDE dans le SNC, exprimée en pourcentage
de la dose injectée par gramme de tissu, en fonction du « score clinique » de ’'EAE, et
effet d’un pré-traitement avec un exces de CLINDE « froid » (Mattner et al 2005)...... 108
Figure 22. Synthese chimique du précurseur stannique du CLINDE ............cccccoiiiniinnnen. 112
Figure 23. Radiomarquage du CLINDE a I’iode 125 : réaction d’iododéstannylation par
substitution électrophile utilisant I’acide peracétique comme oxydant. ...........ccc...c....... 113
Figure 24. Purification du ['*I]-CLINDE par CLHP ...........ccoccoouoiviivireeeseeereseeseeseesnens 114
Figure 25. Exemples d'excitotoxines agonistes du glutamate administrées par voie

intracérébrale pour induire une destruction neuronale par eXcitotoxicité...................... 117

10



Figure 26. Principe de détection immunohistochimique de la microglie activée a 1’aide de
I’anticorps primaire OX-42 dirigé contre le C3, exprimé spécifiquement a la surface des
cellules microgliales a I’€tat aCtiVeE. ........coccueeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeete e 123

Figure 27. Biodistribution cérébrale ex vivo du ['I]-CLINDE ...........cccccoovemveereeresrerns 126

Figure 28. Images d'autoradiographie ex vivo de la distribution du ['*I]-CLINDE dans le
SEEIALUIML €1 1€ COTTEX . .euviiiiiiiiiriiiitieet ettt et e s 128

Figure 30. Immunohistochimie OX-42 (anticorps spécifique de la microglie activée) dans le
striatum de rats 1és€s avec différentes quantités d” AQ. ......coevveiiiiiiiiiiiiniiiiiiieeieeee, 130

Figure 31. Représentation schématique de la technique d’occlusion permanente de I’ACM par
électrocoagulation bipolaire (Macrae & Carswell 2006). ..........cooveeeiiiiiniiieinieenieenee. 134

Figure 32. Représentation schématique de la technique d’occlusion intraluminale transitoire
de ’ACM (Macrae & Carswell 2000). ......oeeeiieieeeiiiiiieieeec et eeeeaanns 137

Figure 33. Ischémie cérébrale focale permanente sur souris Swiss induite par
électrocoagulation de I’ACM : images de coloration histologique au crésyl-violet (A) et
d’autoradiographie ex vivo de la distribution du [1251]—CLINDE (B) chez la méme souris,
3 Jours apres 'OCCIUSION. ...ccuiiriiiiiiiiiieiieeeee et 144

Figure 34. Cinétique de fixation du ['*I]-CLINDE dans le thalamus ipsilatéral 2 1’occlusion
permanente de I ACM.......coiiiiiiiiiie ettt ettt e s e 146

Figure 35. Effets d’un pré-traitement par un exces de PK11195, de CLINDE ou de flumazénil
(spécifique des récepteurs centraux aux benzodiazépines) sur la fixation thalamique du
['*1]-CLINDE chez la souris, 15 jours apres I'occlusion de PACM. ........ccooveeeiieennnnn. 148

Figure 36. Images représentatives réalisées dans la 1ésion primaire corticostriatale apres

occlusion transitoire de I’ACM de 30 min (rat n°6, volume total d’ischémie = 103 mm3)

11



Figure 38. Autoradiographies ex vivo illustrant la fixation du ['*I]-CLINDE du c6té
ipsilatéral a la 1ésion dans le thalamus (A) et dans 1a SNT (B).....cooovieeniiiiniiiniiiinieens 152
Figure 40. MicroTEP eXplore VISTA couplée a un scanner (GE-Healthcare), identique a
celui utilisé a 1'université de TOUTS .......coouieiiiriiiiiieeeceeeceee e 163

Figure 41. Purification par CLHP du PBR111 marqué au fluor 18. ...........ccceoiiiiiiniinnnen. 164

12



Liste des annexes

Annexe 1. Liste des articles se rapportant a la these
Annexe 2. Article 1.

Annexe 3. Article 2....oooveeie

13



Glossaire

6-OHDA : 6-hydroxypamine dopaminergique.

AAE : Acide Aminé Excitateur

ACM : Artere Cérébrale Moyenne

AK : Acide Kainique

AMPA : acide a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionique
ANSTO : Australian Nuclear Science Technology and Organisation
ANT : Adénine Nucléotide Translocase

AQ : Acide Quinolinique

ARNm : Acide RiboNucléique messager

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique

BP : Binding Potential

Bq : Becquerel

C : Coulomb

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Pression

CBR : Récepteur central aux benzodiazépines

CERRP : Centre d’Etudes et de Recherche sur les RadioPharmaceutiques
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

Ci : Curie

COX-2 : CycloOXygénase-2

CSP : Code de la Santé Publique



DAB : 3,3’-diaminobenzidine

DBI : Diazepam Binding Inhibitor
EAE : Encéphalomyélite Autoimmune
ECG : ElectroCardioGramme

EDC: L,L-ethylenedicysteine

EMEA : European Agency for the Evaluation of Medicinal Products

FDA : Food and Drug Administration

[ISF]—FDG : [ISF]Fluoro—deoxyglucose

GABA : acide y-aminobutyrique

IRM : Imagerie a Résonance Magnétique

kDa : kiloDalton

keV : kilo électron-volt

LPS : LipoPolySaccharide

M : mole par litre

MA : Maladie d’ Alzheimer

MBR : Mitochondrial Benzodiazepine Receptor

MCI : Mild Cognitive Impairment (déclin cognitif modéré)
MDR: Mitochondrial DBI

NaCl : Chlorure de sodium

NOS : Nitric Oxide Synthase (oxyde nitrique synthétase)
PBBS : Peripheral Benzodiazepine Binding Site

PBR : Peripheral Benzodiazepine Receptor

PBS : Phosphate Buffer Saline (tampon phosphate)
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PFA : paraformaldéhyde

PHRC : Programme Hospitalier de Recherche Clinique
PRAX-1 : Peripheral benzodiazépine Receptor Associated protein 1
PUI : Pharmacie a Usage Intérieur

ROI : Region Of Interest

SEP : Sclérose En Plaques

SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique

SNC : Systeme Nerveux Central

TEL : Transfert d’Energie Linéique

TEMP : Tomographie d’Emission MonoPhotonique
TEP : Tomographie d’Emission de Positons

TNF-a : Tumoral Necrosis Factor — alpha

TSPO : Translocator Protein (Protéine Translocatrice)
UMR : Unité Mixte de Recherche

VDAC : Voltage Dependent Anion Channel
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Les pathologies neurologiques représentent un probleme de santé publique majeur
dans les pays industrialisés dont 1’4ge moyen de la population est en constante augmentation
(Bertram & Tanzi 2005; Ferri et al 2005). Le role de la neuroinflammation dans des processus
neuropathologiques aigus, comme 1’accident vasculaire cérébral ou le traumatisme cranien,
ainsi que dans les atteintes neurodégénératives chroniques, comme la maladie d’ Alzheimer ou
la maladie de Parkinson, est bien décrit dans la littérature (Rojo et al 2008). Dans le processus
de neuroinflammation, 1’activation de la microglie, cellules immunitaires résidentes du
Systeme Nerveux Central (SNC), est un phénomene précoce et localisé aux aires cérébrales
atteintes par la maladie (Kreutzberg 1996). Cette activation microgliale s’accompagne de la
surexpression de la protéine translocatrice (TSPO), anciennement nommée récepteur

périphérique aux benzodiazépines.

La TSPO est une protéine de 18 kDa appartenant a un complexe multimérique situé
dans la membrane externe de la mitochondrie, et est principalement exprimée par les cellules
microgliales et plus faiblement par les astrocytes. Elle est impliquée dans de nombreux
processus physiologiques, comme la régulation de la synthése des hormones stéroidiennes, la
prolifération et la différenciation cellulaires, ou encore 1’apoptose. La TSPO est prédominante
dans les organes périphériques comme le cceur, le rein, ou les glandes corticosurrénales. Au
niveau central, elle est également présente a bas bruit dans le parenchyme cérébral normal.
Son expression augmente de fagon considérable lors de 1’activation microgliale, faisant de la
TSPO un marqueur moléculaire spécifique de la neuroinflammation. Ainsi, la TSPO
représente une cible de grand intérét dans 1’étude du processus inflammatoire cérébral par
imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positons) ou TEMP (Tomographie d’Emission
MonoPhotonique). Ces méthodes imposent de disposer de traceurs spécifiques.

Le PK11195 est un ligand antagoniste spécifique de la protéine translocatrice. Marqué

au carbone 11, il constitue actuellement I’outil de référence pour I’exploration de la
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neuroinflammation par imagerie moléculaire et a été largement utilis€ dans des modeles
animaux et chez I’homme, dans diverses pathologies du SNC. Cependant, son manque de
sensibilité, son faible rapport “signal spécifique / bruit de fond” in vivo, ainsi que les
contraintes li€es a la courte demi-vie du carbone 11 (20,38 min), limitent son champ potentiel
d’utilisation. Par conséquent, plusieurs équipes de recherche développent actuellement de
nouveaux radiopharmaceutiques spécifiques de la TSPO marqués au fluor 18 (["*F)-DPA-714,
['*F]-FEDAA-1106,...) pour I’'imagerie TEP ou a I’iode 123 pour I’'imagerie TEMP ("1

CLINDE).

Ce manuscrit est organisé en trois sections. Dans une premiere partie seront
développés les principes de I’'imagerie moléculaire ainsi que les propriétés des médicaments
radiopharmaceutiques. La deuxieme partie de ce travail, consacrée a la neuroinflammation et
a son étude par imagerie moléculaire, décrira les cibles physiologiques potentielles ainsi que
les outils radiopharmaceutiques existants ou en cours de développement. La troisieme partie
présentera notre contribution a I’étude de cette problématique en détaillant le travail
expérimental effectué au cours de la thése au sein de I’Equipe 3 « Neurotransmission : de
I’imagerie moléculaire a la clinique » de ’'UMR Inserm U930 - CNRS ERL 3106 - "Imagerie
& Cerveau" de Tours, en collaboration avec le département « Radiopharmaceuticals Research
Institute », de «I’Australian Nuclear Science and Technology Organisation », (ANSTO,
Sydney, Australie), et le laboratoire CERVOxy du centre CYCERON (Caen, France). Ce
travail a comme objectif d’évaluer la capacité du 6-chloro-2-(4'iodophenyl)-3-(N,N diethyl)-
imidazo[1,2-a]pyridine-3-acetamide ou CLINDE, radioligand marqué a 1’iode de haute
affinité pour la TSPO, potentiellement utilisable en imagerie TEMP, a refléter I’intensité de la
neuroinflammation dans 3 modeles animaux. Le premier est un modele de 1ésion
excitotoxique unilatérale intrastriatale. Les 2 autres sont des modeles d’ischémie cérébrale

focale, réalisée soit par électrocoagulation de I’artere cérébrale moyenne (modele d’ischémie
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permanente), soit par occlusion intraluminale de cette méme artere (modele d’ischémie
transitoire). Enfin, nous terminerons ce travail par une discussion générale qui reprend les
principaux résultats obtenus et replace, au travers des exemples de modeles animaux choisis,
I’apport de I’imagerie moléculaire dans 1’étude et la compréhension de la neuroinflammation

associée aux maladies neurologiques.
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Premiere partie
Imagerie Moléculaire et Médicament

Radiopharmaceutique
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I. Principes de I'Imagerie moléculaire

A. Notions de physique nucléaire - radioactivité

1. Radioactivité
1.1 Définition

La radioactivité, terme inventé vers 1898 par Pierre Curie, est un phénomene physique
naturel au cours duquel des noyaux atomiques instables se désintegrent en dégageant de
I'énergie sous forme de rayonnements divers, pour se transmuter en des noyaux atomiques
plus stables. Les rayonnements ainsi émis sont appelés, selon le cas, des rayons o (alpha), B
(béta), ou vy (gamma). Les radioéléments les plus fréquents dans les roches terrestres sont
l'isotope 238 de l'uranium (mU), l'isotope 232 du thorium (23 2Th), et surtout l'isotope 40 du
potassium (*’K). On appelle isotopes des atomes ayant le méme numéro atomique Z mais des
nombres de masse A différents. Ce sont des atomes d’'un méme élément, ayant les mémes
propriétés chimiques et biologiques. Ils ne différent que par leur nombre de nucléons et n’ont
pas les mémes propriétés physiques. Outre ces isotopes radioactifs naturels encore
relativement abondants, il existe dans la nature des isotopes radioactifs beaucoup plus rares. 1l
s'agit notamment des éléments instables produits a la suite de désintégrations des isotopes
mentionnés, par exemple de divers isotopes du radium et du radon. Un des radioéléments

naturels les plus utilisés par I'homme est 1'isotope 235 de 1'uranium **

U) qui se trouve dans
la nature en concentration tres faible, associé a l'isotope 238U, mais dont on modifie la
proportion par des techniques d'enrichissement pour qu'il puisse servir a la production
d'énergie nucléaire civile et militaire. Un autre radioélément naturel est l'isotope 14 du
carbone (*C). Ce dernier est constamment produit dans la haute atmosphere par des rayons

cosmiques interagissant avec l'azote, et se détruit par désintégrations radioactives a peu pres
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au méme taux qu'il apparait, de sorte qu'il se produit un équilibre dynamique qui fait que la
concentration du "*C reste plus ou moins constante au cours du temps dans l'air et dans les
organismes vivants qui respirent cet air. Une fois un organisme mort, la concentration en '*C
diminue dans ses tissus, et permet de dater le moment de la mort. Cette datation au carbone 14
est un outil de recherche tres prisé par les historiens et permet de dater avec une bonne

précision des objets organiques dont 1'dge ne dépasse pas cinquante a cent mille ans.

1.2 Caractéristiques d'un noyau d'atome

A
La représentation symbolique du noyau d'un atome est: 7

Ou:
- X est le symbole de 1'élément chimique de numéro atomique Z.
- Z est le nombre de protons. Z est aussi appelé nombre de charge.
- A est le nombre de nucléons. A est aussi appelé nombre de masse.

- N = A - Z est le nombre de neutrons présents dans le noyau.

1.3 Les différents types de rayonnement
a. Rayonnement o

On parle de radioactivité o pour désigner 1'émission d'un noyau d'hélium :

A A-4 4
ZX - z-zX + 2He
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b. Rayonnement f°
La radioactivité B affecte les nucléides présentant un exces de neutrons. Elle se
manifeste par la transformation dans le noyau d’un neutron en proton, le phénomene

s’accompagnant de 1’émission d’un électron (ou particule ) et d’un antineutrino v :

c. Rayonnement p*
La radioactivité B* concerne les nucléides qui présentent un exces de protons. Elle se
manifeste par la transformation dans le noyau d’un proton en neutron, le phénomene

s’accompagnant de I’émission d’un positon (encore appelé particule ) et d’un neutrino v :

d. Rayonnement y
Un noyau atomique qui ne souffre pas d’un déséquilibre baryonique (rapport entre
nombre de protons et de neutrons), mais qui se trouve dans un état d’énergie instable, émet
lors de transitions électroniques a partir de niveaux d’énergie excités un photon tres
énergétique, donc tres pénétrant, pour atteindre un état d’énergie stable. Les rayons X et les
photons y sont 2 rayonnements trés similaires, que seule leur source différencie (le
rayonnement y est d’origine nucléaire, alors que les rayons X proviennent d’un réarrangement

du cortege électronique de 1’atome).
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Les caractéristiques de ces rayonnements ionisants sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau I. Caractéristiques des différents rayonnements ionisants utilisés en médecine

nucléaire
o Symbole en Masse
Emission Nature ‘ ‘ Charge (e**)
physique nucléaire  approchée (u*)
_ particulaire : noyau
Particule o 3|—|e 4,00150 u +2e
d'hélium
. particulaire : électron q
Particule ° ) q® 0,000549 u -e
e
Particule B*  particulaire : positon e" Og 0,000549 u +e
rayonnement
Rayon y ' Y 0 0
électromagnétique

* En physique nucléaire, on utilise souvent l'unité de masse atomique 1 u = 1,6605.107" kg.

# charge élémentaire e = 1,6002.10™° C

2. Historique

La radioactivité fut découverte en 1896 par Henri Becquerel (1852-1908), lors de ses
travaux sur la phosphorescence : les matieres phosphorescentes émettent de la lumiere dans le
noir apres exposition a la lumiere, et Becquerel supposait que la lueur qui se produit dans les
tubes cathodiques exposés aux rayons X pouvait étre liée au phénomene de phosphorescence.
Son expérience consistait a sceller une plaque photographique dans du papier noir et mettre ce
paquet en contact avec différents matériaux phosphorescents. Tous ses résultats d'expérience
furent négatifs, a l'exception de ceux mettant en cause des sels d'uranium, lesquels
impressionnaient la plaque photographique a travers la couche de papier. Cependant, il

apparut bientdt que l'impression de 1'émulsion photographique n'avait rien a voir avec le

phénomene de phosphorescence, car I'impression se faisait méme lorsque l'uranium n'avait

25



pas été exposé a la lumiere au préalable. Par ailleurs, tous les composés d'uranium
impressionnaient la plaque, y compris les sels d'uranium non phosphorescents et 1'uranium
métallique. A premiére vue, ce nouveau rayonnement était semblable au rayonnement X,
découvert 1'année précédente (en 1895) par le physicien allemand Wilhelm Rontgen (1845-
1923). Des études ultérieures menées par Becquerel lui-méme, ainsi que par Marie Curie
(1867-1934) qui, sur le conseil de son mari Pierre Curie (1859-1906), fit de la radioactivité le
sujet de sa these de doctorat, montraient que la radioactivité est nettement plus complexe que
le rayonnement X. En particulier, ils trouvaient qu'un champ électrique ou magnétique sépare
les rayonnements « uraniques » en trois faisceaux distincts, qu'ils baptisaient a, B et y. La
direction de la déviation des faisceaux montrait que les particules o étaient chargées
positivement, les f négativement, et que les y étaient neutres. En outre, la magnitude de la
déflection indiquait nettement que les particules o étaient bien plus massives que les p. Par la
suite, on découvrit que de nombreux autres éléments chimiques ont des isotopes radioactifs.
Ainsi, en traitant des tonnes de pechblende, une roche uranifere, Marie Curie réussit a isoler
quelques milligrammes de radium dont les propriétés chimiques sont tout a fait similaires a
celles du baryum (les deux sont des métaux alcalino-terreux), mais qu'on arrive a distinguer a

cause de la radioactivité du radium.

Les dangers de la radioactivité pour la santé ne furent pas immédiatement reconnus.
Ainsi, Nikola Tesla (1856-1943), en soumettant volontairement en 1896 ses propres doigts a
une irradiation par des rayons X, constata que les effets aigus de cette irradiation étaient des
brhlures qu'il attribua, dans une publication, a la présence d'ozone. D'autre part, les effets
mutagenes des radiations, en particulier les risques de cancer, ne furent découverts qu'en 1927

par Hermann Joseph Muller (1890-1967).
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Figure 1. Poudre Tho-Radia, a base de radium et thorium, selon la formule du Dr

Alfred Curie...

Avant que les effets biologiques des radiations ne soient connus, des médecins et des
sociétés attribuaient aux matieres radioactives des propriétés thérapeutiques : le radium, en
particulier, était populaire comme tonifiant, et fut prescrit sous forme d'amulettes ou de
pastilles (Figure 1). Marie Curie s'est élevée contre cette mode, arguant que les effets des
radiations sur le corps n'étaient pas encore bien compris. Durant les années 1930, les
nombreuses morts qui ont semblé pouvoir étre reliées a l'utilisation de produits contenant du

radium ont fait passer cette mode.

3. Interaction des rayonnements avec la matiére — pouvoir de pénétration des

rayonnements ionisants

Les rayonnements a, 3 et y sont dits rayonnements ionisants : ils interagissent avec la
matiere en provoquant des ionisations et des excitations. La facon dont se produisent ces

ionisations dépend du type de rayonnement considéré.

Le rayonnement, y est un faisceau de photons sans charge ni masse. En traversant la
matiere il provoque trois types d'interactions : l'effet photo-€électrique, la création de paires et
l'effet Compton. Ces mécanismes produiront, in fine, des excitations et ionisations dans le
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matériau traversé. Le rayonnement y a un fort pouvoir de pénétration dans la matiere
(plusieurs dizaines de metres de béton), et peut donc sortir du corps humain et étre détecté en

imagerie scintigraphique.

Le rayonnement a est un faisceau de particules lourdes et chargées, généralement
d'énergie élevée. En traversant la matiere, ce faisceau de particules percute les électrons de la
périphérie des atomes du matériau traversé ce qui les excite ou les ionise. Ce mécanisme se
produit sur une tres courte distance : le pouvoir de pénétration des rayonnements o est faible
(une simple feuille de papier les arréte totalement) et par conséquent le dépot d'énergie par

unité de longueur traversée, on parle de transfert d’énergie linéique (TEL), est élevé.

Le rayonnement 3, constitué d'électrons ou de positons, est un faisceau de particules
légeres et chargées. 1l interagit avec la matiere en provoquant, lui aussi, des excitations et des
ionisations. Le parcours des électrons et des positons dans la matiere est plus important que
celui des particules o et le TEL du rayonnement 3 est inférieur a celui du rayonnement a. Il en
est donc de méme du nombre d'excitations et d'ionisations produites par unité de longueur. Le
rayonnement [} est facilement arrété par la matiere (il est arrété par une feuille d'aluminium) ;
il ne sort donc pas du corps humain et ne permet pas d’obtenir directement des images

scintigraphiques. Il est en revanche utilisé en radiothérapie métabolique.

La nature des lois physiques permettant de calculer les parcours ou l'atténuation des
rayonnements dans la matiere different selon les rayonnements considérés. Les rayonnements
vy ne sont jamais completement arrétés par la maticre. C'est pourquoi le flux de photons
émergeant d'un écran sera faible, voire quasi indétectable, mais jamais nul. Les lois physiques
qui traduisent le parcours des rayonnements o et  montrent qu'au-dela d'une certaine
distance, il est impossible que des particules puissent étre retrouvées. Le rayonnement
incident peut donc étre completement bloqué par un matériau qui joue le role d'écran (Figure
2).
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Figure 2. Pouvoir de pénétration des rayonnements ionisants

4. Loi de désintégration radioactive — Notion de période radioactive

Un radionucléide quelconque a autant de chances de se désintégrer a un moment
donné qu'un autre radionucléide de la méme espece, et la désintégration ne dépend pas des
conditions physico-chimiques dans lesquelles le nucléide se trouve. En d'autres termes, la loi
de désintégration radioactive est une loi statistique. Soit N(t) le nombre de radionucléides
d'une espece donnée présents dans un échantillon a un instant t. Comme la probabilité de
désintégration de ces radionucléides ne dépend pas de la présence des autres radionucléides ni
du milieu environnant, le nombre total de désintégrations dN pendant un laps de temps dt a
l'instant t est proportionnel au nombre de radionucléides de méme espece N présents et a la

durée dt de cet intervalle : c'est une loi de décroissance exponentielle. On a en effet :

dN = — ANdt
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ou la constante de proportionnalité A, appelée constante radioactive du radionucléide
considéré, possede la dimension de l'inverse d'un temps. On met le signe moins (—) parce que

N diminue au cours du temps, de sorte que la constante A est positive.

En intégrant 1'équation différentielle précédente, on trouve le nombre N(t) de
radionucléides présents dans le corps a un instant t quelconque, sachant qu'a un instant donné

t=01il y en avait Ny :

N(t) = Nge™

On appelle « période radioactive » (ou demi-vie, t,) le temps au bout duquel I’activité

d’un échantillon est diminuée de moitié.
On a donc :

N()/2 =Np e-hl/2 —> e-m% =2 = ty, = %

Dans le cas particulier ou un élément radioactif A se désintegre en un élément B, lui-
méme radioactif, pour donner 1’élément stable C, avec des constantes radioactives A et A’
pour A et B, respectivement, la loi de décroissance radioactive de 1’élément fils B doit tenir
compte pendant un intervalle de temps dt a la fois de la formation de B a partir de la
décroissance de A, et de la propre décroissance radioactive de B. Le nombre de

radionucléides B présents a un instant t suit alors la loi suivante :
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A t At
Ni(®) = -~ Na(0) e —e™

Le technétium 99 métastable (*™

Tc), le radionucléide le plus utilisé a I’heure actuelle
en médecine nucléaire, suit cette loi de décroissance particuliere car il est obtenu a partir d’un

autre élément radioactif, le molybdene 99 (99Mo), a partir du schéma de désintégration

suivant :

99 ", =66h 99 Lty =6h 99
Mo —L-tu Z0h o 99mpe 1t Z6h , e

5. Activité et activité spécifique
5.1 L’activité
L'activité d'une source radioactive, notée A, traduit la vitesse avec laquelle les atomes
radioactifs se désintegrent. L unité internationale d’activité est le Becquerel (Bq), unité qui
correspond au nombre de désintégrations en 1 seconde, en hommage a Henri Becquerel.
L’ancienne unité était le Curie (Ci), qui se définit comme l'activité d'un gramme de radium,

soit 37 x 10° désintégrations par seconde (37 Bq = 1 nCi).
L’activité au temps t d’un échantillon donné est égale au produit du nombre total N

d’atomes du radioélément existants a I’instant t, par la constante A du radioélément :

A(t) = AN(b)
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L'activité d'un nombre donné d'atomes d'un isotope radioactif est donc proportionnelle

a ce nombre et inversement proportionnelle a la période radioactive de l'isotope.

5.2 L’activité spécifique
C’est I’activité par unité de masse. Cette donnée est tres importante pour la
quantification des images scintigraphiques car elle permet de relier la mesure du signal

radioactif détecté a une quantité de matiere de radiopharmaceutique.

B. Imagerie moléculaire : application a la médecine nucléaire

L’imagerie moléculaire est une discipline associant la biologie moléculaire et
cellulaire et 1’imagerie in vivo non invasive. En permettant de visualiser, au dela de la
structure des organes et des tissus, les molécules présentes dans les cellules, 1’imagerie
moléculaire crée les conditions pour comprendre le fonctionnement de I’organisme sans le

perturber et ouvre une nouvelle ere en biologie et en médecine.

La médecine nucléaire utilise et applique dans le domaine médical les principes de
I’imagerie moléculaire. Elle appartient donc aux disciplines d’imagerie médicale, au méme
titre que 1’'imagerie a résonance magnétique (IRM), la radiographie a rayons X, le scanner, ou
encore 1’échographie. En imagerie médicale, le choix de I'outil diagnostique a employer
dépend de la question posée par le clinicien, et ces différentes disciplines sont d’avantage
complémentaires que concurrentes. Ainsi, 'IRM, qui posseéde une tres bonne résolution
spatiale (de 1’ordre du millimetre), est avant tout une méthode anatomique extrémement
précise mais devient aussi actuellement une méthode d’analyse fonctionnelle, a 1’échelle des

organes et des tissus. L’imagerie moléculaire permet quant a elle d’accéder a la visualisation

du fonctionnement des cellules et d’étudier les processus pathologiques in situ a 1’échelle
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moléculaire. Ses principales applications médicales concernent la cancérologie, la neurologie
et les maladies cardiovasculaires. Elle permet d’améliorer le diagnostic initial et le suivi de
ces pathologies, d’en étudier la physiopathologie, ou encore d’évaluer de nouveaux

traitements.

En médecine nucléaire, des produits radioactifs, sous forme de sources non scellées,
sont administrés au patient, par injection, inhalation ou ingestion, dans un but diagnostique ou
thérapeutique. Les atomes radioactifs, appelés radionucléides, peuvent présenter une
biodistribution intrinseque permettant la visualisation d’un organe ou d’une fonction. C’est
par exemple le cas de I’iode 123 et du Thallium 201, dédiés respectivement a la scintigraphie
de la thyroide et du cceur. En général, ces formulations chimiques inorganiques trés simples
ne permettent I’'imagerie que de quelques tissus ou caractéristiques fonctionnelles. Pour
autoriser des explorations plus fines, plus spécifiques d’un organe ou d’une pathologie, il est
nécessaire d’intégrer I’élément radioactif & une structure organique qui servira donc de
vecteur et déterminera tout ou partie du tropisme de la molécule radioactive ainsi constituée

(Rudin & Weissleder 2003; Weissleder & Mahmood 2001).

Deux techniques d’imagerie sont a I’heure actuelle employées en médecine nucléaire :
la Tomographie d’Emission MonoPhotonique (TEMP) et la Tomographie d’Emission de
Positons (TEP). Leur spécificité réside dans la nature du rayonnement émis par le

radionucléide utilisé.

1. La Tomographie d’émission monophotonique (TEMP)

La TEMP, également appelée scintigraphie y, nécessite d’administrer au patient un
radiopharmaceutique contenant un radionucléide émetteur de rayonnements v, et une gamma-

cameéra.
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La gamma-caméra est constituée de plusieurs éléments qui permettent de transformer
le signal photonique en impulsions électriques, puis en image. Les photons y étant émis dans
toutes les directions de I’espace, un collimateur, positionné a I’entrée de la téte de détection de
la caméra, sélectionne ceux dont I’incidence est perpendiculaire au détecteur, afin de localiser
le lieu d’émission du rayonnement. Une correction d’atténuation, prenant en compte
I’épaisseur de tissu traversé par le rayonnement dans le patient, peut €tre réalisée par rotation
de la téte de détection de la caméra autour du patient. Les photons y de haute énergie
collimatés rencontrent un détecteur a scintillation, constitué d’un cristal d’iodure de sodium
avec des traces de thallium (0,1%), et sont convertis en photons lumineux d’énergie moindre.
Ces photons lumineux sont ensuite collectés au niveau d’une photocathode qui émet des
électrons en proportion de I’intensité du signal recu ; les électrons sont accélérés puis entrent
dans un photomultiplicateur qui amplifie le signal par un systtme de dynodes en série.
L’impulsion électrique émise par la derniere dynode, appelée anode, est proportionnelle au
nombre d’électrons initiaux et donc aux photons y incidents. Le signal est alors analysé
informatiquement afin de reconstruire une image reproduisant la distribution de la

radioactivité chez le patient.

La qualité de I'image obtenue dépend de 1’énergie des photons y : une gamma-caméra
est concue pour détecter les rayonnements €mis dans une certaine fenétre d’énergie,
généralement comprise entre 100 et 250 keV. Les radionucléides émettant a des énergies trop
faibles ne permettent pas une sensibilité de détection correcte (les photons de basse énergie
sont arrétés par les tissus), alors que les rayonnements d’énergie > 250 keV sont difficiles a
collimater, et, dans les 2 cas, les images obtenues sont de qualité insuffisante. Les
radionucléides émetteurs y les plus couramment utilis€s en médecine nucléaire sont le
technétium 99m (demi-vie : 6,02 h) et I'iode 123 (demi-vie : 13,3 h) qui ont des énergies de

rayonnement respectives de 140 keV et 159 keV.
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2. Tomographie d’émission de positons (TEP)

La TEP utilise des radiopharmaceutiques marqués avec un radionucléide émetteur
d’électrons positifs B*, encore appelés positons (particule dont la masse et le spin sont
identiques a ceux d’un électron, mais dont la charge est positive), et une caméra TEP,
généralement couplée a un scanner permettant un repérage anatomique (on parle de PETScan)

pour réaliser I’'imagerie du patient.

Les radionucléides émetteurs de positons utilisables en imagerie moléculaire se
caractérisent par une courte demi vie (Fluor 18 : 109,8 min ; Carbone 11 : 20,4 min, Azote
13 : 9,96 min et Oxygene 15 : 124 sec), ce qui nécessite que les étapes de production par un
cyclotron, de radiomarquage de la molécule d’intérét biologique par le radionucléide, de
formulation du médicament radiopharmaceutique obtenu et de son administration au patient

soient réalisées le plus rapidement possible.

Apres un court trajet dans 1’organisme (quelques millimetres), le positon interagit avec
un électron, pour former un positronium. La demi-vie de ce positronium est d'environ 100
nanosecondes, son existence se terminant avec une annihilation électron-positron. La masse
totale du positronium disparait et est convertie en énergie. Ainsi, 1022 keV sont produits sous
forme de 2 photons gamma de 511 keV chacun, émis dans des directions opposées (a 180°
I’un de I’autre). Ces rayonnements y sont captés par I’anneau de détection de la caméra TEP,
entourant le patient, et constitué d’une juxtaposition de détecteurs a scintillation. Quand 2
photons rencontrent 2 détecteurs positionnés a 180° I'un de l'autre dans une fenétre
temporelle restreinte (= 10 nanosecondes), appelée fenétre de coincidence, on admet qu’ils

résultent de la désintégration du méme atome, localisé sur la ligne droite passant par les 2

détecteurs. C’est la superposition de toutes les lignes obtenues par détection simultanée de 2

35



photons en coincidence qui aboutit a la reconstruction d’une 1’'image scintigraphique en 3
dimensions, image représentant la distribution quantitative du radioélément dans I’organisme.
L’utilisation d’un collimateur n’est plus nécessaire, ce qui augmente la sensibilité et la
résolution de la détection par rapport a la TEMP, et donc la qualité de I’image.

2 Photons o émis
511 Kev -

Ditacterurs en coincidence

i

Anquisiticn dea événements

i

Peconstnction des inmges

L |

Anibilaticn
d'um position

Figure 3. Présentation schématique de la détection par tomographie d'émission de

positons.

3. Traitement des images — Tomographie

Une image scintigraphique représente en fait la distribution d’un atome radioactif dans
I’organisme. Chaque point de I'image est appelé un «pixel ». Il contient une valeur
numérique €gale au nombre de photons détectés. De nombreux parametres quantitatifs

peuvent Etre calculés a partir des valeurs des pixels, c’est la quantification.

On peut enregistrer des images selon différents types d’acquisition :

36



- acquisition planaire statique : les tétes de détection sont immobiles ; une seule image est

acquise. C’est le principe de la photographie.

- acquisition planaire dynamique : les tétes de détection sont immobiles ; plusieurs dizaines
d’images sont successivement acquises, a raison de quelques secondes par image. C’est le
principe du cinéma. On veut ici connaitre la cinétique de distribution du radiopharmaceutique.
Les enregistrements dynamiques permettent d’obtenir des courbes fonctionnelles, et d’en
extraire des parametres quantitatifs temporels comme par exemple le temps de vidange

gastrique ou la fonction rénale.

- acquisition planaire synchronisée : ce type d’acquisition est utilis€é pour les études
cardiaques. L’acquisition est similaire a la précédente, mais elle démarre a un instant
particulier du cycle cardiaque, et 16 images sont généralement acquises durant chaque cycle.

Le cycle cardiaque est connu grace a la pose d’électrodes ECG.

- acquisition tomographique : les tétes de détection sont en rotation autour du sujet. Plusieurs
dizaines d’images sont successivement acquises, chacune sous un angle différent. On veut

connaitre la répartition du radiopharmaceutique dans les trois dimensions de 1’espace.

- acquisition tomographique synchronisée : comme pour 1’acquisition tomographique simple,
les tétes sont en rotation autour du sujet. Sous chaque angle de prise de vue, sont réalisées des
acquisitions synchronisées avec le cycle cardiaque. On obtient ainsi la répartition de la

radioactivité en trois dimensions, au cours du cycle cardiaque.

La TEMP n’autorise actuellement qu’une mesure semi-quantitative de la fixation
d’une molécule radiomarquée, en calculant le rapport de fixation entre une région d’intérét ou

la molécule présente une fixation spécifique élevée sur sa cible (ROI : Region Of Interest) et
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une région de référence ou la molécule se fixe de facon non spécifique. Ce rapport permet

d’estimer le potentiel de liaison du radiopharmaceutique sur sa cible.

La TEP présente 1’avantage de permettre des mesures quantitatives précises de la
fixation du radiopharmaceutique, grace a des modeles pharmacocinétiques et des algorithmes
de reconstruction adaptés. De plus, la caméra TEP est souvent couplée a une autre technique
d’imagerie donnant une image morphologique, comme le scanner. La fusion des deux images
ainsi obtenues permet une meilleure localisation anatomique de la fixation du
radiopharmaceutique. Néanmoins, les applications de la TEP dans le secteur médical restaient
limitées du fait de son coft et des infrastructures nécessaires (cyclotron pour la production de
radioisotopes, automate de synthese radiochimique, caméra TEP, support informatique pour

I’acquisition et le traitement des images et locaux adaptés).

Depuis quelques années, I’essor du fluor 18, avec la mise sur le marché du ['*F]-
Fluoro-deoxyglucose (["*F]-FDG) permet d’envisager une utilisation beaucoup plus
importante de la scintigraphie TEP. Le fluor 18 posseéde une période de presque 2 heures qui
rend envisageable sa distribution dans les centres hospitaliers et les instituts de recherche
situés dans un périmetre d’environ 200 km du lieu de production. Ainsi, I’implantation de
nouveaux centres TEP en France devrait permettre de développer considérablement les
applications cliniques de la TEP. La ville de Tours dispose depuis janvier 2008 d’un cyclotron
installé a Tours-Nord (partenariat entre la société Cyclopharma et les chercheurs de
I’Université et du CHU de Tours (UMR Inserm U930) au sein du CERRP (Centre

d’Etudes et de Recherche sur les RadioPharmaceutiques), Figure 4).
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Figure 4. Le cyclotron installé au sein du CERRP a Tours

II. Le Médicament Radiopharmaceutique

A. Définition et dispositions légales

L’article L-5121-1 du Code de la Santé Publique (CSP) définit le médicament
comme : « Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a l’égard des maladies humaines ou animales ainsi que tout produit
pouvant étre administré a I’homme ou ’animal en vue d’établir un diagnostic médical ou de

restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques ».

Depuis la loi 92-1279 du 8 Décembre 1992, parue au journal officiel le 11 Décembre
1992 et modifiée par la loi n® 2007-248 du 26 février 2007 art. 4, les radiopharmaceutiques
utilisés en médecine nucléaire ont le statut de médicament a part entiere, et a ce titre sont

soumis aux mémes exigences que tous les autres médicaments. La politique des produits
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pharmaceutiques hospitaliers s’applique donc aux médicaments radiopharmaceutiques,

trousses, générateurs et précurseurs, définis par cette loi de la maniére suivante :

« On entend par :

- Médicament radiopharmaceutique : tout médicament qui, lorsqu’il est prét a [’emploi,
contient un ou plusieurs isotopes radioactifs, dénommés radionucléides, incorporés a des fins

médicales ;

- Générateur : tout systeme contenant un radionucléide parent déterminé servant a la
production d’un radionucléide de filiation obtenu par élution ou par toute autre méthode et

utilisé dans un médicament radiopharmaceutique ;

- Trousse : toute préparation qui doit étre reconstituée ou combinée avec des radionucléides

dans le produit radiopharmaceutique final ;

- Précurseur : tout autre radionucléide produit pour le marquage radioactif d’une autre

substance avant administration. »

Les médicaments radiopharmaceutiques, qu’ils soient a visée diagnostique ou
thérapeutique, livrés préts a I’emploi ou préparés sur place, doivent satisfaire d’un point de
vue juridique a la fois aux exigences pharmaceutiques d’un médicament, mais aussi a celles

concernant la détention, la manipulation et 1I’élimination des produits radioactifs.

40



B. Caractéristiques d’un médicament radiopharmaceutique

Un médicament radiopharmaceutique est constitué de deux éléments :
- un (ou plusieurs) isotope(s) radioactif(s), dénommé(s) radionucléide(s).
- une molécule d’intérét biologique, nommée vecteur.

Pour certains radiopharmaceutiques, l'isotope radioactif joue également le role de
vecteur (exemples de 1’iode 123 et du Thallium 201, dédiés respectivement a la scintigraphie
de la thyroide et du cceur, cités plus haut). Afin que le radiopharmaceutique permette
d’effectuer une exploration fonctionnelle précise, chacune de ces 2 composantes doit répondre

a certains criteres indispensables.

1. Le vecteur

La médecine nucléaire utilise une large gamme de vecteurs de structures chimiques
tres différentes : des atomes, des ions, des molécules et macromolécules, des colloides, des
anticorps et méme des cellules entieres. La distribution de la radioactivité dans 1’organisme
dépend exclusivement des propriétés pharmacocinétiques et pharmacologiques du vecteur, qui

conditionnent donc la qualité de I’image ou du traitement.

1.1 Caractérisation in vitro
Des parametres quantitatifs déterminés in vitro permettent de caractériser un vecteur,

également appelé ligand, vis a vis de sa cible biologique :

41



a. Affinité de la liaison
Des expériences de saturation de la liaison a 1'équilibre d'un ligand a son récepteur
permettent d’en déterminer 1’affinité, qui traduit le potentiel de la liaison vecteur — cible. 1l
s'agit de mesurer la liaison spécifique a l'équilibre, lors de l'incubation de concentrations
variables de ligand radioactif, avec une quantité fixe de récepteur (par exemple une
population de cellules entieres exprimant un récepteur, ou bien quelques pg d'une préparation

de membranes cellulaires).

La représentation de Scatchard, lorsque I'on se place a I’équilibre, permet de
déterminer 2 parametres caractérisant la liaison spécifique d’un ligand pour son récepteur : le

Kq et le Bhay, a ’aide de 1’équation suivante :

B 1 Binax
+
F Ka Ka

Avec :

- F : concentration de ligand libre : F = Free

- B : concentration de récepteurs occupés par le ligand : B = Bound

Le Ky est la constante de dissociation a 1’équilibre, définie comme la concentration en
ligand qui occupe la moitié des sites de fixation. Elle reflete 1’affinité d’un ligand pour sa
cible : plus le Ky est faible, plus 1’affinité du ligand pour son récepteur est forte. Le Byax est la

concentration totale de sites de liaison du ligand.
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Représentation des résultats selon Scatchard B/F = f (B):

B/F .

Pente =-1/Kd

v

B max

- L'axe des abscisses représente la liaison spécifique B (" Bound ").

- L'axe des ordonnées représente la liaison spécifique divisée par la concentration en ligand

libre B/F (F, " Free ")

La représentation selon Scatchard permet de déterminer le Ky et le By :

- K4 = opposé de l'inverse de la pente.

- Bmax = intersection de la droite avec 1'axe des abscisses.

b. Sélectivité de la liaison

Pour connaitre la sélectivité d’un ligand pour un récepteur ou transporteur déterminé

par rapport a d’autres cibles moléculaires, on réalise des études de compétition.
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L’expérience consiste a quantifier le déplacement d’un ligand radiomarqué spécifique
du récepteur étudié par le ligand étudié, non radioactif, appelé compétiteur. On mesure la
liaison spécifique d'une concentration donnée (en général égale au Ky) en ligand radiomarqué
a I'équilibre en présence d'une concentration variable et croissante (par exemple 107'% 2 107

M) de compétiteur froid.

Cette méthode par compétition permet de calculer le K;, constante d’inhibition de la
fixation du ligand donné, sur un récepteur donné, par le compétiteur étudié. Elle est calculée a
partir de 1I’'ICsp qui est la concentration en compétiteur nécessaire pour inhiber 50% de la
fixation du ligand radiomarqué. C’est la comparaison des K; obtenus pour chaque cible
étudiée qui permet de connaitre la sélectivité d’un ligand pour un récepteur donné, par rapport

a d’autres sites potentiels de fixation.

Les résultats d’affinité et de sélectivité d’un ligand, mesurés in vitro, permettent de

sélectionner les molécules potentiellement intéressantes pour 1’in vivo.

1.2 Caractéristiques pharmacodynamiques in vivo

a. Métabolisme

Comme pour tout médicament administré au patient, un radiopharmaceutique peut €tre
substrat de réactions enzymatiques de métabolisation. Afin que le radionucléide reste couplé
au vecteur in vivo, sa position sur le vecteur se révele d’une grande importance. De plus, il
faut s’assurer que le signal radioactif est bien dii a la molécule administrée, et non pas a
d’éventuels métabolites, ce qui peut perturber I’interprétation de 1’examen et induit des

risques de radiotoxicité.
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b. Période effective

On définit la période effective (T.) comme étant le temps au bout duquel I’activité
administrée au patient est diminuée de moitié. Elle prend en compte la période physique (t,)
du radionucléide et la période biologique Ty, du radiopharmaceutique, qui traduit la vitesse
avec laquelle I’organisme élimine la molécule administrée. T. est liée a t, et Ty, par la

formule :

I 1 1

Te ts To

Un bon vecteur marqué doit avoir une T, assez longue pour ne pas €tre éliminé avant
la fin de I’examen, mais assez courte pour réduire au maximum I’irradiation de I’organisme.

Pour le diagnostic, une T, de I’ordre de quelques heures est recherchée.

2. Le radionucléide

Le choix du radioélément se fait en fonction de 1’utilisation diagnostique
(rayonnements Y primaires ou secondaires suite a 1’annihilation d’un rayonnement B*) ou
thérapeutique (rayonnements [° peu pénétrants mais trés ionisants) du médicament
radiopharmaceutique et dépend de nombreux parametres : nature et énergie du rayonnement
émis, demi-vie, encombrement stérique, activité spécifique du radioélément, ou encore nature

du vecteur et caractéristiques de la réaction de marquage.
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3. Notions de radiochimie

L’application des principes de la chimie organique pour le marquage de molécules
vectrices spécifiques d’une cible moléculaire ou d’une fonction biologique par un
radionucléide sans les dénaturer a donné naissance a une chimie particuliere, dénommée la
radiochimie. A I’exception des radionucléides utilisés tels quels, 1’étape de marquage est
prépondérante dans la préparation d’'un médicament radiopharmaceutique. L’appartenance
chimique du radionucléide a I’'une ou I’autre des 2 catégories d’éléments de la classification
périodique de Mendeleiev détermine 2 types de radiochimie : celle des métaux et celle des

non-métaux.

Les non-métaux (fluor 18, iode 123, carbone 11,...) sont des radioéléments que I’on
peut incorporer au vecteur par 1, voire 2 liaisons covalentes, généralement par des réactions
de substitutions nucléophiles ou électrophiles. Les molécules de faible poids moléculaire dont
on souhaite préserver la structure tridimensionnelle et les propriétés biologiques, comme des
ligands de récepteurs ou transporteurs neuronaux, peuvent ainsi étre marquées par des
radionucléides de la famille des halogenes comme le fluor 18 (imagerie TEP), ou I’iode 123
(imagerie TEMP), du fait de leur faible encombrement stérique. Le radiomarquage a 1’iode du

CLINDE par substitution électrophile sera décrite dans la troisieme partie du mémoire.

Les métaux de transition et de post-transition (technétium 99m, indium 111, Yttrium
90,...) se distinguent des non-métaux par le fait qu’ils nécessitent un mode de liaison plus
complexe que le précédent. Au lieu d’une (voire 2) liaison(s), la stabilité du marquage n’est
atteinte que par un minimum de 4 liaisons, avec une prédilection particuliere pour 6 liaisons.
D’autre part, la nature de la liaison est différente : au lieu d’une liaison covalente (partage de
2 électrons entre 2 atomes), ce sont des liaisons de coordination (ou liaisons datives) ou un

atome « donne » 2 électrons au métal déficient en électrons. C’est donc une chimie de
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coordination qui aboutit a la formation de complexes volumineux. Les vecteurs fonctionnels,
par exemple ceux entrant dans la composition des radiopharmaceutiques rénaux, ou

myocardiques sont marqués au technétium.
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Deuxieme partie
Imagerie Moléculaire de la

Neuroinflammation
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I. Pathologies neurologiques et variabilité de la mort
neuronale

Les pathologies neurologiques, qu’elles soient dégénératives (maladies d’Alzheimer,
de Parkinson, sclérose en plaques,...) ou aigués (accident vasculaire cérébral (AVC),
traumatisme cranien) provoquent toutes la destruction et la mort de neurones. Néanmoins, les
populations neuronales touchées, I’évolution de la maladie dans le temps, ainsi que les
processus physiopathologiques impliqués different fortement. Par exemple, alors que la
maladie d’Alzheimer affecte le tissu cortical, la maladie de Parkinson touche de facon
prédominante les neurones dopaminergiques de la substance noire et ses aires de projections,
la sclérose en plaques provoque des 1€sions dispersées le long des axones neuronaux dans tout
le SNC, et I’accident vasculaire cérébral entraine essentiellement la destruction des neurones

localisés dans les territoires irrigués par 1’artere cérébrale obstruée.

II. Physiopathologie de la neuroinflammation

Malgré les grandes variabilités existant entre ces altérations neuronales, elles ont en
commun d’étre accompagnées d’un processus inflammatoire localisé aux aires cérébrales
atteintes : la neuroinflammation. Le rdle délétere ou protecteur de la neuroinflammation, via
la sécrétion de molécules pro- et anti-inflammatoires est encore actuellement en discussion.
Une autre question majeure concernant 1’étiologie de ces atteintes neurologiques est de
déterminer si la neuroinflammation précede la destruction neuronale, ou si au contraire, c’est

la mort des neurones qui déclenche le processus inflammatoire (Venneti et al 2006).
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III. Cibles potentielles pour lI'imagerie moléculaire de la
neuroinflammation

L’inflammation cérébrale s’accompagne de [’altération de plusieurs parametres
physiologiques, comme 1) une variation du débit sanguin cérébral, 2) une modification du
métabolisme glucidique, 3) I’'induction de I’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et de
la forme inductible de 1’oxyde nitrique synthétase (iNOS), et 4) 1’activation de la microglie.
L’imagerie moléculaire peut utiliser ces changements physiologiques pour visualiser de facon
non-invasive la neuroinflammation, afin de mieux comprendre la physiopathologie des
maladies du cerveau, d’en améliorer le diagnostic, et d’évaluer in vivo de nouvelles thérapies.

Bien que les modifications du débit sanguin cérébral et du métabolisme glucidique
aient été exploitées avec succes pour détecter I’inflammation cérébrale par TEP ou TEMP, il
s’agit de parametres qui ne sont pas assez spécifiques du processus inflammatoire, et qui
peuvent €tre induits par d’autres causes physiologiques. Par exemple, 1’activation d’une aire
cérébrale déterminée par un stimulus externe ou une tache spécifique entraine des variations
du flux sanguin et du métabolisme du glucose dans la région concernée, visualisables par TEP
(Grafton 2000). Par ailleurs, I’augmentation de la consommation de glucose par les cellules
inflammatoires peut étre compensée par la perte neuronale, qui mene a une diminution du
métabolisme glucidique. Par conséquent, les atteintes neurodégénératives avec inflammation
chronique, comme la maladie d’ Alzheimer ou la maladie de Parkinson, s’accompagnent d’un
hypométabolisme glucidique, dii a la destruction du tissu cérébral (Herholz 2003), alors que
I’encéphalite aigué se caractérise le plus souvent par un hypermétabolisme glucidique de
certaines aires cérébrales, parfois accompagné d’hypométabolisme dans d’autres zones

atrophiées du cerveau (Lee et al 2004; Scheid et al 2004).
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Contrairement au débit sanguin cérébral et au métabolisme glucidique, I’induction des
I’enzymes COX-2 et iNOS ainsi que D'activation de la microglie sont des marqueurs
spécifiques de la neuroinflammation pour lesquels des outils radiopharmaceutiques sont

actuellement en développement.

A. Cyclooxygénase 2 et imagerie moléculaire de la neuroinflammation

1. La Cyclooxygénase 2

La cyclooxygénase est une enzyme qui intervient dans les étapes initiales de la
synthese des prostaglandines. Son sous-type 2 (COX-2) est activé lors de la réaction
inflammatoire. Cette enzyme est exprimée a tres faible concentration dans le cerveau sain,
mais son expression augmente de facon tres importante suite a un stimulus inflammatoire, en
particulier dans les cellules de la microglie activée et dans les astrocytes (Tzeng et al 2005).
Ainsi, des études post-mortem ont trouvé des niveaux €levés d’ARNm et de protéine COX-2
dans les aires cérébrales affectées de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, de la
maladie de Parkinson, ou d’AVC (Yermakova & O'Banion 2000). La surexpression de la
COX-2 dans ces pathologies s’accompagne d’une augmentation du taux de prostaglandine E,
(Nogawa et al 1997; Teismann et al 2003). Cette prostaglandine est impliquée dans la
neuroinflammation et intervient entre autre dans la vasodilatation, 1’angiogénese, 1’induction
de la fievre, I'inhibition de 1’apoptose et la sécrétion de cytokines (Tzeng et al 2005).
Plusieurs hypotheses sont avancées pour expliquer 1’activité neurotoxique de la COX-2 lors
de l'inflammation cérébrale. La prostaglandine E, pourrait stimuler la production et la
sécrétion de glutamate, provoquant ainsi la mort neuronale par excitotoxicité. Par ailleurs,

I’activité peroxydase de la COX-2 lors de la synthese de la prostaglandine H, a partir de
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I’acide arachidonique, avec production de radicaux libres, pourrait également €tre en cause

(Yermakova & O'Banion 2000).

2. Imagerie moléculaire de la COX-2

L’imagerie in vivo de la COX-2 pourrait fournir de précieuses informations sur son
role exact quand elle est surexprimée lors d’un processus inflammatoire (de Vries 2006).
L’imagerie moléculaire de la COX-2 n’en est encore qu’a ses prémices, et peu de publications

font état de tentatives de développement de radioligands sélectifs de la COX-2 (Figure 5).

2.1. Le SC58125 et PIMTP

Le SC58125 (1a), un antagoniste de la COX-2, dont la structure chimique est proche
de celle du celecoxib, a été marqué au fluor 18 (McCarthy et al 2002). Il a ét€ montré que le
['®F]-SC58125 s’accumule dans des macrophages surexprimant la COX-2, mais 1’absence de
fixation spécifique in vivo chez le rat et le babouin fait que le ['®F]-SC58125 n’est pas
utilisable en imagerie TEP. Le dérivé iodé du SC58125, 'IMTP (1b), a également été
radiomarqué (Kuge et al 2006), mais présente les mémes inconvénients et n’est donc pas

utilisable en imagerie TEMP.

2.2. Le desbromo-DuP-697

Le desbromo-DuP-697 marqué au fluor 18 (['*F]-desbromo-DuP-697, (2) a montré
une fixation spécifique dans les tissus exprimant la COX-2 chez le rat. Cependant, cette

propriété n’a pu étre retrouvée ni dans un modele animal d’inflammation (de Vries et al
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2003), ni dans des études préliminaires d’imagerie chez le porc. Le ['®F]-desbromo-DuP-697

n’est donc pas non plus utilisable pour I’étude de la COX-2 par imagerie moléculaire.
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Figure 5. Inhibiteurs radiomarqués de la COX-2 ayant été évalués comme radioligands
potentiels TEP ou TEMP.
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2.3. Le Diflunisal

Le diflunisal, un inhibiteur non-sélectif de la COX, a été complexé avec du technétium

99m,

99 métastable (" Tc), et administré sous forme de solution ophtalmique (van Sorge et al

2002). Trois pour cent de la dose administrée ont été retrouvés dans 1’iris, structure de 1’ ceil

99m,

riche en enzyme COX. Les propriétés du [~ Tc]-diflunisal (3) aprés administration

systémique n’ont pas été étudiées.

2.4. Le Celecoxib

Le celecoxib, inhibiteur sélectif de la COX-2 a été complexé avec du technétium 99

métastable (™

Tc) par I'intermédiaire de la L,L-ethylenedicysteine (EDC) (4) (Yang et al
2004). Ce dérivé radiomarqué du celecoxib a montré une accumulation dans les cellules
exprimant fortement la COX-2, mais sa spécificité de liaison n’a jamais pu tre montrée par

des expériences de déplacement par un exces de celecoxib froid, que ce soit in vitro ou in

Vivo.

Plus récemment, les syntheéses de plusieurs autres inhibiteurs sélectifs de la COX-2
radiomarqués au carbone 11, comme le [HC]—etoricoxib (5) etle [llC]—rofecoxib (6) ont été
décrites (Majo et al 2005; Wust et al 2005). Néanmoins, I’évaluation de ces molécules pour
I’imagerie TEP dans des modeles animaux de neuroinflammation s’est révélée décevante (de

Vries et al 2008), ou n’a pas encore été publiée.
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B. La forme inductible de I’oxyde nitrique synthétase (iNOS) comme cible

potentielle pour I’imagerie moléculaire de la neuroinflammation

1. L’oxyde nitrique synthétase

L’oxyde nitrique synthétase (NOS) est une enzyme qui synthétise I’oxyde nitrique, un
radical libre présent dans la circulation sanguine. Elle est composée d’une chaine
polypeptidique qui possede plusieurs domaines s'enroulant autour de deux molécules d’héme.
Cette chaine polypeptidique possede deux domaines catalytiques : un domaine N-terminal

oxygénase et un domaine C-terminal réductase.

Il existe dans I’organisme trois isoformes de la NOS : la forme neuronale (nNOS), la
forme endothéliale (eNOS), et la forme inductible (iNOS). Ces trois isoformes sont
ubiquitaires. Elles sont essentiellement exprimées dans les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les plaquettes, les cellules myocardiques, les macrophages, ainsi que dans
les cellules des systemes nerveux central et périphérique. Dans le cerveau, les neurones qui
contiennent la NOS sont situés dans le cortex cérébral, le cervelet, I’hippocampe et
I’hypothalamus. Les nNOS et eNOS sont des protéines dont 1’expression est constitutive,
alors que la iNOS n’est que tres faiblement exprimée a 1’état physiologique, mais est induite
par des cytokines dans le cytosol des macrophages lors d'une inflammation. La production
d’oxyde nitrique via la forme inductible de I’oxyde nitrique synthétase suite a I’activation des

macrophages joue un role de médiateur dans la réponse immunitaire.

2. Imagerie moléculaire de I'iNOS

Comme pour la COX-2, le développement de 1’imagerie moléculaire de la iNOS n’en

est encore qu’a ses prémices.
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Deux molécules sélectives de la forme inductible de la NOS ont été radiomarquées
avec des émetteurs de positons, le S—[lIC]—méthylisothiourée et le S—(2—[18F]—ﬂuoroéthyl)—
isothiourée (Zhang et al 1996). Leur évaluation chez des rats ayant recu une injection de
lipopolysaccharide (LPS), composé qui induit I’expression de la iNOS dans le foie, les
poumons, le cceur et le rein, a montré une fixation significativement augmentée dans ces
tissus périphériques, mais aucune étude de ces traceurs dans un modele de neuroinflammation
n’a depuis été proposée. Récemment, une nouvelle molécule fluorée a également montré sa
capacité a s’accumuler spécifiquement dans les poumons de souris traitées au LPS (Zhou et al

2009).

Des radioligands marqués au carbone 11, la [1IC]—S—Methyl—L—thiocitrulline ([“C]—
MTICU) (Zhang et al 1997), le [''C]-AR-R17443 et le [''C]-AR-R18512 (Pomper et al 2000),
spécifiques de I'isoforme neuronale de la NOS ont par ailleurs été synthétisés et évalués in
vivo en TEP chez le primate. Alors que la [''C]-MTICU a montré une stabilité satisfaisante
chez I’animal sain, elle n’a pas été évaluée dans des modeles de neuroinflammation. Le [HC]—
AR-R17443 et le [''C]-AR-R18512 ont quant a eux montré une fixation spécifique de

I’expression de la nNOS tres insuffisante.

Des oligonucléotides ciblant I’ARN messager codant pour la synthese protéique de
I’iINOS ont également été marqués au fluor 18 (de Vries et al 2004), mais leur évaluation in
vitro a révélé une fixation non-spécifique incompatible avec une quelconque application in

Vivo.

Pour conclure, on peut dire que I'on ne dispose pas actuellement de composé
radiomarqué permettant de visualiser la COX-2 ou la iNOS par imagerie moléculaire, afin de

mieux comprendre leur rdle respectif dans la neuroinflammation. Néanmoins, plusieurs
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équipes poursuivent leurs travaux dans cet axe de recherche, que ce soit pour la COX-2 (de
Vries et al 2008; Wuest et al 2008) ou pour la iNOS (Zhou et al 2009). La cible la plus
pertinente pour 1’étude de la neuroinflammation par imagerie moléculaire est a ce jour la

protéine translocatrice.

IV. La protéine translocatrice (TSPO) comme cible potentielle
pour I'imagerie moléculaire de la neuroinflammation

A. La microglie

La microglie représente plus de 10% de la population cellulaire cérébrale totale et est
constituée de cellules immunocompétentes, assimilées a des macrophages résidents du SNC.
A ce titre, les cellules microgliales sont des cellules présentatrices d’antigenes étrangers,
phagocytent des débris cellulaires, et participent a d’autres fonctions cérébrales (Minghetti &
Levi 1998). Del Rio Hortega fut le premier a identifier le réle physiopathologique de ces

cellules dans le SNC et proposa la dénomination de « microglie » (Del Rio Hortega 1932).

Les cellules microgliales dérivent de la lignée monocytaire et sont d’origine
mésodermique (Perry & Gordon 1991). En I’absence de rupture de la barriere hémato-
encéphalique (BHE), la microglie constitue la premicre ligne de défense du systeme

immunitaire cérébral (Fetler & Amigorena 2005; Nimmerjahn et al 2005).

1. Microglie et neurodégénérescence

En réponse a toute agression neuronale, méme de faible intensité, les cellules de la
microglie vont s’activer. Par exemple, la microglie activée est retrouvée dans la maladie

d’ Alzheimer entourant les plaques béta-amyloides (McGeer et al 1988b) ; dans la sclérose en
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plaques, les régions ou la démyélinisation des neurones est importante sont riches en cellules
microgliales (Bauer et al 1994). L’activation de la microglie dans d’autres pathologies
neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson (McGeer et al 1988a), la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (Muhleisen et al 1995) ou encore la sclérose latérale amyotrophique

(Sargsyan et al 2005) a également été mise en évidence.

Cette activation microgliale se caractérise par un certain nombre de modifications

phénotypiques :

Les cellules de la microglie vont se multiplier et subir des changements
morphologiques permettant notamment leur migration par mouvement amiboide vers la zone

cérébrale atteinte (Figure 6), et la phagocytose de débris cellulaires.

Microgilial activation sequence

Ramified Withdrawal Transiticonal Matile Locamaotary
{R-stage} (Westage) |T-stage) {M-stage) {L-stage)
Activation

i 5 d

Retraction of extant branches

Time —

signal

Matility (protrusion & retraction)
Locomotion

Figure 6. L'activation des cellules de la microglie se traduit par des modifications
morphologiques permettant aux cellules de migrer par mouvement amiboide vers la

zone cérébrale atteinte (Stence et al 2001).

Les cellules de la microglie sécretent une grande diversité de molécules pro-
inflammatoires et neurotoxiques qui peuvent affecter la viabilité et les fonctions neuronales.
On peut par exemple citer : des radicaux libres (Chao et al 1995a), des excitotoxines (Giulian
et al 1990; Piani et al 1992), les interleukine-1 (Giulian et al 1986), et 6 (Righi et al 1989), et

le TNF-a (Chao et al 1995b). De facon contradictoire, d’autres études suggerent un role
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protecteur de la microglie (Masliah et al 2005). Ainsi, la participation délétere ou bénéfique
des cellules microgliales dans les processus pathologiques du SNC n’est pas actuellement
établie, et I’hypothese dominante est que la microglie existerait sous différents états
d’activation, en fonction de son environnement cellulaire, certains états favorisant la sécrétion
de molécules neurotoxiques, et d’autres un rdle protecteur de phagocytose (Kreutzberg 1996;

Morgan et al 2005).

La microglie activée exprime également des antigénes de surface spécifiques, comme
la fraction C3 du complément (Graeber et al 1998), permettant leur identification

immunohistochimique.

2. Imagerie de la microglie activée

La faculté des cellules de la microglie a répondre a une tres grande variété de stimuli
pathologiques en fait un véritable « marqueur d’événements pathologiques du SNC »
(Kreutzberg 1996). Sous sa forme activée, la microglie intervient dans le processus
pathologique d’une maniere extrémement localisée aux neurones endommagés. Cette
propriété lui confere un grand intérét clinique dans le repérage anatomique précis de toute
atteinte neurodégénérative, aigué ou chronique. L’imagerie de la microglie activée donne une
image en positif des dommages cérébraux, complémentaire a celle pouvant €tre obtenue avec
un radiopharmaceutique se fixant sur un récepteur ou un transporteur neuronal, dont

I’intensité du signal décroit quand le nombre de neurones détruits augmente.

La détection de la microglie activée est principalement restreinte a des techniques
d’anatomopathologie utilisant du tissu cérébral post mortem. Des méthodes d’imagerie in vivo
non invasives, comme le scanner ou I’IRM, peuvent mesurer des changements de volume du

cerveau (hyper- ou atrophie cérébrale), mais ne sont pas considérées comme suffisamment
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sensibles pour détecter des modifications fonctionnelles comme 1’activation des cellules
microgliales (Jack et al 2003). L’IRM fonctionnelle utilisant des macrophages marqués avec
des particules paramagnétiques d’oxyde de fer a également été proposée (Jander et al 2007;
Nighoghossian et al 2007), mais il s’agit d’une technique qui reflete d’avantage les

perturbations du systeme vasculaire que 1’activation microgliale.

Les cellules de la microglie, uniquement sous leur phénotype activé, expriment
intensément une protéine mitochondriale, la protéine translocatrice (TSPO), connue
également sous son ancienne dénomination de PBR (Peripheral Benzodiazepine Receptor :
Récepteur périphérique aux benzodiazépines). Cette TSPO représente donc une cible de choix

pour I'imagerie moléculaire TEP ou TEMP, dans I’étude de la neuroinflammation.

B. La protéine translocatrice

1. Découverte de la protéine translocatrice (TSPO)

Chez I’homme, les récepteurs aux benzodiazépines existent sous 2 formes. Les
récepteurs centraux aux benzodiazépines (Central Benzodiazepine Receptor : CBR) sont
localisés exclusivement dans les neurones contrdlés par 1’acide y-aminobutyrique (GABA),
principal modulateur d’autres neurotransmetteurs (acétylcholine, dopamine, sérotonine), ou ils
participent au complexe récepteur GABA, exprimé par la quasi-totalit¢é des neurones
corticaux. Ils régulent 1’activité GABAergique de ces neurones en agissant sur des canaux
chlore (Chebib & Johnston 2000; Johnston et al 2006). L’effet thérapeutique des
benzodiazépines, molécules fréquemment prescrites pour leurs propriétés anxiolytiques,
anticonvulsives, myorelaxantes et hypnotiques, est i€ a leur fixation sur les CBR dans le SNC

(Costa & Guidotti 1979).
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Paradoxalement, c’est I’utilisation de tissus périphériques comme témoins négatifs de
liaison spécifique du diazépam (Valium®), sur des sites externes au SNC, qui a permis la
découverte en 1977 d’une deuxieme classe de récepteurs aux benzodiazépines, les récepteurs
périphériques aux benzodiazépines, ou PBR (Braestrup & Squires 1977). D’autres
dénominations ont d’ailleurs été données a ces récepteurs, telles que (1) récepteur
mitochondrial aux benzodiazépines (Mitochondrial Benzodiazepine Receptor : MBR) ; (2)
récepteur mitochondrial au Diazepam binding inhibitor (DBI) (Mitochondrial DBI Receptor) :
MDR) ; ou (3) site de fixation périphérique aux benzodiazépines (Peripheral Benzodiazepine

Binding Site : PBBS).

Plus récemment, le terme de protéine translocatrice (Translocator Protein, TSPO) a été
proposé (Papadopoulos et al 2006a), en référence au role joué par cette protéine dans le
transport du cholestérol et de la porphyrine, au niveau de la membrane mitochondriale

externe.

2. Caractérisation pharmacologique

Les structures des principaux ligands des récepteurs périphériques et centraux aux
benzodiazépines sont présentées dans la Figure 7. Le diazépam présente une forte affinité a la
fois pour la TSPO et le CBR. D’autres benzodiazépines présentent une affinité différente pour
les deux récepteurs. Ainsi, chez le rat, le dérivé 4’-chloro du diazépam, le Ro5-4864, se fixe a
la TSPO avec une affinité de 1’ordre du nanomolaire, alors que sa liaison au CBR requiert une
concentration micromolaire. Inversement, le clonazépam (Rivotril®) possede une forte affinité
pour le CBR et une faible affinité pour la TSPO. Ces deux ligands ont donc été classiquement
utilisés pour discriminer les deux types de récepteurs. Plusieurs années apres la découverte de

la TSPO a été décrite une série de composés ayant une affinité treés supérieure pour la protéine
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translocatrice, les carboxamides d’isoquinolines (Le Fur et al 1983). Parmi ceux-ci, le
PK11195 (ou 1 -(2-chlorophényl)-N-méthyl-N-(1-méthylpropyl)-3-isoquinoline
carboxamide), est le ligand le plus couramment utilisé (Miccoli et al 1999). Chez toutes les

especes étudiées, son affinité pour la TSPO est inférieure a 20 nM.

\ P

H 0
O ‘ N
O O )
Cl
Diazépam Clonazépam
\ 0
O /k/ N
=N | Cl —N
]
PKILIOS Ro5-4864

Figure 7. Structure des principaux ligands des récepteurs centraux et périphériques des

benzodiazépines.

Comme nous venons de le voir, la TSPO differe du CBR en ce qui concerne son profil
pharmacologique, mais également dans sa localisation tissulaire et cellulaire. En effet, le
récepteur de type central est une protéine de la membrane plasmique, que 1’on retrouve
exclusivement dans les neurones, alors que la TSPO est ubiquitaire dans le tissu périphérique,

principalement localisée dans les mitochondries (Papadopoulos 1993).
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Les propriétés

permettant de

distinguer les

benzodiazépines sont résumées dans le Tableau II.

Tableau II. Principales caractéristiques des récepteurs des benzodiazépines de type

central et périphérique (Zisterer & Williams 1997).

deux types

Type périphérique (TSPO)

Type central (CBR)

Distribution tissulaire

Localisation cellulaire

Ligands synthétiques

Ligands endogénes

Composition moléculaire

Mécanisme effecteur

Ubiquitaire (tissus périphériques
et cellules gliales)

Membrane mitochondriale
externe
(membrane plasmique)

PK11195, benzodiazépines
(diazépam, Ro5-4864), FGIN 1-
27)

DBI et porphyrines

Protéine 18kDa, VDAC, ANT

Transport de cholestérol/
prolifération
cellulaire/physiologie
mitochondriale

Neuronale

Membrane plasmique

Benzodiazépines (clonazépam,
diazépam)

DBI

Hétérogene (sous-unités
a et y du récepteur au GABA)

Regle le flux de CI” en modulant la
fixation
de GABA sur son récepteur

3. Structure de la protéine translocatrice

de récepteurs des

La TSPO est une protéine de 18 kDa constituée de 169 acides aminés organisés en 5
hélices a transmembranaires dont la localisation principale est la membrane externe de la

mitochondrie (Anholt et al 1986). La nature des récepteurs extra-mitochondriaux étant encore
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mal connue, seules les fonctions associées aux mitochondries seront développées dans ce

manuscrit.

4. Distribution cellulaire

Bien que les études de liaison de la TSPO aient révélé sa présence dans pratiquement
tous les tissus, son taux d’expression varie largement. Les tissus endocrines (glandes
surrénales, testicules) sont particulierement riches en TSPO, mais sa répartition tissulaire n’est
pas homogene. Ainsi, dans la glande surrénale, la TSPO est absente dans la médullosurrénale,
et tres abondante dans la corticosurrénale ; dans le tissu rénal, le récepteur est localisé
sélectivement au niveau du tube contourné distal et de la branche ascendante de I’anse de
Henlé (Drugan 1996). Ainsi, la TSPO représente un site alternatif de fixation, par lequel les
benzodiazépines exerceraient des actions pharmacologiques différentes. Certains effets
indésirables des benzodiazépines pourraient étre dus a leur liaison a la TSPO, en raison de son

abondance dans de nombreux tissus périphériques (Krueger 1995).

5. Protéines associées a la TSPO

L’analyse de fractions mitochondriales a permis de démontrer qu’un canal anionique
voltage dépendant (voltage dependent anion channel : VDAC) de 32kDa, impliqué dans le
transport d’ions et de métabolites, ou porine, ainsi qu’une adénine nucléotide translocase

(ANT) de 30 kDa, sont associés a la TSPO (McEnery et al 1992) (Figure 8).
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Figure 8. Complexe multimérique mitochondrial auquel appartient la TSPO (identifiée

ici par son ancienne dénomination de PBR) (James et al 2006).

L’utilisation de la méthode du double hybride a permis de décrire une nouvelle
protéine, nommée PRAX-1 (pour peripheral benzodiazépine receptor associated protein 1),
qui interagit avec la TSPO (Hirsch et al 1997). La présence de nombreux domaines impliqués
dans les interactions protéines-protéines dans la structure de PRAX-1 suggere que celle-ci
pourrait jouer le role d’un adaptateur permettant de recruter un large spectre de ligands. Bien
que la TSPO soit principalement présente au niveau mitochondrial, PRAX-1 permet de relier
la TSPO a des effecteurs cytoplasmiques ou nucléaires (Galiegue et al 1999). Ainsi, la
protéine PRAX-1 ouvre un nouveau champ d’investigation sur la TSPO, qui pourrait

permettre une meilleure compréhension de sa physiologie.
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6. Les différentes fonctions de la TSPO

De nombreux rdles ont été attribués a la TSPO (Casellas et al 2002; Papadopoulos
1993). Cette diversité de fonctions observée in vivo pourrait étre liée a des interactions avec

d’autres protéines, mitochondriales ou non.

6.1 Régulation de la synthese des stéroides

Compte tenu de sa localisation prédominante au niveau de la membrane externe des
mitochondries, I’'implication de la TSPO dans la biosynthese des stéroides a été étudice
(Krueger & Papadopoulos 1992) et plusieurs publications suggerent plus précisément un role
dans le transport du cholestérol de la membrane externe vers la membrane interne des
mitochondries, étape limitante dans la biosynthese des stéroides (Jamin et al 2005; Krueger &
Papadopoulos 1990), ou le cholestérol est converti en pregnénolone par le cytochrome p450.
Cette fonction de transport du cholestérol a été aussi décrite dans le foie (Lacapere &
Papadopoulos 2003), organe de biosynthese des sels biliaires ayant pour précurseur le 27-
hydroxycholestérol. Le mécanisme de transport du cholestérol, qui n’est pas encore
clairement élucidé, impliquerait une activation du récepteur par des ligands spécifiques
comme le DBI (diazepam binding inhibitor, un ligand endogene des PBR) ou le PK11195.
Cette fonction de transport a été également décrite pour d’autres molécules comme les
protoporphyrines IX (Wendler et al 2003), précurseurs de plusieurs groupes prosthétiques

comme les hemes ou les hémoprotéines.

6.2 Physiologie mitochondriale
La localisation de la TSPO dans la membrane externe des mitochondries a

naturellement orienté les travaux sur les implications potentielles de cette protéine dans la
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phosphorylation oxydative et la respiration mitochondriale (Hirsch et al 1989). L’association
de la TSPO et du VDAC au sein du méme complexe protéique pourrait expliquer le role de la
TSPO sur la respiration mitochondriale, en intervenant dans le transport de métabolites vers la

matrice mitochondriale.

6.3 Prolifération et différenciation cellulaires, apoptose
Dans une grande variété de lignées tumorales humaines, différents antagonistes de la
TSPO, tels que le PK11195, augmentent la cytotoxicité de nombreux inducteurs apoptotiques
(Jorda et al 2005), comme certains agents de chimiothérapie (doxorubicine, étoposide) (Sutter
et al 2004), les radiations ionisantes (Hirsch et al 1998), ou le TNF-o. (Bono et al 1999). Parmi
les protéines décrites pour interagir avec la TSPO, le VDAC semble particuliecrement
important dans I’homéostasie calcique et pourrait étre la clé de I’'implication de la TSPO dans

des processus de régulation de 1’apoptose (Shoshan-Barmatz & Gincel 2003).

6.4 Prolifération cellulaire et cancer
La compréhension de la fonction de la TSPO et du mode d’action de ses ligands dans
les tissus sains pourrait constituer un point de départ pour comprendre son role dans certains
cancers comme le cancer colorectal, ol la protéine translocatrice est largement surexprimée
(Han et al 2003) et pourrait représenter un excellent marqueur diagnostique (Maaser et al
2002), voire une cible thérapeutique (Galiegue et al 2003). Toutefois, il n’existe pas

actuellement d’explication a cette surexpression.
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7. Expression de la TSPO dans le cerveau sain

La TSPO a également été détectée dans le cerveau, ou elle est localisée dans la glie, au
niveau des astrocytes et des cellules microgliales (Lehmann et al 1999). En 1’absence de
pathologie inflammatoire, la TSPO est essentiellement localisée dans les cellules
épendymaires qui tapissent les ventricules cérébraux, dans le bulbe olfactif et le plexus
choroide (Weissman et al 1984). On n’en sait actuellement encore peu sur ses fonctions
spécifiques au niveau central. Elle semble €tre impliquée dans la synthese des neurostéroides
(Papadopoulos et al 2006b), dans la physiologie mitochondriale (Casellas et al 2002), et dans
la régulation de I’activation microgliale (Veiga et al 2007). Bien que le role de la TSPO au
sein du SNC soit encore mal connu, de nombreuses études se sont concentrées sur les

variations de son expression dans les pathologies neurologiques.

8. Expression de la TSPO lors de la neuroinflammation : microglie

versus astrocytes

L’expression de la TSPO en réponse a une atteinte cérébrale est augmentée non
seulement dans les cellules microgliales, mais également dans les astrocytes. La contribution
relative de ces 2 populations cellulaires dans la surexpression de la TSPO est un sujet encore
actuellement débattu ; I’expression astrocytaire de la protéine translocatrice a été montrée
dans des études in vitro utilisant des modeles de culture cellulaire. Néanmoins, la cinétique de
cette induction de la TSPO differe fortement entre astrocytes et cellules microgliales (Chen et
al 2004; Kuhlmann & Guilarte 2000). Il a par ailleurs été montré in vivo que la surexpression
de la TSPO lors d’atteintes neurologiques était essentiellement, voire exclusivement due a la

présence de cellules de la microglie activée, qu’elle caractérisait bien la transition d’une
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forme quiescente a un état activé des cellules, et que la contribution astrocytaire pouvait étre

négligée (Banati et al 1999).

9. Mécanismes potentiels de la surexpression de la TSPO au sein de la
microglie activée

Plusieurs études ont montré que la sécrétion de cytokines lors de 1’activation
mitochondriale augmentait la densité de TSPO dans différentes populations cellulaires (Rey et
al 2000; Trincavelli et al 2002). Néanmoins, les mécanismes biochimiques impliqués ne sont
pas encore connus. Il a également été suggéré que les changements morphologiques des
cellules microgliales lors de leur activation soient a I’origine de modifications structurales des
mitochondries (Banati et al 2004). Ainsi, I’augmentation de la taille des cellules due a
I’évolution vers une morphologie amiboide pourrait entrainer une augmentation du nombre de
mitochondries par cellule microgliale, sans que le nombre de TSPO par mitochondrie soit
modifié. A I’opposé, on peut imaginer que le nombre de mitochondries ne varie pas de facon
significative mais que ce soit la densit¢ en TSPO par mitochondrie qui augmente lors de
I’activation microgliale. L’hypothese dominante actuellement est qu’a la fois le nombre de
mitochondries par cellule et le nombre de TSPO par mitochondrie augmentent, mais cela doit

bien entendu étre confirmé expérimentalement.

3. Imagerie moléculaire de la TSPO avec le PKI11195: de
I’autoradiographie in vitro a I’imagerie TEP in vivo

Le PKI11195, ou 1-(2-chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinoline

carboxamide, est un ligand spécifique de la TSPO (Le Fur et al 1983). Les radioanalogues du

PK11195 (Figure 9), sous sa forme racémique ou R-énantiomere, plus affine (Shah et al
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1994), marqués au tritium, a I’iode 123, et au carbone 11, ont été largement employés pour
caractériser la TSPO et identifier sa localisation cellulaire dans le tissu cérébral par imagerie
moléculaire. Ainsi, il a ét€ montré dans de nombreux modeles animaux de neuroinflammation
que I’autoradiographie in vitro au [*H)-PK11195 (1) permettait de visualiser la surexpression
de la TSPO, corrélée a la microglie activée (Banati et al 1997; Conway et al 1998; Myers et al

1991a; Raghavendra Rao et al 2000; Stephenson et al 1995).

En imagerie moléculaire in vivo, le PK11195 marqué au carbone 11 (2) et son dérivé
iodé (3) (Dumont et al 1999) ont été respectivement utilisés chez I’homme en TEP et en

TEMP.

(0]

O O
3 11
HCH CH
\ N/ 2 O \ N/ 3 \ N/CH3
N )\/ N )\/ N )\/

O Cl O Cl 123,

[PHIPK11195 (1) [''CIPK11195 (2) ['21]-2-i0do-PK11195 (3)

Figure 9. Radioanalogues du PK11195 marqués au tritium (1), au carbone 11 (2) et a
I’iode 123 (3).

1. Etudes cliniques réalisées en neurologie avec le [ C]-PK11195

Le [''C]-PK11195 a été utilisé chez I’homme pour explorer la neuroinflammation dans
diverses pathologies du SNC par imagerie moléculaire TEP. Il est surprenant de noter
qu’aucune étude évaluant la dosimétrie de ce traceur pourtant largement employé en
pathologie humaine n’avait été publiée jusqu’a il y a seulement quelques semaines (Hirvonen
et al 2009). Cette derniere a conclu que I’'imagerie TEP au [''C]-PK11195 était associée A une

exposition tres modérée aux rayonnements ionisants, compatible avec la réalisation d’un suivi
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longitudinal chez un méme patient. La Figure 10 présente des images scintigraphiques

extraites de ces études cliniques réalisées avec le [“C]—PKl 1195.

Lors de ces travaux, et plus généralement en imagerie moléculaire, le
radiopharmaceutique est utilisé a concentration tres faible, dite dose traceuse ou microdose,
définie en Europe et aux Etats-Unis comme moins de un centicme de la dose de substance
froide nécessaire pour observer un effet pharmacologique, avec une dose maximale inférieure
a 100 microgrammes (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) ;
Food and Drug Administration (FDA), 2005). Dans ces conditions, le radioligand n’altere

donc pas la fonctionnalité du récepteur ciblé, et n’a aucun effet pharmacologique.

1.1 Imagerie moléculaire de la neuroinflammation utilisant le
["'C]-PK11195 dans les pathologies du SNC inflammatoires

a. La Sclérose en Plaques (Banati et al 2000; Debruyne et al

2002; Vas et al 2008; Versijpt et al 2005; Vowinckel et al

1997)

La sclérose en plaques est une maladie démyélinisante du SNC qui touche donc
essentiellement la substance blanche. Dans la sclérose en plaques, les études TEP avec
quantification ont démontré une surexpression de la TSPO au sein de la microglie activée
dans les tissus pathologiques identifiés par IRM (Figure 10, (2)). Une augmentation de la
fixation du [''C]-PK11195 dans des structures d’apparence normale a I’IRM (thalamus) a
également été décrite (Banati et al 2000; Debruyne et al 2003), suggérant que la maladie

progresse au-dela des 1ésions pouvant étre visualisées par I’IRM.
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(1) Témoin (2) Sclérose en (3) Encéphalite (4) Maladie de
Gerhard, 2004 Plaques herpétique Parkinson
Banati, 2000 Cagnin, 2001b Gerhard, 2006a

(5) Atrophie (6) Paralysie (7) Dégénérescence (8) Maladie
systématisée supranucléaire cortico-basale d’ Alzheimer

multiple progressive Gerhard, 2004 Cagnin, 2001b
Gerhard, 2003 Gerhard, 2006b

(9) Sclérose latérale (10) Chorée de (11) Accident
amyotrophique Huntington vasculaire cérébral
Turner, 2004 Pavese, 2006 Gerhard, 2005

Figure 10. Images scintigraphiques extraites des études cliniques réalisées avec le
[HC]-PK11195. Sa distribution in vivo correspond aux aires cérébrales atteintes
spécifiquement dans chacune de ces pathologies. Ces images sont présentées a titre
d’illustration, mais ne sont pas comparables entre elles car les doses de [''C]-
PK11195 administrées, les caméras TEP utilisées, les temps d’acquisition et les

outils de reconstruction de I’image different d’une étude a ’autre.
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b. L’encéphalite virale (encéphalite herpétique (Cagnin et al

2001b) et encéphalite de Rasmussen (Banati et al 1999))

Chez 2 patients atteints d’encéphalite herpétique, la distribution cérébrale du [''C]-
PK11195 correspond bien a la détérioration cognitive observée (Figure 10, (3)). Un deuxieéme
PETscan réalisé 6 mois plus tard a montré une hyperfixation du radiopharmaceutique dans des
aires cérébrales qui n’étaient pas touchées lors de la premicre scintigraphie, ce qui suggere

une progression du processus inflammatoire (Cagnin et al 2001b).

L’encéphalite de Rasmussen se caractérise par une inflammation corticale progressive
d’un seul hémisphere cérébral (Rasmussen & Andermann 1991). Chez les patients étudiés, le
potentiel de liaison (Binding potential : BP) du [''C]-PK 11195, défini comme le rapport de la
densité de récepteur dans la région étudiée par I’affinité du radioligand pour sa cible

moléculaire, était environ 10 fois supérieur dans I’hémisphere infecté (Banati et al 1999).

Récemment, une observation clinique utilisant le [''C]-PK11195 pour repérer la
neuroinflammation associée a un foyer épilipeptogene chez un enfant de 5 ans atteint
d’encéphalite d’étiologie inconnue a été rapporté (Kumar et al 2008). L’enfant a pu étre opéré

avec succes.
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1.2 Imagerie moléculaire de la neuroinflammation utilisant le
[C]-PK11195 dans les pathologies neurodégénératives
a. Les pathologies extra-pyramidales
a.1 La maladie de Parkinson (Gerhard et al 2006a;

Ouchi et al 2005)

La maladie de Parkinson se caractérise par une dégénérescence progressive des
neurones dopaminergiques de la substance noire. L’activation de la microglie a pu étre
caractérisée in vivo a 'aide du [''C]-PK11195 (Figure 10, (4)). Ouchi et al ont étudié une
population de patients atteints d’une maladie de Parkinson débutante, avant I’initiation du
traitement, chez laquelle ils ont trouvé une corrélation positive entre la fixation du
radiopharmaceutique et la sévérité de ’atteinte motrice. Au contraire, Gerhard et al se sont
intéressés a une population de parkinsoniens a un stade plus évolué, chez qui ils ont montré
que I’intensité de I’activation microgliale n’était pas fonction de la sévérité de la maladie. Ces
2 résultats a priori contradictoires semblent plutdt refléter 1’évolution de la neuroinflammation
au cours de la maladie, avec un pic correspondant a un stade débutant voire préclinique, puis

un plateau correspondant a une activation microgliale chronique.

a.2 Autres pathologies d’origine extrapyramidale
(Gerhard et al 2003; Gerhard et al 2006b; Gerhard et al

2004; Henkel et al 2004)

La neuroinflammation a également été étudiée en TEP avec le [“C]—PK11195 dans
d’autres syndromes extra-pyramidaux a la symptomatologie proche de la maladie de
Parkinson, comme 1’atrophie systématisée multiple (Figure 10, (5)) (Gerhard et al 2003), la
paralysie supranucléaire progressive (ou maladie de Steele-Richardson) (Figure 10, (6))

(Gerhard et al 2006b) ou la dégénérescence cortico-basale (démence dégénérative associée a
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un syndrome extrapyramidal) (Figure 10, (7)) (Gerhard et al 2004; Henkel et al 2004). 11 a été
montré in vivo que la distribution du [“C]—PK11195 correspondait aux aires cérébrales
atteintes spécifiquement dans chacune de ces pathologies (noyaux caudés, putamen et
substance noire dans la dégénérescence cortico-basale, cortex pré-frontal dorsolatéral,
putamen et substance noire dans 1’atrophie multisystématisée et région corticale et sous-

corticale dans la paralysie supranucléaire).

b. Démences
b.1 Maladie d’Alzheimer (Cagnin et al 2001a; Edison et
al 2008; Okello et al 2009; Tomasi et al 2008; Wiley et

al 2009)

Dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, les cellules de la microglie
activée sont recrutées sur les sites présentant des plaques séniles associées a un dépot de
peptide amyloide (Eikelenboom et al 2008), et sont ainsi un marqueur de I’intensité de la
maladie. Cagnin et al ont montré qu’il était possible de détecter et de quantifier in vivo par
TEP cette activation microgliale dans le cerveau de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (Figure 10, (8)) en mettant en évidence une augmentation du BP du [MC]—
PK11195 dans les aires cérébrales ou se concentrent les plaques (cortex temporal inférieur et
médian, amygdale, lobe pariétal, et cortex cingulaire postérieur). L activation de la microglie
dans la maladie d’Alzheimer a également été détectée par le ['*1]-iodo-PK11195 en imagerie
moléculaire TEMP (Versijpt et al 2003). La fixation du dérivé iodé du PK11195 était
significativement augmentée dans le cortex frontal et temporal, et inversement corrélée aux
résultats des patients a des tests cognitifs. Trois études associant le [“C]—PK11195 au [“C]—
PIB, un radiopharmaceutique ciblant les plaques amyloides, ont récemment été publiées.

L’une d’entre elles a retrouvé cette corrélation négative entre le degré de fixation du ['cl-
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PK11195 et les résultats de tests cognitifs (Edison et al 2008). Les 2 autres ont été menées a la
fois chez des patients présentant une maladie d’Alzheimer déclarée et chez des patients
atteints de déclin cognitif modéré (MCI : Mild Cognitive Impairment). L’une a conclu que,
contrairement au [”C]—PIB, la fixation du [“C]—PKI 1195 n’était significativement augmentée
que chez les patients étant a un stade avancé de la maladie (Wiley et al 2009) L’autre étude a
mis en évidence une importante variabilité interindividuelle dans I’intensité de la fixation des
2 radiopharmaceutiques, certains patients présentant une fixation importante du [''cl-
PK11195 associée a une détection faible du [“C]—PIB, et d’autres patients la situation inverse,

pour des résultats aux tests cognitifs équivalents (Okello et al 2009).

b.2 Démence fronto-temporale (Cagnin et al 2004)

Le [''C]-PK11195 a également été utilisé pour caractériser 1’activation microgliale
dans d’autres types de démence, comme la démence fronto-temporale, dont 1’age moyen de
survenue se situe entre 50 et 60 ans. La Maladie de Pick est la forme de démence fronto-
temporale la plus fréquente. Le profil de distribution du [''C]-PK11195 differe de celui
observé dans la maladie d’Alzheimer, montrant une intense fixation dans le cortex fronto-

temporal.

c. La sclérose latérale amyotrophique (Turner et al 2004)

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une pathologie neurologique évolutive
qui provoque la destruction des motoneurones. C’est la plus fréquente des maladies du
motoneurone de I'adulte. Le [''C]-PK11195 a démontré la présence de microglie activée dans
le cortex moteur de patients SLA, avec une forte corrélation entre son BP et le stade clinique

de la maladie (Figure 10, (9)).
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d. La chorée de Huntington (Pavese et al 2006; Politis et al
2008)

La chorée de Huntington est une maladie chronique héréditaire a transmission
autosomique dominante touchant 1’adulte entre 30 et 50 ans et associant des mouvements
choréiques (mouvements uni- ou bilatéraux anormaux involontaires spontanés, brusques et
brefs, irréguliers et de grande amplitude) et des troubles psychiques (détérioration
intellectuelle pouvant évoluer en démence). L. augmentation de la fixation du [“C]—PKI 1195
dans le striatum, le cortex (Pavese et al 2006) et ’hypothalamus (Politis et al 2008) de
patients atteints de cette maladie (Figure 10, (10)) par rapport a des témoins (Figure 10, (1)) a
été caractérisée et corrélée a la sévérité clinique de la maladie ainsi qu’a la perte de neurones
dopaminergiques D2 dans le striatum, évaluée a 1’aide du [“C]—raclopride, un antagoniste

radiomarqué de la dopamine.

d. La schizophrénie (van Berckel et al 2008)

Les recherches portant sur I’imagerie moléculaire de la neuroinflammation ont
récemment ¢été étendues aux pathologies neuropsychiatriques, et en particulier a la
schizophrénie. Le BP du [''C]-PK11195 dans la matidre grise de patients schizophreénes est
significativement augmenté par rapport a celui mesuré dans une population témoin, suggérant
ainsi que l’activation microgliale prend part au processus physiopathologique de la

schizophrénie.
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1.3 Imagerie moléculaire de la neuroinflammation utilisant le
[HC]-PK11195 dans Daccident vasculaire cérébral (Gerhard et al
2000; Gerhard et al 2005; Pappata et al 2000; Price et al 2006;

Ramsay et al 1992)

L’AVC est la 3™ cause de mortalité en France apres le cancer et les accidents

ere

coronariens, et est a 1’origine de graves séquelles dans 40% des cas (1" cause d’infirmité
sévere définitive). L’AVC est avec la sclérose en plaques et la maladie d’Alzheimer la
pathologie neurologique dans laquelle le role de la neuroinflammation a été le plus étudié (5
publications internationales, 23 patients inclus), les examens TEP au [''C]-PK11195 ayant été
réalisés de 2 jours jusqu’a 24 mois post-AVC. L’activation de la microglie est détectable des
3 jours post-AVC, dans le territoire ischémique (cortex le plus souvent) et en périphérie
(appelée pénombre) (Figure 10, (11)). Une étude longitudinale chez le méme patient a montré
que le signal mesuré évolue au cours du temps ; la neuroinflammation est donc un phénomene
dynamique. Enfin, des examens réalisés a distance de la phase aigué (6 a 24 mois post-AVC)
ont révélé une activation microgliale chronique dans les noyaux thalamiques, a distance de la
région ischémique, correspondant aux projections des fibres neuronales cortico-thalamiques.
Ce phénomene inflammatoire persistant semble influer sur la sévérité des séquelles sensitivo-

motrices pour le patient et représente une cible thérapeutique potentielle (Freret et al 2006).

Nous reviendrons sur ce dernier point dans la troisieme partie expérimentale de ce travail.

Ainsi, on peut conclure de I’ensemble de ces études que 1’imagerie moléculaire TEP
ou TEMP utilisant les analogues du PK11195 comme radiopharmaceutiques permet de
détecter la neuroinflammation dans des atteintes neurologiques variées, résumées dans le

Tableau III, et cela a un stade précoce de la maladie. L’imagerie de la microglie activée
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présente donc un intérét certain d’une part dans I’évaluation clinique de nouveaux traitements,

et d’autre part comme marqueur précoce de la progression de la maladie.

Tableau IIL. Le [''C]-PK11195 a été utilisé en recherche clinique dans une grande

variété d’atteintes neurologiques pour détecter la neuroinflammation par imagerie

moléculaire. Sa distribution in vivo correspond aux aires cérébrales atteintes

spécifiquement dans chacune de ces pathologies.

Nomb Nombre total d
Pathologie d,z:: drei p::;e’:; e?t: diéi Références bibliographiques
Premiére étude utilisant le [*'C]- (Charbonneau et al 1986)
PK11195 in vivo chez ’'Homme
(Banati et al 2000)
(Debruyne et al 2002)
Sclérose en Plaques 5 38 (Vas et al 2008)
(Vowinckel et al 1997)
(Versijpt et al 2005)
(Cagnin et al 2001b)
Encéphalites virales 3 5 (Banati et al 1999)
(Kumar et al 2008)
(Gerhard et al 2006a)
Maladie de Parkinson 2 28
(Ouchi et al 2005)
Atrophie multisystématisée 1 5 (Gerhard et al 2003)
Paralysie supranucléaire 1 4 (Gerhard et al 2006b)
(Henkel et al 2004)
Dégénérescence cortico-basale 2 5
(Gerhard et al 2004)
(Cagnin et al 2001a)
(Tomasi et al 2008)
37
Maladie d’Alzheimer 5 (Edison et al 2008)
20 MCl

(Wiley et al 2009)
(Okello et al 2009)
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Démence fronto-temporale 1 5 (Cagnin et al 2004)

Sclérose latérale amyotrophique 1 10 (Turner et al 2004)

Schizophrénie 1 10 (van Berckel et al 2008)

(Pavese et al 2006)

Chorée de Huntington 2 20
(Politis et al 2008)
(Ramsay et al 1992)
(Pappata et al 2000)
Accident vasculaire cérébral 5 23

(Gerhard et al 2000)
(Gerhard et al 2005)
(Price et al 2006)

2. Limites a Uutilisation du [''C]-PK11195 en clinique

Bien que le [''C]-PK11195 ait été utilisé avec succds pour visualiser la
neuroinflammation dans diverses pathologies cérébrales, il présente plusieurs inconvénients
qui limitent son utilisation potentielle en routine clinique dans les services de médecine
nucléaire. Une étape clé dans I’évaluation d’un nouveau radiotraceur pour I’imagerie in vivo
d’une cible protéique cérébrale comme la TSPO est la détermination de la proportion du
signal mesuré qui est due a la fixation spécifique du radioligand étudi€ sur sa cible, par
rapport a sa fixation non spécifique. En raison de son caractere lipophile (c logP = 5,3)
(Lockhart et al 2003), le rapport « signal spécifique de la TSPO / signal non spécifique » du
[“C]—PK11195 est faible (Kropholler et al 2005; Shah et al 1994). Par ailleurs, il subit un

métabolisme aboutissant a la formation de dérivés radiomarqués suffisamment lipophiles pour
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passer la BHE et ainsi perturber le signal mesuré (De Vos et al 1999; Greuter et al 2005; Pike
et al 1993). Il a aussi été montré chez I’homme que la captation cérébrale du [''C]-PK11195
était relativement faible (Debruyne et al 2002), en raison d’une fixation aux protéines
plasmatiques élevée et tres variable d’un individu a ’autre (Lockhart et al 2003). Tous ces
parametres rendent difficiles une quantification précise des variations de densité en TSPO

chez 'homme 2 I’aide du [''C]-PK11195.

Pour tenter de surmonter ces contraintes, des outils mathématiques adaptés basés sur
I’application d’algorithmes sophistiqués ont permis d’améliorer la spécificité du signal
mesuré afin d’obtenir une quantification plus fine lors d’études cliniques TEP réalisées avec
le [“C]—PKI 1195 (Anderson et al 2007; Kropholler et al 2006; Tomasi et al 2009; Tomasi et

al 2008; Turkheimer et al 2007; Yaqub et al 2008).

Un autre inconvénient majeur du PK11195 quand on envisage son utilisation en
routine clinique vient du fait que I’on ne dispose pas a I’heure actuelle d’un analogue
radiomarqué au fluor 18. En effet, la demi-vie du fluor 18 est de 110 minutes, contre
seulement 20 minutes pour le carbone 11, ce qui permet son acheminement dans les
radiopharmacies a partir de son site de production (cyclotron). Les études utilisant le carbone
11 impliquent au contraire que le cyclotron soit installé sur le méme site que le service de
médecine nucléaire, ce qui est réalisable pour quelques centres TEP dédiés a la recherche
clinique, mais devient inenvisageable a I’échelle de la pratique hospitaliere courante. Par
ailleurs, le fluor 18, toujours griace a sa demi-vie plus longue, permet d’augmenter le temps
d’acquisition des images sous la caméra, et ainsi de mesurer plus précisément certains
parametres pharmacodynamiques comme la clairance effective du radiopharmaceutique, ou
encore sa fixation non-spécifique. On obtient ainsi une quantification plus fine de la fixation

spécifique du radioligand sur la TSPO.
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Récemment, la synthése radiochimique d’un dérivé fluoropropyl du PK11195 a été
décrite (Yu et al 2008). Ce composé fluoré possede une bonne affinité in vitro pour la TSPO
(Ki = 0,26 nM, sur préparation membranaire mitochondriale de rein de rat, en compétition

avec le ['H]-PK11195), et son évaluation pré-clinique in vivo chez le singe est en cours.

4. Nouveaux radioligands pour I’imagerie moléculaire de la
neuroinflammation utilisant la TSPO comme cible moléculaire.

Les premicres études TEP menées chez ’homme datent de 1986, et on été réalisées

avec le [''C]-PK11195 (Charbonneau et al 1986) et le [''C]-R05-4864 (Bergstrom et al 1986).

Alors que pendant plus de 15 ans, aucun autre ligand radiomarqué spécifique de la TSPO n’a

été injecté a I’homme, hormis le dérivé iodé du PK11195, la derniere décennie a vu une

véritable explosion de nouvelles molécules utilisables en imagerie moléculaire TEMP ou TEP

(Figure 11).

Les revues de la littérature récemment publiées sur le sujet se sont proposé de
référencer ces nombreux nouveaux radioligands de la TSPO, en s’intéressant plus
particulierement aux interactions spécifiques ligand-récepteur (James et al 2006), a

I’expérimentation préclinique et aux modeles animaux de neuroinflammation utilisés

(Chauveau et al 2008), ou encore a la radiochimie (Dolle et al 2009).

Il ressort de ces travaux que 7 grandes classes chimiques de composés radiomarqués

ayant une forte affinité pour la TSPO peuvent a I’heure actuelle étre distinguées :
- les benzodiazépines

- les dérivés quinoline carboxamide

- les vinca alcaloides

- les oxodihydropurines
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- les dérivés phénoxyaryl-acétamide
- les dérivés pyrazolo[1,5-a]pyrimidine
- les dérivés imidazo-[1,2-a]pyridine

Ces 2 dernieres séries de composés ont été synthétisées par 2 équipes australiennes
avec lesquelles le CHU et 1I’Université de Tours ont établi des collaborations scientifiques via
I’UMR Inserm U930, qui participe activement a la validation clinique et préclinique de ces

molécules.

+* |
Molécule marquée au carbone 11 (TEF)
+ ["C]DPA-T13
Molécule marquée a l'iode 123 (TEMP
+ ["CIDAATT06G
["liodo-
* PK11195 M
#+ ['"C]Ro5-4864 + ['CJAC-5216
¢ ['Z[]CLINDE
* [''CIPK11195 + [''C]JPBR28
*
# ["Clvinpocétine
1984 1989 15954 1983 2004 2008 2014

Figure 11. La derniere décennie a vu une véritable explosion de nouvelles molécules
spécifiques de la TSPO utilisables en imagerie moléculaire TEMP ou TEP (en abscisse
est indiquée I’année de la publication scientifique rapportant la premiere injection a

I’homme du radiopharmaceutique).
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Ces classes de radioligands de la TSPO sont présentées dans les pages suivantes, sans
recherche d’exhaustivité, mais en détaillant les travaux réalisés avec les principaux « chefs de
file » de chaque série, et en insistant sur les composés les plus prometteurs. Le Tableau IV

résume cet état de 1’art de la littérature.
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Tableau I'V. Résumé des principaux radioligands de la TSPO : études précliniques ex vivo et in vivo, modeles de neuroinflammation et

études cliniques (adapté et actualisé a partir de Chauveau et al 2008).

Biodistribution, R Etude clinique .
Classe chimique Nf’“? du Radionucléide Stl:ucture! autoradiographie ex Imagerie in vivo Modele de . chez I’homme Pathol?gl ¢
radioligand Radiosynthese . neuroinflammation . humaine
vivo (rat) sain
Benzodiazépine Ro5-4864 Carbone 11 (Turton et al 1984) (Weissman & Raveh 2003) (revue) (Bergstrom et al 1986)
A (Camsonne et al (Cagnin et al
Quinoline _ PK11195 Carbone 11 1984; Shah et al (Cagnin et al 2002; Venneti et al 2006) (revues) (Charbonneauetal 35> e e ef
carboxamide 1986)
1993) al 2006) (revues)
(Gildersleeve et al (Dum(zrsl(tn?;i:; 1599) Chien : (Dumont et al
iodo-PK11195 Tode 123 1996; Pimlott et al . (Gildersleeve et al
2008) (Gildersleeve et al 1996) 1999)
1996)
VC195 Carbone 11 (Ma‘;‘ggi‘; etal Matarrese et al 2001) Rat : AQ (Belloli et al 2004)
Primate : (Gulyas et SEP : (Vas et al
q . . o Carbone 11 al 1999; Gulyas et (Gulyas et al 2008),
Vinca alcaloide Vinpocétine (Gulyas et al 1999) 2l 2005; Gulyas et 2002a) comparaison avec
al 2002b) [''C]-PK11195
(Amitani et al 2006; Primate : (Zhang et " . . R
Oxodihydropurine AC-5216 Carbone 11 (Amitani et al 2006)  Yanamoto et al 2007; al 2007b) Rat : AK (Yanamoto et al (Miyoshi et al
2007) 2009)
Zhang et al 2007b)
Rat : (Yanamoto et Rat : AK (Yanamoto et al
DAC Carbone 11 (Yanamoto et al (Yanamoto et al 2009) al 2009) 2009)
2009) (souris) Souris : (Yamasaki  Souris : tumeur (Yamasaki et al
et al 2009) 2009)
Primate : (Maeda et
al 2004) .
—
cnoxyaryl- DAAL106 Carbone 11 (Zhang et al 2003a) (souris) 2007) ) (Tkoma et al 2007) s (ras
acétamide . et al 2007b), LPS, 6-OHDA al 2008)
(Maeda et al 2004) Rat : (Venneti et al (Venneti et al 2007a)
2007a; Venneti et al
2007b)
an:;ezzog)%t}tlgng et MA (souris transgénique) (Fujimura et al
FEDAA1106 Fluor 18 (Zhang et al 2003b) (Zhang et al 2003b) X (Maeda et al 2007b) 2006; Shidahara et
Rat : (Maeda et al A
Rat : éthanol al 2008)
2007a)
Primate : (Briard et
al 2005; Briard et al
. 2008; Brown et al
Carbone 11 (Br'lard ctal 2005.’ 2007; Imaizumi et Rat : ischémie (Imaizumi et al (Brown et al 2007,
PBR28 Briard et al 2008; i o
Wang et al 2009b) al 2098) . 2007b) Fujita et al 2008)
Rat : (Imaizumi et
al 2007b)
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(Imaizumi et al Primate : (Imaizumi (Fujimura et al

PBRO6 Fluor 18

2007a) et al 2007a) 2009)

(Katsifis et al

1ZOL Tode 123 2000b)

(Mattner et al 2006)

(van Camp et al Rat : AMPA (van Camp et al
PBRI111 Fluor 18 (Fookes et al 2008) (Fookes et al 2008) 2008) 2008)

Primate : (James et
al 2008)

Rat : (Chauveau et
al 2009; Doorduin
et al 2009; Martin et
al 2009)

Rat : AQ (James et al 2008),
AMPA (Chauveau et al 2009),
encéphalite herpétique
(Doorduin et al 2009), ischémie
(Martin et al 2009)

SLA : (Le Pogam

DPA-714 Fluor 18 (James et al 2008) (James et al 2008) et al 2008)
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1. Les benzodiazépines

Historiquement, la radiosynthese du [“C]—R05—4864 (Turton et al 1984) a été publiée
la méme année que celle du [''C]-PK11195, mais les premieres expérimentations chez
I’homme se révélerent décevantes (Bergstrom et al 1986; Junck et al 1989) du fait d’une tres
importante fixation non spécifique du traceur, mettant en évidence une variabilité inter-espece

importante pour ce composé (Farges et al 1994).

2. Les dérivés quinoline carboxamide

2.1 Le PK11195
Le PKI11195 est un dérivé 3-isoquinoline carboxamide, et appartient donc a cette
seconde série. Le R-énantiomere du PK11195 a montré une meilleure affinité pour la TSPO
(Shah et al 1994), et a donc été utilisé pour la plupart des études TEP menées avec le [''C]-

PK11195.

2.2 Le VCI195
Belloli et al ont synthétis€ une série de composés radiomarqués au carbone 11 de
structure quinoline-carboxamide (Belloli et al 2004). Parmi eux, le [HC]—VC195 (Figure 12
(1)) est le seul a avoir montré une fixation cérébrale spécifique de la TSPO. Néanmoins, le
signal mesuré est faible car le [''C]-VC195 ne passe pas bien la BHE. D’autres composés
radiomarqués au carbone 11 appartenant a cette méme série ont depuis été décrits (Cappelli et

al 2006), mais ils n’apportent pas d’avancée par rapport au [''C]-PK11195.
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Figure 12. Structure chimique du [HC]-VC195 et dela [HC]-Vinpocétine.

3. Les vinca alcaloides

La vinpocétine, représentant principal de cette classe chimique, (Figure 12(2)) est un
dérivé semi-synthétique de 1’alcaloide naturel vincamine extrait de la petite pervenche (Vinca
minor), utilisé comme neuroprotecteur dans le traitement et la prévention des maladies
vasculaires cérébrales, comme I’AVC ischémique, et ce, bien que son mécanisme d’action
soit a ce jour encore inconnu (Lorincz et al 1976). La vinpocétine a été marquée au carbone
11 au Karolinska Institute de Stockholm pour étudier ses parametres pharmacodynamiques
chez ’homme par TEP (Gulyas et al 2002a; Gulyas et al 2002b). Apreés administration orale,
il est apparu que la [''C]-vinpocétine avait une distribution cérébrale préférentielle pour les
structures riches en TSPO (ventricules, canal épendymaire), et des études complémentaires in
vitro ont montré qu’elle avait une forte affinité pour la TSPO. Apres validation chez le
primate (Gulyas et al 2005), la [''C]-vinpocétine a été évaluée chez des patients atteints de
sclérose en plaques, en comparaison appariée avec le [''C]-PK11195 (chaque patient a eu un
examen TEP avec chacun des 2 radiopharmaceutiques) (Vas et al 2008). Comme le suggere la

Figure 13, le Binding Potential de la [”C]—vinpocétine est significativement plus élevé que
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celui du [“C]-PK11195, traduisant une bonne affinité in vivo pour la TSPO et une forte
captation cérébrale de la [“C]-Vinpocétine. Néanmoins, la [“C]-Vinpocétine a I’inconvénient
d’étre tres lipophile, ce qui entraine une fixation non-spécifique tres importante. Par ailleurs,
des données pharmacologiques ont montré que la vinpocétine se fixe sur d’autres récepteurs
cérébraux avec une affinité similaire a celle pour la TSPO (récepteurs adrénergiques opa et

opp, canaux ioniques), et n’est donc pas sélective de la TSPO (Gulyas et al 2005).

[*'c)-PK11195 [*'C]-vinpocetine

Figure 13. Images TEP obtenues chez un méme patient atteint de sclérose en plaques

avec le [''C]-PK11195 (gauche) et la [HC]-Vinpocétine (droite) (Vas et al 2008).

4. Les oxodihydropurines

4.1 L’AC-5216
L’AC-5216, ou N-benzyl-N-éthyl-2-(7-méthyl-8-ox0-2-phényl-7,8-dihydro-9H-purin-
9-yl)acétamide (Figure 14 (1)) a également été décrit comme nouveau radioligand de la TSPO
marqué au carbone 11 (Amitani et al 2006). Sa caractérisation pharmacologique a montré une
haute affinité pour la TSPO (K; = 0,297 nM, sur préparation mitochondriale de cerveau de rat

versus K; = 0,602 nM pour le PK11195) et un caractere lipophile modéré (c log P = 3.5)
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autorisant le passage de la BHE (Zhang et al 2007b). Le [''C]-AC-5216 a été évalué in vivo
dans des modeles animaux de fibrosarcome (Amitani et al 2006) et d’excitotoxicité cérébrale
(Yanamoto et al 2007), ainsi que chez le singe (Zhang et al 2007b). Le [MC]—AC—5216
présente le méme profil de distribution cérébrale que le [''C]-PK11195 chez la souris et le
singe, et des examens TEP réalisés sur le méme singe avec ces 2 radioligands ont mis en
évidence une fixation cérébrale 6 fois plus importante avec le [''C]-AC-5216. Ce composé
subit un fort métabolisme plasmatique, mais n’est que tres peu dégradé dans le cerveau (95 %
du signal mesuré di au composé lui méme). Néanmoins, une étude de compétition avec le
PK11195 dans un modele d’excitotoxicité unilatérale a mis en évidence une augmentation du
signal mesuré dans les structures cérébrales intactes, par déplacement de la fixation spécifique
périphérique du traceur. Ce résultat suggere fortement une considérable non-spécificité de
I’accumulation du [“C]—AC—5216 dans le cerveau. Cependant, le traceur a récemment été
étudié chez ’homme sain (Miyoshi et al 2009), montrant une distribution similaire a celle

décrite dans de précédentes études avec le [“C]—PKI 1195.

\
K /\KN ’

- O
, N
H.11lc—N ° —N °
~ |
N \N

[''clAC-5216 (1) [''cIDAC (2)

Figure 14. Structure chimique des composés de la série oxodihydropurine radiomarqués

au carbone 11 pour I’imagerie moléculaire de la neuroinflammation.
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4.2 Le DAC

Le [''C]-DAC (Figure 14 (2)) est un dérivé structuralement tres proche du précédent.
I1 a été évalué en microTEP dans un modele de 1ésion excitotoxique a I’acide kainique chez le
rat (Yanamoto et al 2009), et dans un modele tumoral chez la souris (Yamasaki et al 2009). Le
[''C]-DAC possede une affinité et une sélectivité pour la TSPO équivalentes a celles de le
[''C]-AC-5216, mais un caractere lipophile moins marqué sans doute a l’origine d’une
fixation cérébrale non spécifique moindre. En effet, les études de déplacement du traceur avec
un exces de PK11195 dans le modele d’excitotoxicité unilatérale ont mises en évidence une
diminution du signal radioactif mesuré, contrairement a ce qui avait été précédemment

observé avec le [''C]-AC-5216. Aucun dérivé fluoré n’a a ce jour été décrit pour cette série.

5. Les dérivés phénoxyaryl-acétamide

La série des dérivés phénoxyaryl-acétamide a été obtenue par ouverture du cycle
diazépine du Ro5-4864. Ces composés présentent une tres forte affinité et sélectivité pour la

TSPO (Okuyama et al 1999).

5.1 Le DAA1106
Le DAA1106, ou N-(2,5-diméthoxybenzyl)-N-(5-fluoro-2-phénoxyphenyl)acétamide,
est le premier ligand de cette série a avoir été décrit (Chaki et al 1999). Cet antagoniste de la
TSPO possede une bonne sélectivité et une meilleure affinité pour cette protéine que le
PK11195 (K4 = 0,12 nM versus > 4 nM pour le PK11195). Le DAA1106 marqué au carbone
11 (Figure 16 (1)) a été étudié chez la souris, le rat et le singe (Maeda et al 2004; Zhang et al
2003a), et a montré une fixation importante, environ 4 fois supérieure a celle du [HC]—

PK11195 dans le cerveau de singe. Cette fixation cérébrale du [''C]-DAA1106 a été bloquée
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par un prétraitement par le DAA1106 ou le PK11195 froids. Environ 80% du signal mesuré a
pu étre attribué a la fixation spécifique du radioligand sur la TSPO, ce qui a permis de
contourner en partie les problemes de fixation non spécifiques rencontrés avec le [''C]-
PK11195 in vivo. 11 a également ét¢ montré que le [''C]-DAA1106 pouvait détecter
I’activation microgliale dans différents modeles animaux de neuroinflammation (Venneti et al
2007a; Venneti et al 2007b). Enfin, le [UC]—DAAI 106 a été évalué chez I’homme in vivo afin
d’en déterminer le BP pour la TSPO chez I’individu sain (Ikoma et al 2007), et dans une étude
clinique étudiant 1’activation microgliale dans la maladie d’Alzheimer (Yasuno et al 2008).
Cette étude a montré un BP significativement plus élevé chez les patients Alzheimer que chez
les individus contrdle, suggérant une activation microgliale diffuse dans tout le cortex (Figure

15).

Fil " o mormnal

Figure 15. Images scintigraphiques réalisées 1 heure aprés I’injection de [''C]-DAA1106
chez un sujet atteint de la Maladie d’Alzheimer (bas) et chez un individu controle

apparié en age au patient (haut) (Yasuno et al 2008).
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Le principal inconvénient du [''C]-DAA1106 est son métabolisme plasmatique intense
et rapide, puisque seulement 6 % de l’activité plasmatique mesurée est due a la forme

inchangée de la molécule 60 minutes apres administration (Zhang et al 2003a).

5.2 Le FEDAA1106

Le dérivé fluoro-éthyl du DAA1106 (FEDAA1106), a été radiomarqué au fluor 18
(Zhang et al 2003b) (Figure 16 (2)). Possédant une bonne affinité in vitro pour la TSPO (K; =
0,16 nM sur des coupes de cerveau de rat), sa distribution cérébrale chez la souris et le singe
correspond a celle de la TSPO (Zhang et al 2004b). Le [ISF]—FEDAA1106 subit un fort
métabolisme plasmatique (25 % du composé intact retrouvé 60 minutes post-injection), mais
moindre que celui du [''C]-DAA1106. Sa capacité a visualiser la microglie activée a été
validée dans un modele de souris transgénique de la maladie d’Alzheimer (Maeda et al
2007b) et le [ISF]—FEDAA1106 a été évalué chez I’Homme sain dans des études de

quantification de son BP pour la TSPO (Fujimura et al 2006), et d’analyse compartimentale

(Shidahara et al 2008).

Les syntheses d’un dérivé i0odé du DAA1106 et d’un dérivé marqué au carbone 11 du

FEDAA1106 ont également été publiées (Wang et al 2009a; Zhang et al 2007a).

Le [''C]-DAAL1106 et le ['°F]-FEDAA1106 ont tous les 2 une fixation cérébrale trés
rapide et quasi-irréversible (a I’échelle de la durée d’un examen TEP). Ces propriétés
cinétiques compliquent la quantification du signal recueilli, car on mesure d’avantage la
distribution cérébrale du radioligand que sa liaison spécifique a la TSPO (Briard et al 2008).
Cette constatation a mené au développement d’autres ligands radiomarqués de la famille des

dérivés phénoxyaryl-acétamide.

93



OCHs

OCHjs
Y OY

F N

\©(o OCH,CH,'¢F

O'"CH,4

11
["CIDAAL106 (1) ['SFIFEDAA1106 (2)

(0]
Y Y o
NZ N N

OCH,CH,'8F

OCHs

OCHj

[''C]PBR28 (3) s
['*F]FEPPA (4) 18
['8FIPBROG (5)

Figure 16. Structure chimique des composés de la série phénoxyaryl-acétamide

radiomarqués au carbone 11 ou au fluor 18 pour I’imagerie de la neuroinflammation.

5.3 Le PBR28

Le PBR28 ou N-acétyl-N-(2-méthoxybenzyl)-2-phénoxy-5-pyridinamine (Figure 16
(3)) est un analogue proche du DAA1106, avec un noyau pyridine remplacant un noyau
benzénique. Cette pharmacomodulation permet de conserver I’affinité pour la TSPO (K, =
2,47 nM, sur préparation mitochondriale humaine, (Briard et al 2008), un bon passage de la
BHE, tout en diminuant le caractere lipophile de la molécule (c logP = 3,0 pour le PBR28,
contre 4,3 pour le DAA1106 et 5,3 pour le PK11195 (Briard et al 2008)) et en améliorant ses
parametres pharmacocinétiques chez le singe et chez I’homme (Brown et al 2007; Imaizumi et
al 2008). Le PBR28 marqué au carbone 11 a mis en évidence 1’activation microgliale dans un
modele d’ischémie cérébrale chez le rat (Imaizumi et al 2007b) et a fait 1’objet d’études
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pharmacocinétiques (Fujita et al 2008) et dosimétriques (Brown et al 2007) chez I’homme
sain. Néanmoins, il a été montré que le [MC]—PBR28 subissait un métabolisme cérébral non
négligeable et qu’une part significative du signal détecté provient de métabolites
radiomarqués, ce qui limite la quantification TEP de I’expression de la TSPO avec cette
molécule (Briard et al 2008). Une voie de radiosynthese optimisée du [“C]—PBRZS a

également récemment été décrite (Wang et al 2009b).

5.4 Le FEPPA

Le FEPPA, ou N-acétyl-N-(2-méthoxybenzyl)-2-phénoxy-fluoroethyl-5-pyridinamine
(Figure 16 (4)) est un analogue du PBR28 radiomarqué au fluor 18 (Wilson et al 2008). Il
possede une meilleure affinité in vitro pour la TSPO que le PBR28 (K; = 0,07 nM, sur
préparation mitochondriale de cerveau de rat versus K; = 0,22 nM) et un caractere lipophile
équivalent. Le ['*F]-FEPPA présente une distribution cérébrale chez le rat correspondant aux
régions riches en TSPO, un passage de la BHE augmenté par rapport au PBR2S8, et un
métabolisme beaucoup moins important (seulement 5 % de la radioactivité cérébrale due a des
métabolites radiomarqués). Néanmoins, la fixation spécifique du [ISF]—FEPPA sur la TSPO in
vivo n’a pu étre mise en évidence par le déplacement du radioligand de sa cible par un exces
de PBR28 ou de FEPPA froid. Il est donc nécessaire d’approfondir 1'évaluation du ['*F]-

FEPPA chez I’animal, avant d’envisager d’éventuelles études en recherche clinique.

5.5 Le PBR06
Le PBRO6, ou N-['®F]-fluoroacétyl-N-(2,5diméthoxybenzyl)-2-phénoxyaniline (Figure
16 (5)) est également un dérivé phénoxyaryl-acétamide fluoré. Bien qu’il s’agisse d’un
composé récemment décrit, et qui n’a a ce jour fait I’objet que de 2 publications scientifiques

(Fujimura et al 2009; Imaizumi et al 2007a), son évaluation chez I’homme sain a déja été
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rapportée (Fujimura et al 2009), ce qui illustre la volonté actuelle des groupes de recherche
d’évaluer le plus rapidement possible un nouveau traceur prometteur chez I’homme, et ce afin
de sélectionner les molécules ayant un réel potentiel en recherche clinique. Le ['®F]-PBRO6 a
également été évalué en TEP chez le singe, montrant une spécificité de liaison a la TSPO et
une stabilité in vivo satisfaisantes, mais sa réelle capacité a quantifier I’activation microgliale

dans un modele animal de neuroinflammation robuste reste a déterminer.

Les dérivés phénoxyaryl-acétamide présentent donc une forte affinité in vitro pour la
TSPO et un caractere lipophile moins important que le PK11195, ce qui suggere une fixation
cérébrale non spécifique moindre. Marqués au carbone 11 ou au fluor 18, ces radioligands ont
montré leur capacité a détecter I’activation microgliale dans différents modeles animaux.
Quatre de ces composés ont été utilisés en recherche clinique ([HC]—DAAI 106, [HC]—PBRZS,
[ISF]—FEDAA1106, [ISF]—PBRO6), le premier cité permettant de visualiser le processus
neuroinflammatoire dans la maladie d’Alzheimer (Yasuno et al 2008). Cependant, ces
composés présentent un certain nombre d’inconvénients pour la quantification par TEP
(fixation spécifique irréversible, fixation non spécifique non négligeable et variable d’une
étude a l'autre, métabolisme cérébral), qui n’ont pu pour le moment étre résolus par le

développement de nouveaux dérivés.

6. Les dérivés pyrazolo[1,5-a]pyrimidine

La série des dérivés pyrazolo[1,5-a]pyrimidine a été publiée en 2001 (Selleri et al
2001) et compte actuellement 2 candidats prometteurs pour 1’imagerie moléculaire de la

neuroinflammation : le [HC]—DPA—713 et le [ISF]—DPA—714, développés par le « Brain and
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Mind Research Institute » de Sydney, Australie, sous la direction du Dr Kassiou, en

collaboration avec ’'UMR Inserm U930 de Tours pour le [ISF]—DPA—714.

6.1 Le DPA-713

Le DPA-713, ou N,N-diéthyl-2-[2-(4-méthoxyphényl)-5,7-diméthyl-pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-yl]-acétamide (Figure 17 (1)), présente un caractere lipophile plus faible que le
PK11195, et une bonne affinité in vitro pour la TSPO (K; = 4,7 nM sur tissu de rein de rat)
(James et al 2005). Chez le babouin, une pré-injection d’un exces de PK11195 froid bloque
environ 70 % de la fixation cérébrale du [''C]-DPA-713, indiquant une bonne spécificité de
liaison du radioligand sur la TSPO. La cinétique relativement lente du [“C]—DPA—713, avec
un pic de fixation maximale 20 minutes post-injection, autorise une quantification précise du
signal mesuré. La radiosynthese a été optimisée (Thominiaux et al 2006), et le [”C]—DPA—713
a été évalué dans un modele d’inflammation chez le rat, ot il a montré son aptitude a
visualiser la microglie activée avec un signal spécifique de la TSPO et un BP supérieurs au
[''C]-PK11195, en raison d’une fixation cérébrale non spécifique beaucoup plus faible
(Boutin et al 2007a). Le [''C]-DPA-713 a été récemment évalué chez I’homme sain (Endres et
al 2009), et a montré une cinétique et une stabilité in vivo permettant une quantification

précise de la fixation cérébrale spécifique du traceur.
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Figure 17. Structure chimique des composés de la série pyrazolo[1,5-a]pyrimidine

radiomarqués au carbone 11 ou au fluor 18 pour I’imagerie de la neuroinflammation.

6.2 Le DPA-714

Le DPA-714, ou  N,N-diéthyl-2-(2-[4-(2-fluoroéthoxy)-phényl]-5,7-diméthyl-
pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)-acétamide (Figure 17 (2)), présente une affinité in vitro pour
la TSPO légerement inférieure a celle du DPA-713 mais néanmoins satisfaisante (K; = 7,0 nM
sur tissu de rein de rat, mesuré par déplacement du [3H]—PK11195), et une excellente
sélectivité pour la TSPO vis a vis du CBR. Il possede un caractere lipophile modéré, identique
au DPA-713 (James et al 2008). Le ['°F]-DPA-714 a permis de visualiser la microglie activée
chez le rat dans un modele de 1ésion excitotoxique (James et al 2008) et dans un modele
d’ischémie cérébrale (Martin et al 2009), par liaison spécifique a la TSPO, inhibée par un
prétraitement avec un exces de PK11195, de DPA-713 ou de DPA-714 froids. Chez le singe,
le [ISF]—DPA—714 passe la BHE de maniere satisfaisante et s’accumule dans le cerveau avec
une bonne spécificité pour la TSPO, caractérisée par un prétraitement au PK11195 (Figure

18) (James et al 2008).
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Baseline . ""F-DPA-T14

Pre-treatment : ""F-DPA-714 + PK11195 (1.5 mg/kg)

Figure 18. Image TEP obtenue 1 heure post-injection de 100 MBq de [*F]-DPA-714
avec (bas) ou sans (haut) pré-injection d’un exces de PK11195 (James et al 2008).

Le [ISF]—DPA—714 est actuellement évalué chez I’homme dans le cadre d’un PHRC
dont le CHU de Tours est promoteur, portant sur 1’étude de la neuroinflammation dans la
sclérose latérale amyotrophique (Le Pogam et al 2008). Le ['*F]-DPA-714 représente
actuellement I'une des molécules les plus prometteuses pour I’'imagerie TEP de la
neuroinflammation dans les atteintes neurologiques, bien que sa validation chez 1’homme
requiert encore des travaux complémentaires de modélisation pharmacocinétique et de

quantification.

Le [MC]—DPA—713 et le [ISF]—DPA—714 ont également été étudiés conjointement et
comparés au ligand TEP de référence, le [''C]-PK11195. Deux modeles animaux ont été
utilisés : un modele de 1ésion excitotoxique unilatérale (Chauveau et al 2009) et un modele
d’encéphalite herpétique (Doorduin et al 2009). Les 2 études n’ont pas trouvé de différence
entre les résultats obtenus avec les traceurs marqués au carbone 11 (avec toute fois une

fixation non spécifique plus faible du [''C]-DPA-713 dans le modele d’encéphalite
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herpétique). Dans les 2 modeles, un meilleur rapport « signal-sur-bruit » a été constaté avec le

[ISF]—DPA—7 14, confirmant I’intérét de ce dernier traceur.

7. Les dérivés imidazo-[1,2-a]pyridine

Les composés de cette série dérivent de 1’alpidem, connu pour se lier au CBR et a la
TSPO avec une affinité nanomolaire (K; =0,5a 7 nM et 1 a 28 nM, respectivement, (Selleri et
al 2001)). L’alpidem est un anxiolytique commercialisé en 1991 sous la spécialité Ananxyl®,
de structure proche du zolpidem (Stilnox®), et retiré du marché en 1994 suite a des cas
d’hépatites aigués lui ayant été imputés. Des travaux de pharmacomodulation de la structure
chimique de I’alpidem ont permis d’augmenter sa sélectivité pour la TSPO par rapport au
CBR (Trapani et al 1997). Les radioligands dérivés de cette série ont été développés par la
division Radiopharmaceuticals Research Institute, de 1’Australian Nuclear Science
Technology and Organisation (ANSTO), Sydney, Australie, au sein de laquelle j’ai effectué
un stage extra-hospitalier de 6 mois dans le cadre de ma formation de DES de Pharmacie

Hospitaliere, sous la direction du Dr Katsifis.

7.1 Le CLINME
Le CLINME, ou 2-[6-chloro-2-(4-iodophényl)imidazo[ 1,2-a]pyridin-3-yl]-N-éthyl-N-
méthyl-acétamide (Figure 19 (1)), présente des caractéristiques pharmacologiques in vitro
satisfaisantes (affinité, caractere lipophile, (Boutin et al 2007b)). Marqué au carbone 11
(Thominiaux et al 2007), le CLINME a été évalué dans un modele de 1ésion excitotoxique
chez le rat, et comparé au [''C]-PK11195 (Boutin et al 2007b). Le [''C]-CLINME a montré
dans ce modele qu’il permettait de visualiser la microglie activée avec une meilleure

sensibilité que le [''C]-PK11195, du fait d’un signal de bruit de fond plus faible. Cette
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fixation était bloquée par un prétraitement au PK11195, suggérant une fixation spécifique du
radioligand sur la TSPO in vivo. Aucune donnée portant sur la validation du [''C]-CLINME

chez le primate non humain, voire chez I’homme n’a été publiée.

7.2 Le PBRI111

Le dérivé fluoré de cette série est le PBR111, ou fluoropropoxy-2-(6-chloro-2-
phényl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N,N-diéthylacétamide (Figure 19 (2)). Il posseéde une
bonne affinité pour la TSPO (Kj = 3,7 nM sur tissu de rein de rat, mesuré par déplacement du
[3 H]-PK11195), une bonne sélectivité vis a vis du CBR (K; (CBR) = 800 nM), et un caractere
lipophile modéré (c log P = 3,2). Chez le rat non 1ésé, la distribution cérébrale in vivo du
[ISF]—PBRI 11 correspond aux structures riches en TSPO, notamment le bulbe olfactif, et 86 %
de la radioactivité cérébrale mesurée correspond au radioligand non métabolisé. La fixation
du ["®*F)-PBR111 apparait également spécifique de la TSPO car inhibée par une pré-injection
de PKI11195 froid (Fookes et al 2008). Une étude récente réalisée dans un modele
d’inflammation chez le rat montre une tres bonne stabilité in vivo, une fixation importante et
spécifique de la microglie, déplacée rapidement par le PK11195 et le PBR111 froids (van
Camp et al 2008). Ainsi, le ["*F]-PBR111 semble un composé de grand intérét pour la

clinique, et son évaluation chez le primate non humain est actuellement en cours.

7.3 Les dérivés imidazo-[1,2-a]pyridine utilisables en TEMP :

["ZI]-IZOL et ['*]-CLINDE
Le [*I-IZOL, ou  N,N-diméthyl-6-méthyl-(4"-['**I]iodophényl)imidazo[1,2-
a]pyridine-3-acétamide (Figure 19 (3)), a la particularité de dériver du zolpidem. Il possede
une affinité in vitro et une spécificité de liaison in vivo pour la TSPO chez le rat moyennes

(Kg = 30 nM, et déplacement de seulement 30 % de I’activité lors de 1I’administration de
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PK11195 froid) (Mattner et al 2006). De ce fait, aucune étude complémentaire portant sur ce
radioligand n’a été menée. Le ['*’]-CLINDE, ou 6-chloro-2-(4'iodophényl)-3-(N,N-diéthyl)-
imidazo[1,2-a]pyridine-3-acétamide (Figure 19 (4)), possede des propriétés pharmacologiques

plus intéressantes qui seront détaillées dans la troisieme partie de ce manuscrit.
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Figure 19. Structure chimique des composés de la série imidazo-[1,2-a]pyridine pour

I’imagerie moléculaire TEP (1, 2) ou TEMP (3, 4) de la neuroinflammation.
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Troisieme partie

Evaluation préclinique du CLINDE
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I. Travail expérimental : contexte et objectifs

A. Le CLINDE

Le 6-chloro-2-(4'iodophenyl)-3-(N,N diethyl)-imidazo[1,2-a]pyridine-3-acétamide ou
CLINDE (Figure 20) est un ligand de haute affinité pour la TSPO de la série des composés
imidazo[1,2-a]pyridine, initialement développé par le département « Radiopharmaceuticals
Research Institute », de «1’Australian Nuclear Science and Technology Organisation »,

(ANSTO, Sydney, Australie) (Katsifis et al 2000a; Katsifis et al 1997).

/N\CHQCHS
H3CH.C

Figure 20. 6-chloro-2-(4'iodophenyl)-3-(N,N diethyl)-imidazo[1,2-a]pyridine-3-acétamide
CLINDE

Le CLINDE peut étre radiomarqué avec les différents isotopes de 1’iode. Radiomarqué
a I'iode 123 (demi-vie de 13,2 heures, émetteur de photons y d’énergie égale a 159 keV
(83%), peu irradiant et bien adapté aux gamma-caméras utilisées en clinique), il peut avoir
des applications diagnostiques potentielles en imagerie TEMP, alors que marqué a I’iode 125
(demi-vie de 60 jours, émetteur de photons y d’énergie égale a 35 keV, sans application en
imagerie clinique du fait de I’atténuation des rayonnements par les tissus), il est utilisable en
recherche préclinique sur le petit animal pour des études in vitro et ex vivo. Le CLINDE n’a
pour le moment pas été radiomarqué avec d’autres isotopes radioactifs de 1’'iode (iode 124 et

iode 131).
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La validation pharmacologique in vitro et in vivo du CLINDE chez le rongeur sain a
été décrite en 2008 par le département « Radiopharmaceuticals Research Institute », de
I’ANSTO (Mattner et al 2008). L’affinité du CLINDE pour la TSPO a été étudiée in vitro par
détermination du Ky sur des préparations mitochondriales de glande corticosurrénale, de rein,
et de cortex de rat, en compétition avec le [3H]—PK11195. Les valeurs de Ky obtenues sont
respectivement de 12,6, 0,20, et 3,84 nM. Le CLINDE est sélectif de la TSPO vis a vis du

CBR (K4 = 360 nM, cortex).

La biodistribution ex vivo du [1231]—CLINDE chez le rat, indique une fixation
préférentielle dans les corticosurrénales, le coeur et le rein, organes périphériques exprimant
fortement la TSPO. Dans le SNC, les bulbes olfactifs présentent le niveau de radioactivité le
plus élevé : plus de 6 fois I’activité plasmatique. La pré-administration de CLINDE, PK11195
ou Ro5-4864 (1 mg/kg) réduit significativement la fixation du ['*’I)-CLINDE dans le cerveau,
alors que le flumazénil, ligand de haute affinité pour le CBR et de faible affinité pour la

TSPO, n’a pas d’effet sur la distribution du ['*’I]-CLINDE.

Le CLINDE ne subit pas de métabolisme cérébral pendant un minimum de 3 heures

post-injection (> 90 % de forme inchangée).

Le ['*I-CLINDE possede donc les prérequis a 1’exploration in vivo de la
neuroinflammation par imagerie moléculaire TEMP. Avant d’envisager son utilisation chez
I’homme, il est cependant nécessaire d’étudier ses potentialités dans des modeles animaux de

pathologies humaines.
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B. Choix des modeles animaux

Dans le cerveau humain normal, I’expression physiologique de la TSPO est faible
mais bien présente et détectable, méme en 1’absence de tout processus neuroinflammatoire
(Rao & Butterworth 1997). Cet élément peut induire une confusion entre la fixation cérébrale
non spécifique d’un radioligand donné et sa fixation a la TSPO exprimée a bas bruit de facon
diffuse dans I’ensemble du cerveau, ce qui complique la validation de nouveaux radioligands

chez ’homme.

Par ailleurs, la bibliographie montre que les protocoles d’évaluation de nouveaux
radioligands de la TSPO impliquant des primates non humains ont tous été menés sur des
animaux sains, soit dans le cadre d’études de dosimétrie, soit pour des études de cinétique in
vivo et de recherche d‘éventuels métabolites (Imaizumi et al 2008; James et al 2008; Zhang et

al 2004b).

Le cerveau de rongeur présente au contraire I’avantage d’exprimer des niveaux de
TSPO indétectables en 1’absence de neuroinflammation, mis a part dans les bulbes olfactifs et
le plexus choroide (Benavides et al 1983). Par conséquent, la fixation non spécifique d’un
radioligand ciblant la TSPO peut étre estimée chez le rongeur directement a partir de son
intensité de fixation totale dans le parenchyme cérébral normal. Du fait de cette quasi-absence
d’expression de la TSPO dans le cerveau du rongeur sain, les études de biodistribution
cérébrale en 1’absence de lésion inflammatoire ne sont pas assez robustes pour évaluer et
discriminer de facon rigoureuse de nouveaux ligands potentiels, ce qui rend indispensable le
recours a des modeles animaux de neuroinflammation pertinents. Chez le rongeur, la grande
diversité des modeles de neuroinflammation existants et des protocoles d’évaluation de
radioligands de la TSPO associés rend difficile 1’évaluation comparative des différentes

molécules radiomarquées candidates.
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Le CLINDE a précédemment été évalué dans un modele d’encéphalomyélite
autoimmune (EAE) chez le rat méile de souche Lewis (Mattner et al 2005). Ce modele d’EAE
peut étre induit chez le rongeur par immunisation avec la protéine basique de la myéline
(MBP), qui provoque des 1ésions diffuses dans le parenchyme cérébral et la moelle épiniére,
accompagnées d’une réaction inflammatoire évolutive médiée par les lymphocytes T. Une
démyélinisation neuronale est également observée dans ’EAE, ce qui en fait un modele
animal de pathologies humaines inflammatoires et démyélinisantes, en particulier de la
sclérose en plaques. Le CLINDE marqué a I’iode 123 a montré dans ce modele sa capacité a
visualiser la neuroinflammation, ainsi que la saturabilité de sa liaison a la TSPO (mise en
évidence par une étude de compétition avec un exces de CLINDE froid), et une excellente
corrélation spatiale avec la présence de cellules de la microglie activée visualisées par

immunohistochimie.

Cependant, la neuroinflammation induite dans le modele d’EAE affecte le cerveau
dans sa globalité, ce qui exclut la possibilité de définir une région de référence pour évaluer la
fixation non spécifique du radioligand. Par conséquent, il nous a semblé intéressant d’évaluer
le CLINDE dans un modele de 1ésion focale, dans lequel la neuroinflammation n’est induite
que dans un seul hémisphere cérébral, le coté controlatéral servant de région de référence pour

évaluer la fixation non spécifique.

Par ailleurs, les travaux réalisés dans le modele d’EAE ont mis en évidence une
relation quantitative entre I’intensité de la fixation du CLINDE et le « score clinique » associé

a la 1ésion (Figure 21).
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Figure 21. Intensité de la fixation du [mI]-CLINDE dans le SNC, exprimée en
pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu, en fonction du « score clinique » de
I’EAE, et effet d’un pré-traitement avec un exces de CLINDE « froid » (Mattner et al
2005).

Ce résultat implique que le degré de 1’activation microgliale soit fortement corrélé a
celui de I’atteinte neuronale. Par conséquent, nous avons également souhaité travailler sur un
modele permettant de moduler I’intensité de la 1ésion et de 1’expression de la microglie
activée. Dans la premicre partie de ce travail expérimental, nous avons utilisé un modele de
Iésion excitotoxique striatale unilatérale a I’acide quinolinique, en injectant 1’excitotoxine a

plusieurs concentrations, de sorte a produire différents degrés de neuroinflammation.

L’excitotoxicité se définit comme le phénomene de mort cellulaire (toxicité) induite
par des acides aminés excitateurs (AAE). Le potentiel excitateur des acides aminés
endogenes, le glutamate et 1’aspartate présents dans différentes régions cérébrales, a été
découvert dans les années 60 (Curtis & Watkins 1960). Il est caractérisé par une conductance

sodique et implique une dépolarisation neuronale (Curtis et al 1959). Le fait que les AAE
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soient présents en forte quantité dans le cerveau et qu’ils fassent partie du métabolisme
intermédiaire rendait peu probable leur rdle en tant que neurotransmetteur et leur role
physiologique a été I’objet de nombreux débats dans les années 70. Aujourd’hui, le glutamate
est considéré comme le neurotransmetteur excitateur principal dans le cerveau des vertébrés
supérieurs, et par conséquent les substances pharmacologiques utilisés dans les modeles

animaux d’excitotoxicité sont toutes des agonistes glutamatergiques.

Au terme de cette premiere partie expérimentale, nous avons recherché un modele
animal se rapprochant d’une future utilisation du CLINDE en recherche clinique, tout en
conservant les avantages du modele de lésion excitotoxique (Iésion focale et d’intensité
modulable). Une revue de la littérature et des échanges avec les cliniciens neurologues et
médecins nucléaires suggerent fortement I'intérét d’un traceur de la neuroinflammation
utilisable en imagerie TEMP dans 1’étude de I’accident vasculaire cérébral (cet élément sera
abordé dans les perspectives). Nous nous sommes donc intéressés aux modeles d’ischémie
cérébrale chez le rongeur, modeles dont nous ne disposions pas au sein du laboratoire,
contrairement au modele de 1ésion excitotoxique a 1’acide quinolinique. Pour mener a bien
cette deuxieme partie expérimentale, nous avons donc établi une collaboration scientifique
avec le groupe CERVOxy « Hypoxie et physiopathologie cérébrovasculaire », du centre
CYCERON a Caen. En effet, cette équipe de recherche est reconnue pour son expertise dans
différents modeles animaux d’ischémie cérébrale. Les acquisitions par IRM ont également eu

lieu a Caen.

L’ischémie cérébrale est définie comme 1’interruption ou la forte réduction du flux
sanguin, interrompant la distribution a la fois de 1’oxygene et du glucose dans certaines
structures cérébrales. On peut distinguer 3 catégories majeures de 1ésions ischémiques en
fonction de leur physiopathologie (Hossmann 1998) : [D'ischémie complete, le

microembolisme et I’ischémie focale transitoire ou permanente.
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Chez I’animal, une ischémie cérébrale complete peut étre créée en provoquant un arrét
cardiaque (injection intracardiaque de produit cardioplégique, compression intrathoracique...).
Mais, de nombreuses variantes techniques ont surtout été décrites sur la base de 1’occlusion
des carotides, qui a elle seule ne peut déclencher d’ischémie, sauf chez la gerbille, animal
dont le polygone de Willis est incomplet. Pour les autres especes, il faut cumuler 1’occlusion
des carotides avec une autre atteinte, telle la coagulation bilatérale préalable des arteres

vertébrales, ou une hypotension ou encore une augmentation de la pression intracranienne.

Les méthodes de microembolisme consistent en l’injection intracarotidienne de

microspheres calibrées, ou de bulles d’air, ou en I’induction d’une agrégation plaquettaire.

Ces 2 modeles présentent pour nous I’inconvénient d’induire une Iésion globale
(ischémie cérébrale complete) ou multifocale, et de distribution extrémement inhomogene

(microembolisme).

Nous avons donc choisi d’utiliser des modeles d’ischémie focale, entrainant une 1ésion
restreinte a un seul hémisphere cérébral suite a 1’arrét du flux sanguin dans I’artere cérébrale
moyenne (ACM), ce qui correspond en pathologie humaine aux AVC de I’artére sylvienne,
rencontrés dans la majorité des cas. Des modeles d’occlusion de I’ACM ont été décrits chez le
rat, la souris, la gerbille, le chat, le chien et le singe. L’occlusion peut étre réalisée par la pose,
selon différentes approches microchirurgicales, d’un clip, de facon définitive ou transitoire. Il
est également possible d’introduire un dispositif obstructif dans la lumiere vasculaire. Un
modele murin d’ischémie permanente par électrocoagulation de 1’ACM, reproductible, a
d’abord permis de valider la faisabilité de 1’étude de la neuroinflammation par le [1251]—
CLINDE dans ces modeles d’ischémie. Puis, dans un second temps, nous avons utilisé un
modele d’ischémie transitoire par occlusion de I’ACM chez le rat. Ce modele provoquant des

infarctus de tailles trés variables, nous avons étudié la relation entre 1’intensité de la
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neuroinflammation induite par I’ischémie dans des structures cérébrales distantes de la 1ésion

primaire, associée au phénomene de diaschisis, et le volume de la 1ésion ischémique.

C. Objectifs du travail de these

L’objectif de ce travail de these est de mieux caractériser le CLINDE, en mettant en
parallele les acquis principaux et les avancées réalisées en recherche préclinique, via des
modeles animaux, avec la réalité clinique dans le champ de la neuroinflammation afin
d’évaluer I'intérét de ce nouveau radiopharmaceutique iodé utilisable en imagerie TEMP pour
la recherche clinique. Nous avons également porté une attention particuliere a la relation entre
I’intensité d’une 1ésion cérébrale, excitotoxique ou ischémique, induite chez le rat, et le degré

de la réaction microgliale associée, mesurée ex vivo par le ['*1]-CLINDE.

II. Chimie et radiochimie du [125]]-CLINDE

A. Matériels et méthodes
1. Synthese chimique

Le précurseur stannique du CLINDE nous a été fourni par I’ANSTO. Brievement, le
4’-bromophényl et la 6-chloro-2-(4’-iodophényl)-3-(N,N-diéthyl)-imidazo[1,2-a]pyridine sont
préparés selon la méthode décrite dans la littérature (Katsifis et al 1997). Le précurseur
stannique est obtenu par traitement du dérivé bromé par le bis-tributylétain en présence de
palladium, dans le toluene (Figure 22), jusqu’a ce que le milieu de réaction vire au noir
(environ 12 heures). Le toluene est ensuite évaporé sous pression réduite, et le résidu purifié

par CLHP. Le précurseur stannique se présente sous la forme d’une poudre blanche.
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Figure 22. Synthese chimique du précurseur stannique du CLINDE

2. Synthese radiochimique

La synthése radiochimique du ['*’I]-CLINDE est réalisée par substitution électrophile
régiospécifique du groupement tributylétain par un atome d’iode 125 (Figure 23). Le mode
opératoire est décrit dans la littérature (Katsifis et al 2000a). Le précurseur stannique (100
ng), repris dans 200 plL d’acide acétique, est traité par une solution de Na'®I (activité
spécifique 81,4 GBg/umol ; PerkinElmer, France) suivi d’un ajout d’acide peracétique (1-3
%, 100uL) préparé extemporanément. L’acide peracétique oxyde 57 en BT, capable de
réagir avec le précurseur de CLINDE. Apres 5 minutes, la réaction est arrétée par 1’ajout de
200 pL de bisulfite de sodium (50 mg/mL) et de 200 puL de bicarbonate de sodium (50
mg/mL). Le produit est ensuite purifié par CLHP en phase inverse (colonne semi-préparative
C18 10 x 250 mm, Phenomonex), a débit constant de 4 mL / minute (acétonitrile-acétate
d’ammonium 0,1 M ; 60%-40%). Grace a un systeme de double détection UV/radioactivité
(détecteur de radioactivité Bioscan 3200, détecteur UV Vis Gilson (absorbance a 254 nm)), le
pic radioactif correspondant au ['*’I]-CLINDE est collecté et passé sur SepPack (CI8,
Waters), puis élué dans I’éthanol absolu pour €éliminer le solvant. Un échantillon est analysé
en CLHP en phase inverse (colonne analytique C18 4,1 x 250 mm PRP1, Cluzeau), a débit

constant de 1,5 mL / minute (acétonitrile - acétate d’ammonium 0,1 M 60%-40%) avec co-

injection de CLINDE froid (50 pL de solution a 1 mg/mL).
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Figure 23. Radiomarquage du CLINDE a I’iode 125 : réaction d’iododéstannylation par

substitution électrophile utilisant I’acide peracétique comme oxydant.

B. Résultats

Le ['®I]-CLINDE a été radiomarqué par substitution électrophile en faisant agir
Na['®1] sur le précurseur stannique, en présence d’acide peracétique comme agent oxydant, a
température ambiante. Apres purification par CLHP en phase inverse (temps de rétention de
15 minutes dans les conditions expérimentales utilisées, signal UV nul lors de la collecte du
pic radioactif de ['*’I]-CLINDE, assurant une bonne pureté chimique du produit), et passage
sur SepPack C18, le produit radiomarqué a été obtenu avec des rendements de marquage
compris entre 71 et 88%, une activité spécifique d’environ 80 GBg/pumol et une pureté
radiochimique supérieure a 95% (contrdle par co-injection avec le CLINDE froid) (Figure

24).
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Figure 24. Purification du ["*I]-CLINDE par CLHP : (colonne C18 10 x 250 mm,
Phenomonex ; débit constant de 4 mL/minute (acétonitrile - acétate d’ammonium 0,1 M
60%-40%)) (haut). Coinjection du composé radiomarqué avec du CLINDE froid (50 pL
de solution a 1 mg/mL, colonne analytique C18 4,1 x 250 mm PRP1, Cluzeau ; débit

constant de 1,5 mL/minute (acétonitrile - acétate d’ammonium 0,1 M 60%-40%)) (bas).
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C. Discussion

Le ['“I]-CLINDE a été radiomarqué par substitution électrophile aromatique
régiospécifique avec une reproductiblité dans le rendement de marquage et la pureté
radiochimique autorisant son utilisation pour les expérimentations décrites par la suite. Les
rendements de marquages, compris entre 71 et 88%, sont équivalents a ceux publiés par nos

collaborateurs australiens (Katsifis et al 2000a).

Cette réaction de substitution électrophile sur un précurseur aromatique activé a lieu
dans des conditions de marquage « douces » (température ambiante en solvant aqueux). Il
s’agit d’'un marquage a 1’iode par voie directe, I’atome d’iode étant fixé directement par
liaison covalente sur le vecteur d’intérét biologique. L’iode 125 étant fourni sous forme
diodure de sodium (Nal), les ions iodures doivent étre oxydés avant le marquage
(Bourdoiseau 1986). Nous avons utilisé ’acide peracétique car les résultats d’une étude
comparant les rendements de marquage du CLINDE obtenus avec 3 oxydants, la chloramine
T, I'iodogene, et 1’acide peracétique, sont largement en faveur de ce dernier (Katsifis et al

2000a).

Du fait de son faible encombrement stérique, la fixation d’un atome d’iode sur un
composé organique modifie peu la structure de la molécule. L.’iode est donc un radionucléide
particuliecrement adapté a I’imagerie moléculaire utilisant comme vecteur des ligands de
transporteur ou de récepteur dont la structure tridimensionnelle doit étre conservée. Par
ailleurs, I'iode acquiert un caractere hydrophobe en phase aqueuse, participant ainsi a la

lipophilicité du radioligand ce qui facilite son passage de la BHE.
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III. Modele animal de 1ésion excitotoxique

A. Physiopathologie du modéle choisi

L’injection intracérébrale d’excitotoxines agonistes du glutamate, comme 1’acide
quinolinique (AQ), I’acide kainique (AK) ou I’acide a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-
4-propionique (AMPA) (Figure 25), provoque une suractivation des récepteurs au glutamate.
Le sous-type de récepteur concerné est fonction de la substance administrée. Par exemple,
I’AQ se lie au sous-type N-méthyl-D-aspartate (NMDA), alors que 1I’AK active le récepteur
kainate, un récepteur non-NMDA. Il en résulte, entre autres perturbations de ’homéostasie
neuronale, une accumulation massive de calcium extracellulaire. Cette concentration €élevée
en calcium, qui agit comme un second messager, déclenche dans le cytoplasme une cascade
d’activations enzymatiques impliquant des enzymes protéolytiques, la phospholipase A2 et la
cyclooxygénase, et a un effet délétere par excitotoxicité cellulaire irréversible (Beal et al
1986; Bjorklund et al 1986; Block & Schwarz 1994; Topper et al 1993). Cette mort neuronale
s’accompagne de I’activation des cellules de la microglie et de la surexpression de la TSPO,
localisée a la 1ésion, alors que sa concentration dans le reste du cerveau reste indétectable. Par
conséquent, la lésion excitotoxique apparait comme un modele animal performant pour
I’évaluation de radioligands de la TSPO, permettant la détermination d’un rapport signal
spécifique / bruit de fond. Néanmoins, ce modele a pour inconvénient d’entrainer une rupture
de la BHE lors de I’injection, de qui peut influencer la distribution cérébrale du traceur.
Cependant, cette rupture de la BHE est réversible et son intégrité est restaurée dans les jours
suivant la chirurgie (Bolton & Perry 1998), alors que l’activation microgliale est encore

présente dans la 1ésion.
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Figure 25. Exemples d'excitotoxines agonistes du glutamate administrées par voie

intracérébrale pour induire une destruction neuronale par excitotoxicité.

Plusieurs publications étudiant la neuroinflammation a 1’aide de radioligands de la
TSPO utilisent un modele de 1ésion excitotoxique chez le rongeur, que ce soit avec I’AQ
(Belloli et al 2004; Moresco et al 2008), I’AK (Yanamoto et al 2007), ou I’ AMPA (Boutin et

al 2007a; Boutin et al 2007b; Chauveau et al 2009).

Nous avons travaillé sur le modele de 1€sion intrastriatale a I’acide quinolinique (AQ)
chez le rat. L’ AQ est une excitotoxine endogene formée dans de nombreux tissus, dont le foie
et le cerveau, comme un intermédiaire métabolique de la dégradation du tryptophane (Stone
2001). Administrée par voie intrastriatale chez le rat et le primate, elle induit une lésion se
rapprochant de la neurodégénérescence observée dans la chorée de Huntington (Guidetti et al
2004). La chorée de Huntington est une maladie chronique héréditaire a transmission
autosomique dominante associant des mouvements choréiques (mouvements uni- ou
bilatéraux anormaux involontaires spontanés, brusques et brefs, irréguliers et de grande

amplitude) et des troubles psychiques (détérioration intellectuelle pouvant aller jusqu’a la
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démence). Les symptomes apparaissent le plus souvent entre 30 et 40 ans, et la survie
moyenne est comprise entre 10 et 20 ans apres le diagnostic (Walker 2007). Des études
réalisées sur des cerveaux de patients atteints par la chorée de Huntington ont révélé une
destruction sélective des neurones GABAergiques exprimant le récepteur au glutamate du
sous-type NMDA par un processus excitotoxique (Young et al 1988), dont les caractéristiques
anatomopathologiques ressemblent a celles observées lors d’une injection intrastriatale d’AQ

(Beal et al 1991; Schwarcz et al 1983).

B. Matériels et Méthodes

1. Animaux

Cette étude a été conduite dans le respect de la 1égislation frangaise et des directives
européennes en matiere d’éthique en expérimentation animale. Des rats males de souche
Wistar (Centre d’élevage René Janvier, Le Genest St Isle, France) pesant 338 + 9 g au
moment de la lésion ont été utilisés pour ce travail. Les animaux ont été maintenus a
I’animalerie a température (23 £+ 0,5°C) et humidité (43 £ 8 %) constantes avec un cycle
nycthéméral d’alternance jour / nuitde 12 heures, avec nourriture et eau ad libitum. Une
phase d'acclimatation minimale de 3 jours a été observée entre le jour d'arrivée des animaux et
le début de l'expérimentation. Un total de 56 animaux a été nécessaire aux expériences

décrites ci-dessous.

2. Lésions a ’AQ
L’injection d’AQ (Sigma) se déroule sous anesthésie a I’isoflurane (AErrane, Baxter,

France), 4% pour I’'induction de I’anesthésie, puis 2% pour son maintien. Les animaux sont
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placés dans un appareil stéréotaxique de type David Kopf (barre d’incisive réglée a -3,3 mm).
La température corporelle de I’animal (36,9 + 0,6°C) est contrdlée pendant la chirurgie a
I’aide d’une sonde rectale. Apres incision de la peau, le crane est percé et une canule de 30
Gauges (Hamilton) est introduite dans le striatum droit aux coordonnées stéréotaxiques
suivantes : Antéropostériorité : + 0,7 mm ; Latéralité : - 3 mm ; Profondeur : - 5,5 mm, par
rapport au bregma (Paxinos & Watson 1986). Un volume de 2 pL de solution de tampon
phosphate 0,1 M (pH = 7,4) contenant différentes doses d’AQ (75, 150, ou 300 nmol) est
alors injecté a un débit de 0,5 pL / minute ; apres I’injection, la canule est maintenue dans la
méme position pendant 4 minutes supplémentaires puis retirée lentement pour éviter tout
reflux. La bréche osseuse est comblée avec de la cire de Horsley, la plaie est ensuite suturée,

et le rat remis dans sa cage, sous surveillance quotidienne jusqu’a son sacrifice.

3. Etude de la biodistribution cérébrale ex vivo du [*’I]-CLINDE et

compétition avec le PK11195

Pour chaque dose d’AQ (75, 150, ou 300 nmol) I’étude de la biodistribution cérébrale
du ['"*I]-CLINDE a été réalisée 6 jours apres la chirurgie. Les rats ont recu une injection
intraveineuse (veine pénienne) de 0,37 MBq de ['*I]-CLINDE dans 300 pL de NaCl 0,9 %
avec (groupes pré-injectés, n = 5-6) ou sans (groupes témoins, n = 5-6) pré-injection de
PK11195 (5§ mg/kg, Sigma), dans 300 pL. de NaCl 0,9%, 15 minutes avant le radioligand. Les
animaux ont été sacrifiés 30 minutes apres 1’injection de ['*I]-CLINDE. Plusieurs régions
cérébrales ont été prélevées et pesées : striatum droit et gauche, cortex droit et gauche,
hippocampe droit et gauche, et cervelet. Leur radioactivité respective a été mesurée a 1’aide

d’un compteur gamma (Cobra 5010, Packard) et traduite en pourcentage de la dose injectée
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par gramme de tissu en la comparant a celle de dilutions réalisées a partir d’échantillons

125

aliquotes de la solution injectée de [ “I]-CLINDE et normalisée pour un rat de 350 g.

4. Autoradiographies ex vivo au [*’I]-CLINDE

Les expériences d’autoradiographie ex vivo ont ét€ menées pour illustrer la distribution

cérébrale du [125

[]-CLINDE. Les résultats présentés sont uniquement qualitatifs. Deux rats
ayant recu une injection intrastriatale de 300 nmol AQ ont été injectés (veine pénienne) 6
jours post-chirurgie avec 1,5 MBq de ['*1]-CLINDE dans 300 pL de NaCl 0,9 % avec (rat
pré-injecté) ou sans (rat contrdle) pré-traitement au PK11195 (5 mg/kg dans 300 pL de NaCl
0,9%), 15 minutes avant le radioligand. Les animaux ont été sacrifiés 30 minutes apres
I’injection de ['®1]-CLINDE, le cerveau a rapidement été prélevé et congelé a —80°C. Des
coupes coronales de 20 pm d’épaisseur ont été réalisées au niveau du striatum, de
I’hippocampe et du cervelet, avec un microtome cryostat (Jung CM 3000, Leica) a —20°C et
montées sur des lames de microscope (Superfrost, Menzel Glaser). Les coupes ont été
exposées sur des films sensibles aux rayonnements gamma (Biomax MR, Kodak) dans une
chambre noire pendant 6 semaines, puis les films ont été révélés (révélateur Kodak 1[.24),

fixés (fixateur Kodak 3000), et séchés. Les images obtenues ont ensuite été scannées (Scanner

Epson Perfection 4870 Photo) et analysées (Logiciel Bvision + films, Biospace).

5. Autoradiographies in vitro au ['H]-PK11195

Chez des animaux 1ésés comme décrit ci-dessus, la densité en TSPO a été mesurée par
autoradiographie in vitro au [PH]-PK11195 (activité spécifique 3,14 GBqg/umol, Perkin
Elmer). Quinze rats Wistar méales (5 par dose d’AQ) ont été opérés comme décrit

précédemment, sacrifi€s a 6 jours post-chirurgie, et leur cerveau congelé a —80°C. Des coupes
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coronales de 20 pm d’épaisseur ont été réalisées au niveau du striatum et montées sur des
lames de microscope (Superfrost, Menzel Glaser). Les coupes ont été incubées pendant 30
min a température ambiante dans un tampon Tris (pH = 7,4) contenant 1 nM de [*H]-
PK11195. La fixation non-spécifique du [’H]-PK11195 a été estimée en incubant de la méme
facon des coupes adjacentes en présence d’un exces (1 uM) de PK11195 froid. Les coupes ont
ensuite été rincées a 2 reprises dans un tampon phosphate (0,1 M) a 4°C, plongées quelques
secondes dans I’eau distillée, et séchées a température ambiante. Les coupes ont été exposées
pendant 8 semaines avec des gammes étalon de tritium (*H-microscales, Amersham), puis les
films ont été révélés, fixés et séchés comme décrit précédemment. Les autoradiogrammes
obtenus ont ensuite été scannés (Scanner Epson Perfection 4870 Photo) et analysés (Logiciel

Bvision + films, Biospace).

Pour chaque animal, nous avons utilisé 1’hyperfixation du [3H]—PK11195, identifiée
visuellement, pour délimiter une région d’intérét (ROI-1) dans le striatum ipsilatéral a la
lésion excitotoxique ; la ROI contrdle a été choisie symétriquement dans le striatum
controlatéral, non 1é€sé (ROI-2). Le ratio de fixation spécifique du [3H]—PK11195 in vitro,
défini comme [(mesure ROI-1 (Bg/mg) - mesure ROI-2 (Bq/mg)) / mesure ROI-2 (Bg/mg)], a
été calculé apres soustraction du bruit de fond non spécifique. Au moins 5 coupes striatales

par animal ont été utilisées pour la quantification.

6. Immunohistochimie

Les cellules microgliales expriment spécifiquement sur leur membrane plasmique le
récepteur de la fraction C3 du complément (CR-3; complexe CD11b/CD18). Nous avons donc
utilisé 1’anticorps monoclonal OX-42 reconnaissant chez le rat I’antigene CD11b (Robinson et

al 1986) pour étudier la relation entre le degré d’excitotoxicité induit par I’AQ et I’intensité de
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I’activation microgliale par immunohistochimie sur lames. Douze rats Wistar males (4 par

dose d’AQ) ont été utilisés.

6.1 Préparation des cerveaux par perfusion intracardiaque

Six jours apres I’injection intrastriatale d’AQ, les rats sont anesthésiés (pentobarbital,
75 mg/kg, i.p.). La cage thoracique a ét€ ouverte et les tissus ont été fixés par une perfusion
intracardiaque de 120 mL de NaCl 0,9 % suivie de 120 mL de paraformaldéhyde (PFA) 4%.
Les cerveaux ont ensuite été rapidement prélevés sur de la glace et post-fixés pendant 24
heures dans du PFA 4%, a 4°C, avant d’€tre congelés a —80°C. Des coupes coronales de 20
um d’épaisseur sont ensuite réalisées dans le striatum a I’aide d’un microtome cryostat (Jung
CM 3000, Leica) a -20°C, et montées sur des lames Superfrost/Plus. Ces dernieres ont été

stockées a —80°C jusqu’a utilisation.

6.2 Principe de I'immunohistochimie

La détection immunohistochimique est basée sur la reconnaissance in situ d’une
protéine par une réaction immunologique spécifique. Le tissu est incubé dans un premier
temps avec un anticorps primaire, produit chez une espece animale X, qui reconnait
spécifiquement la molécule étudiée. Le complexe antigene-anticorps primaire formé est
reconnu par un anticorps secondaire, fabriqué chez une espece animale Y et dirigé contre les
immunoglobulines de I’espece X. Le complexe formé est mis en évidence directement a 1’aide
d’un marqueur fixé sur I’anticorps secondaire. Ce marqueur peut €tre une substance
fluorescente, une molécule radioactive ou encore une enzyme dont la détection est réalisée a

I’aide d’un substrat dont le produit de réaction forme un précipité insoluble (Figure 26).
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Figure 26. Principe de détection immunohistochimique de la microglie activée a I’aide
de P’anticorps primaire OX-42 dirigé contre le C3, exprimé spécifiquement a la

surface des cellules microgliales a I’état activé.

6.3 Caractérisation immunohistochimique de la microglie activée

Les coupes de striatum des rats 1ésés sont remises a température ambiante et sont
fixées au PFA 4% pendant 15 minutes. Apres saturation des peroxydases endogenes par H,O,
(110 volumes 0,5% dans I’éthanol absolu), les coupes sont pré-incubées 30 minutes avec du
sérum de chevre (Sigma) dilué au 1/200°™ dans du PBS 0,1 M - Gélatine 2% afin de saturer
les sites antigéniques non spécifiques. Elles sont ensuite incubées 3 heures a température
ambiante avec 1’anticorps primaire OX-42 produit chez la souris (1/1000°™, Serotec). Les

coupes sont lavées 3 fois 5 minutes (PBS 0,1M — Tween 0,1% - Gélatine 2% puis PBS 0,1M

— Tween 0,1%, puis PBS 0,1M). Le complexe antigéne-anticorps formé est ensuite reconnu
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par un anticorps secondaire biotinylé de lapin anti-immunoglobuline de souris, dilué au
1/200°™ dans du PBS 0,1M - Gélatine 2%, incubation de 30 minutes a température ambiante.
Les coupes sont a nouveau lavées 3 fois 5 minutes (PBS 0,1M — Tween 0,1% - Gélatine 2%
puis PBS 0,IM — Tween 0,1%, puis PBS 0,IM) et incubées avec le complexe ABC
(streptavidine — peroxydase) durant 30 minutes a température ambiante puis la révélation est
effectuée au DAB. Apres lavage au PBS 0,1M, les coupes sont déshydratées dans des bains
d’éthanol a concentration croissante (60%, 80%, 95% et 100%) puis fixées dans 1’Histoclear.

Les coupes sont ensuite montées entre lame et lamelle.

L’activation microgliale a ét€ mesurée par densitométrie semi-quantitative. Les coupes
ont été numérisées (module Sony XC77CE couplé a un objectif AF MicroNikkor 60 mm,
Nikon), et la densité optique de I'immunoréactivité OX-42 visualisée par le DAB a été
mesurée a I’aide du logiciel de traitement de I’image Histolab. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’augmentation de la densité optique dans le striatum 1ésé par rapport au coté
controlatéral a la 1ésion. Au moins 4 coupes striatales par animal ont été utilisées pour la

quantification.

7. Traitement statistique des données

Le traitement statistique des données a été effectué a 1’aide du logiciel Statview
(Abacus concepts Inc., USA). Les valeurs exprimées sont des moyennes * erreur standard sur
la moyenne (SEM). Dans I’étude de biodistribution cérébrale ex vivo, un test ¢ de Student pour
valeurs non appariées a été utilisé pour analyser I’effet du PK11195 froid chez les animaux
pré-injectés par rapport aux témoins. Un test ¢ de Student pour valeurs appariées a été utilisé
pour comparer le coté ipsilatéral (Iés€), au coté controlatéral (intact). Pour I’autoradiographie

in vitro et I’'immunohistochimie, les comparaisons statistiques ont été réalisées avec le test
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non paramétrique de Kruskal-Wallis. Le seuil de significativité a été fixé pour un risque

statistique de premier ordre p < 0,05.

C. Résultats

1. Etude de la biodistribution cérébrale et autoradiographie ex vivo au

['®I]-CLINDE, compétition avec le PK11195

La biodistribution cérébrale du [1251]—CLINDE chez les rats 1ésés avec différentes
doses d’AQ est exprimée en pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu (% DIl/g

tissu), comme indiqué dans la Figure 27A.
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Dans les groupes témoins (sans pré-traitement au PK11195), I’accumulation du [1251]—
CLINDE dans le coté gauche (non 1és€) du cerveau est faible (de 0,084 + 0,008 a 0,180 +
0,017 % Dl/g tissu) et constante quelles que soient la structure cérébrale considérée (cervelet,
striatum, cortex, hippocampe), et la dose d’AQ injectée, avec aucune différence significative
entre les groupes. Du coté droit (1€sé), une augmentation significative (p<0,001) de la fixation
in vivo du ["*’I]-CLINDE est observée dans le striatum pour chaque dose d’AQ (300 nmol :
0,552 + 0,109 % DI/g tissu, soit +349 % comparé au coté controlatéral ; 150 nmol : 0,378 +

0,059 % Dl/g tissu, soit +229 % ; 75 nmol : 0,317 + 0,106 % DI/g tissu, soit +248 %).

Une augmentation statistiquement significative (p<0,001) est également constatée
dans le cortex ipsilatéral pour chaque dose d’AQ (300 nmol : 0,385 + 0,126 % DI/g tissu, soit
+194 % comparé au co6té controlatéral ; 150 nmol : 0,237 + 0,075 % DI/g tissu, soit +112 % ;
75 nmol : 0,176 £+ 0,068 % DI/g tissu, soit +81 %). Dans I’hippocampe, une faible
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augmentation de la fixation du [ “I]-CLINDE non statistiquement significative a ét€ mesurée

du coté 1€sé par rapport au coté intact pour chaque dose d’AQ.

Les résultats du pré-traitement au PK11195 (5 mg/kg) sur la biodistribution cérébrale
du ["*I-CLINDE sont également présentés dans la Figure 27A. Nous observons une
réduction de la fixation dans tout le cerveau, la diminution la plus significative étant mesurée
dans le striatum et le cortex ipsilatéraux (82 % et 81 %, respectivement, dans le groupe de rats
1ésés avec 300 nmol d’AQ). La fixation du [1251]—CLINDE est également réduite chez les rats
1ésés avec 150 et 75 nmol d’AQ, qui montrent le méme profil d’inhibition, avec une
diminution importante de 1’activité mesurée dans le striatum et le cortex ipsilatéraux (- 76 %

et — 75 % pour les animaux 1€sés avec 150 nmol d’AQ, - 82 % et — 75 % pour ceux 1ésés avec

75 nmol).
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La relation entre la dose d’AQ injectée dans le striatum droit et le niveau de
radioactivit¢é mesurée est présentée dans la Figure 27B. La fixation du ['*1]-CLINDE
augmente avec la quantité d’AQ administrée, que ce soit dans le striatum ou dans le cortex.
Une analyse de régression linéaire montre une corrélation significative entre ces 2 parametres

dans le striatum et le cortex ipsilatéraux (striatum : 12 = 0,9935 ; cortex : 12 = 0,9979).

Les images d’autoradiographie ex vivo, illustrant la distribution striatale et corticale de
la radioactivité 30 minutes apres 1’injection de ['*1]-CLINDE chez des rats 1ésés avec 300

nmol d’AQ, sont présentées dans la Figure 28.

Figure 28. Images d'autoradiographie ex vivo de la distribution du ['*1]-CLINDE dans
le striatum et le cortex. Des coupes frontales de cerveau de rat contréle (a), et pré-traité
au PK11195 (b) sont présentées.

Les autoradiographies réalisées a partir du rat témoin (Figure 28a) montrent une
localisation préférentielle de 1’activité dans le striatum ipsilatéral, et a un degré moindre dans
le cortex, comparativement au coté controlatéral. Dans I’étude de saturation (Figure 28b), le

prétraitement au PK11195 induit une forte diminution de la radioactivité fixée.
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2. Autoradiographies in vitro au ["H]-PK11195

Les images d’autoradiographie in vitro, illustrant la fixation striatale du ["H]-PK11195
en fonction de la quantité d’AQ injectée, sont présentées dans la Figure 29A. La fixation du
[3H]—PK1 1195 est faible dans le striatum controlatéral (77,5 + 17,4 Bq/mg de tissu), et plus ou
moins constante quelle que soit la dose d’AQ utilisée. A contrario, cette fixation spécifique
augmente du coté 1ésé (p<0,001) avec la dose d’AQ : 224 + 13, 205 £ 10, et 122 +24 Bg/mg

de tissu pour respectivement 300 (n = 5), 150 (n =4) et 75 nmol AQ (n =5).
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Fixation ex vivo du CLINDE (% dose injectée / gramme de tissu)

Figure 29. (A) Images d’autoradiographie in vitro de la fixation du ["H]-PK11195 sur des
coupes striatales de cerveaux de rats lésés avec différentes doses d’AQ : 75 (a, n = 5), 150
(b, n = 4) et 300 nmol (c, n = 5). (B) Relation entre la fixation ex vivo du [1251]-CLINDE et
celle du [PH]-PK11195 in vitro dans le striatum ipsilatéral, rapportée au coté

controlatéral, pour chaque dose d’AQ.
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Comme le montre la Figure 29B, la fixation du [1251]—CLINDE exprimée en
pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu est corrélée a la fixation spécifique du

[*H]-PK11195 dans le striatum ipsilatéral rapportée au c6té controlatéral, pour chaque dose

d’AQ.

3. Immunohistochimie

N

La Iésion excitotoxique a I’AQ augmente de facon significative (p<0,001)
I’immunoréactivit¢ OX-42, par rapport au c6té controlatéral (Figure 30). La mesure semi-
quantitative de la densité optique dans le striatum permet d’observer une relation positive
entre la dose d’AQ utilisée pour induire le processus excitotoxique et I’immunoréactivité
mesurée par un anticorps spécifique de la microglie activée : +295 + 62%, +239 + 36%, et
+162 + 21% pour respectivement 300, 150, et 75 nmol AQ, par rapport au striatum

controlatéral.

-y 1mm

: a - S~ b ‘ o »ff;;? ; 1574;}[ c H
Figure 29. Immunohistochimie OX-42 (anticorps spécifique de la microglie activée) dans le

striatum de rats 1ésés avec différentes quantités d’AQ : 75 (a, n = 2), 150 (b, n = 2) et 300

nmol (¢, n = 4).
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IV. Modeles animaux d’ischémie cérébrale

A. Physiopathologie des modeéles choisis

L’accident vasculaire cérébral (AVC) constitue avec les différentes formes de cancer
et les maladies cardio-vasculaires I’une des causes majeures de mortalité. Aux Etats-Unis,
selon les dernieres statistiques provenant de 1’American Heart Association, environ une
personne par minute est touchée par cette pathologie et 160 000 patients en décedent chaque
année. En France, on estime a plus de 150 000 le nombre de personnes touchées chaque année
par cette pathologie vasculaire cérébrale. Les AVC constituent ainsi 1’urgence clinique
neurologique la plus fréquente dans les pays industrialisés et entrainent un cofit tres important
en termes de santé publique, estimé a environ 10 000 a 15 000 euros par patient pour 3 mois
de prise en charge médicale. Environ un quart des patients décedent dans les 3 mois suivant
I’accident, et environ la moitié dans les 12 mois post-infarctus cérébral. Si un quart des
patients récuperent sans séquelle évidente, les autres sont le plus souvent atteints de déficits
neurologiques invalidants pouvant toucher différentes fonctions (motrices, spatio-temporelles,
mnésiques, comportementales ou sensorielles) selon la localisation et 1I’étendue de la région
cérébrale touchée. Méme si les causes et les conséquences de cette affection semblent bien
connues, une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires controlant
cette pathologie pourrait contribuer efficacement a améliorer la prise en charge des AVC. On
regroupe sous le terme d’AVC deux grands types distincts : les AVC de type hémorragique
(environ 15% des AVC), consécutifs a la rupture d’un vaisseau cérébral, et les AVC de type
ischémique ou infarctus cérébral (environ 85% des AVC) qui résultent de I’obstruction d’un
vaisseau cérébral. Les AVC ayant pour cause 1’occlusion de l’artere cérébrale moyenne
(ACM), ou artere sylvienne, représentent a eux seuls environ la moitié de la totalité des AVC

(Bamford et al 1991; Feigin et al 2009). Les modeles animaux d’ischémie cérébrale choisis
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pour cette étude sont ceux qui reproduisent au plus juste cette forme d’AVC la plus répandue

chez I’homme.

La pénombre est définie comme la région cérébrale entourant le foyer ischémique et
est caractérisée par une altération neuronale potentiellement réversible (Ginsberg 2003). Par
conséquent, cette zone de pénombre est la cible de nombreux travaux scientifiques destinés a
développer et évaluer des traitements neuroprotecteurs. L’étude par imagerie moléculaire
utilisant 1’autoradiographie ex vivo de la réaction neuroinflammatoire associée a I’altération
du métabolisme des cellules du parenchyme cérébral pouvant conduire a la mort neuronale
dans la pénombre est délicate, de par la difficulté a délimiter précisément des régions
d’intéréts en distinguant les tissus constituant le foyer ischémique de la pénombre. De plus, la
tres grande fragilité a la coupe des tissus atteints par 1’ischémie rend difficile toute analyse

quantitative de la fixation du radioligand.

La dégénérescence neuronale associée a 1’ischémie cérébrale est un processus
complexe, évoluant a la fois dans le temps et dans I’espace. En effet, une atteinte des neurones
appartenant a des structures cérébrales situées a distance de I’infarctus, et donc indemnes de
toute exposition directe a ’ischémie, a été caractérisée et définie il y a plus d’un siecle sous le
terme de diaschisis (Von Monakow 1906). Ce diaschisis a également déja été observé chez
des patients par imagerie moléculaire (De Reuck et al 1997; Martin et al 1987). Dans
I’ischémie cérébrale focale, ces dommages neuronaux secondaires sont systématiquement
observés dans le thalamus et la substance noire, et parfois, selon la procédure utilisée pour

induire la 1ésion, également dans 1’hippocampe.

Alors qu’il est aujourd’hui admis que la réaction microgliale est impliquée dans

I’altération neuronale suite a une ischémie cérébrale (Danton & Dietrich 2003), la

neuroinflammation associée au diaschisis est encore peu étudiée. La caractérisation de ce
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phénomeéne présente pourtant un intérét indiscutable pour 1’évaluation de nouveaux
traitements dans la prise en charge de I’AVC, le suivi de la maladie, et la compréhension de sa
physiopathologie. Nous avons donc porté notre intérét sur 1’évaluation par autoradiographie
ex vivo au [1251]—CLINDE de la neuroinflammation induite dans le thalamus et la substance

noire réticulée dans des modeles d’ischémie cérébrale focale par occlusion de I’ ACM.

B. Matériels et méthodes

1. Animaux

Cette étude a été conduite dans le respect de la législation francaise et des directives
européennes en matiere d’éthique en expérimentation animale. Des souris males, adultes, de
souche Swiss et des rats males, adultes, de souche Sprague-Dawley (Centre d’élevage René
Janvier, Le Genest St Isle, France), pesant respectivement 37 + 1 g et 279 £ 19 g au moment

de la 1ésion ont été utilisés pour ce travail.

2. Modéle d’occlusion permanente de ’ACM chez la souris
2.1 Chirurgie
Il s’agit d’un modele non réversible, initialement développé par Tamura (Tamura et al
1981), qui consiste a exposer et électrocoaguler I’ACM apres dissection du muscle temporal

et craniectomie. L’ infarctus induit est trés reproductible et délimité au cortex temporo-pariétal

(Figure 31).
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Figure 30. Représentation schématique de la technique d’occlusion permanente de

I’ACM par électrocoagulation bipolaire (Macrae & Carswell 2006).

La chirurgie a été réalisée sous anesthésie (isoflurane 1,5-2% (AErrane, Baxter,
France) dans un mélange air / oxygene contenant 30% d’O,) sur 34 souris Swiss males par
électrocoagulation bipolaire de I’ACM gauche. Sous microscope, une incision est pratiquée
entre ’ceil et I’oreille. Le muscle temporal est disséqué ; la partie distale de la MCA est alors
visible au travers de I’os cranien translucide. Une craniectomie est ensuite pratiquée a I’aide
d’une foreuse dentaire, et la portion distale de I’ACM gauche est coagulée par diathermie
bipolaire (Aesculap TB50, Tuttlingen, Allemagne). La température corporelle de I’animal a
été mesurée et maintenue a 37,4 + 0,7°C pendant toute la procédure chirurgicale a I’aide
d’une couverture chauffante (Harvard, les Ulis, France) connectée a une sonde rectale. Le
muscle temporal et les tissus mous sont alors replacés, I’incision suturée, et 1’animal remis

dans sa cage, sous surveillance quotidienne.

2.2 Autoradiographies ex vivo au [ 1211.CLINDE

Le ['*I)-CLINDE (1,5 MBq dans 200 pL de NaCl 0,9 %) a été injecté par voie i.v.
(veine pénienne) a 3, 8, 15 ou 21 jours apres 1’occlusion permanente de I’ACM (n = 5-6 par

groupe). A 15 jours post-occlusion, la spécificité et la saturabilité de la liaison du ['%1)-
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CLINDE a la TSPO, ainsi que sa sélectivité pour la TSPO par rapport aux CBR ont été
étudiées par des expériences de compétition consistant en une pré-injection i.v. de PK11195
(5 mg/kg, Sigma), de CLINDE « froid » (5 mg/kg), ou de flumazénil (4 mg/kg, Roche) dans
200 puL de NaCl 0,9%, 15 minutes avant 1’injection en bolus du radioligand (n = 4 par
groupe). Les animaux sont sacrifiés par décapitation 30 minutes apres ’injection de ['*1]-
CLINDE, le cerveau est prélevé et rapidement congelé a —80°C. Des coupes coronales de 20
um d’épaisseur ont été réalisées dans les structures d’intérét (cortex temporo-pariétal et
thalamus) a 1’aide d’un atlas stéréotaxique du cerveau de souris ((Franklin & Paxinos 1997),
coordonnées stéréotaxiques : antéropostériorité : + 1,32 a -0,94 mm ; -1,28 a -2,12 mm par
rapport au bregma, respectivement) avec un microtome cryostat (Jung CM 3000, Leica) a
—20°C puis fixées par adhérence sur des lames de microscope (Superfrost, Menzel Glaser).
Des films autoradiographiques Kodak Biomax (Eastman Kodak Company, New York, USA)
sensibles aux rayonnements gamma de basse énergie ont été exposés a ces coupes ainsi qu’a
des standards étalons d’iode 125 (1251—microscales; Amersham) pendant 1 semaine, dans une
chambre noire a température ambiante. Les films sont ensuite révélés (révélateur Kodak L.24),
fixés (fixateur Kodak 3000), et séchés. Les images obtenues sont ensuite numérisées a 1’aide

d’un scanner (Epson Perfection 4870 Photo) et analysées (Logiciel Bvision + films, Biospace).

Des coupes adjacentes a celles prélevées au niveau du cortex temporo-parietal pour
I’autoradiographie ex vivo ont été utilisées pour une caractérisation histologique de la 1ésion

ischémique primaire par coloration au crésyl-violet.

2.3 Autoradiographies : analyse et quantification

Pour chaque coupe, nous avons utilisé 1’hyperfixation du [1251]—CLINDE, identifiée

visuellement, pour délimiter une région d’intérét (ROI-1) dans le thalamus ipsilatéral a
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I’occlusion de 'ACM ; la ROI contrdle a été choisie symétriquement dans le thalamus
controlatéral (ROI-2). Le ratio de fixation (RF) du [1251]—CLINDE ex vivo, défini comme
[(mesure ROI-1(Bg/mg) —mesure ROI-2 (Bg/mg)) / mesure ROI-2 (Bg/mg)], a été calculé
apres soustraction du bruit de fond non spécifique. Le thalamus a ainsi été entierement
analysé pour chaque animal (soit environ 20 coupes / cerveau), et les sections présentant un
RF > 80% ont été retenues (un seuil de 80% a été retenu pour le RF au regard de la
sensibilité de la méthode autoradiographique (Watanabe et al 2000)). La surface de la ROI-1
(mm?) de ces sections a ensuite été multipliée par le RF associé pour obtenir un indice
quantitatif de la fixation thalamique du [1251]—CLINDE (mm? x RF(%)) pour la section. La

125I]—CLINDE dans le thalamus a été calculée en considérant chacune des

fixation totale du [
sections retenues, 1’épaisseur des coupes et la distance entre la coupe considérée et la coupe

suivante. Elle est exprimée en mm® x RF(%).

3. Modele d’occlusion transitoire de ’ACM chez le rat

3.1 Chirurgie

Ce modele, initialement développé par Koizumi (Koizumi et al 1986), puis modifié
par Longa (Longa et al 1989), consiste en I'introduction d’un dispositif occlusif constitué
d’un fin fil de nylon épaissi a son extrémité dans la carotide externe et guidé jusqu’a 1’origine
de I’ACM pour y interrompre de débit sanguin. Ce modele présente plusieurs avantages : il ne
nécessite pas de craniectomie et est facilement réversible pour induire une ischémie focale
transitoire, conduisant au développement de gros infarctus impliquant les aires corticales et

striatales (Kloss et al 2002; Oliff et al 1995), (Figure 32).
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Figure 31. Représentation schématique de la technique d’occlusion intraluminale
transitoire de ’ACM (Longa et al 1989). ACA : anterior cerebral artery ; MCA : middle
cerebral artery; PCA : posterior cerebral artery ; ECA : external cerebral artery ;

ICA : internal cerebral artery (Macrae & Carswell 2006).

La taille de I'infarctus dans ce modele est tres variable ; de nombreux facteurs y
contribuent, comme le diametre du filament (Abraham et al 2002), le débit sanguin dans les
vaisseaux collatéraux (Stoll et al 1998), la méthode d’anesthésie (Haelewyn et al 2003), la
souche, 1’élevage de provenance, 1’dge et le poids de I’animal (Oliff et al 1995). Afin
d’obtenir une variabilité interindividuelle du volume ischémique encore plus grande, nous
avons fait varier la durée de 1’occlusion de I’ACM : 30 min (n = 8), ou 90 min (n = 9) (Garcia

et al 1997; Memezawa et al 1992).

Par ailleurs, la mortalité observée avec ce modele n’est pas négligeable a cause de
I’important volume de I’infarctus induit et de I’cedéme associé. Ce parametre a nécessité
d’augmenter le nombre d’animaux pour notre étude: 22 rats ont été 1ésés pour une
expérimentation finale portant sur un total de 17 animaux, soit une mortalité due a la chirurgie
supérieure a 20%, observée essentiellement dans le groupe d’animaux dont 1’occlusion a duré

90 min.
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La chirurgie a été réalisée sous anesthésie a 1’isoflurane ((AErrane, Baxter, France),
2,5% dans un mélange air / oxygene contenant 30% d’O,). La température corporelle de
I’animal a été régulée (37,5-38°C) pendant toute la procédure chirurgicale a 1’aide d’une
couverture chauffante (Harvard, les Ulis, France). Une incision longitudinale a été pratiquée
au niveau de la trachée. La bifurcation carotidienne (artere carotide commune (ACC), artere
carotide externe (ACE) et artere carotide interne (ACI)) a été dégagée d’entre les muscles
péri-trachéaux et le muscle sterno-mastoidien. L’ACC a été clampée par un microclip
vasculaire, et ’ACE distale électrocoagulée. Un filament en nylon (diametre : 0,18mm),
équipé a son extrémité distale d’un manchon occlusif en colle thermofusible (longueur :
3mm ; diametre : 0,38mm) a alors été inséré dans le lumen de I’ ACE sectionnée. Le moignon
de I’ACE a ensuite été aligné avec I’ACI, permettant au filament d’€tre poussé dans 1’ACI
jusqu’a ce que le manchon occlusif du filament se retrouve au niveau de 1’origine de I’ ACM,
interrompant ainsi le débit sanguin dans celle-ci. Le positionnement correct du filament a été
validé par la chute du débit sanguin (25%-75%) mesurée par laser doppler. A la fin de
I’intervention, des points de suture ont été réalisés pour refermer la peau du cou, et
I’anesthésie stoppée. Trente ou 90 minutes plus tard, I’animal a été ré-anesthésié, et, apres
réouverture des points de suture au niveau du cou, la restauration du débit sanguin dans
I’ACM, ou reperfusion, a été obtenue en retirant le filament occlusif. L’incision a été suturée,
et animal remis dans sa cage. Durant la semaine suivante, il a recu une injection sous-
cutanée de 1 mL de NaCl 0,9% biquotidienne, afin de prévenir une déshydratation post-

chirurgicale.
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3.2 IRM et mesure du volume d’infarci

Les données d’IRM ont été acquises a 20 jours post-occlusion dans un aimant
horizontal de 7T Pharmascan 70/16 (Bruker Biospin) équipé d’une antenne de volume
quadrature (diametre interne 38 mm) pour 1’émission/réception. Les rats ont été anesthésiés a
I’isoflurane ((AErrane, Baxter, France), 2% dans un mélange air / oxygene contenant 30%
d’O,), positionnés dans un berceau et maintenus par des barres d’oreille et une barre a dents
pour minimiser les mouvements de la téte. La température corporelle de I’animal a été régulée
(37,5-38°C) pendant toute la procédure d’acquisition, et la fréquence respiratoire monitorée
en continu. Une imagerie de repérage en écho de gradient a tout d'abord été réalisée pour
permettre le placement des coupes. Des images pondérées T2 accélérées sont ensuite acquises
(séquence RARE avec facteur d'accélération de 8; TE effectif de 65ms; TR 5000ms; 4
accumulations; champ de vue 3,84x3,84 sz; 20 coupes contigiies, épaisseur de coupe de 0,75

mm; matrice 256x192 extrapolée a 256x256; temps d'acquisition 8 min).

Le logiciel d'analyse d'images Image J (Rasband, 1997-2006) a été utilis€é pour
mesurer le volume d’infarctus pour chaque animal. Pour chaque section, une région d’intérét
(ROI) correspondant au tissu corticostriatal infarci a été délimitée et un volume élémentaire a
été obtenu en multipliant la surface de la ROI par la distance de la coupe considérée a la
coupe suivante. Le volume d’infarctus (mm”) a été calculé pour chaque rat en additionnant les
volumes élémentaires. Les volumes thalamiques ipsi- (VTI) et controlatéraux (VTC) a la
1ésion ont été mesurés et I’atrophie thalamique a été calculée en appliquant la formule : [(VTC

- VTI) / VTC].
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3.3 Autoradiographies ex vivo au ['*’I]-CLINDE

Le ['*I]-CLINDE (3 MBq dans 500 pL de NaCl 0,9 %) a été injecté par voie i.v.
(veine pénienne) a 21 jours apres 1’occlusion transitoire de I’ACM, soit le lendemain des
acquisitions IRM. Les animaux ont été sacrifiés par décapitation 30 minutes apres 1’injection
de ['*’I]-CLINDE, le cerveau prélevé et rapidement congelé a —80°C. Des coupes coronales
de 20 um d’épaisseur ont été réalisées dans les structures d’intérét : site de I’infarctus primaire
(cortex et striatum), thalamus et substance noire réticulée (SNr), a 1’aide d’un atlas
stéréotaxique du cerveau de rat ((Paxinos & Watson 1986), coordonnées stéréotaxiques :
antéropostériorité : + 2,20 a -1,30 mm ; -1,80 a -4,30 mm ; -4,52 a -6,30 mm par rapport au
bregma, respectivement) avec un microtome cryostat (Jung CM 3000, Leica) a —20°C puis
fixées par adhérence sur des lames de microscope (Superfrost, Menzel Glaser). Des films
autoradiographiques Kodak Biomax (Eastman Kodak Company, New York, USA) sensibles
aux rayonnements gamma de basse €nergie ont été exposés a ces coupes ainsi qu’'a des
standards étalons d’iode 125 (IZSI—microscales; Amersham) pendant 1 semaine, dans une
chambre noire a température ambiante. Les films ont ensuite été révélés (révélateur Kodak
L.24), fixés (fixateur Kodak 3000), et séchés. Les images obtenues ont ensuite été numérisées

a I’aide d’un scanner (Epson Perfection 4870 Photo) et analysées (Logiciel Bvision + films,

Biospace).

3.4 Autoradiographies : analyse et quantification

Pour chaque coupe, nous avons utilisé I"hyperfixation du ['*’I]-CLINDE, identifiée
visuellement, pour délimiter une région d’intérét (ROI-1) dans le thalamus et la SNr du coté
ipsilatéral a ’occlusion de ’ACM ; la ROI controle a été choisie symétriquement dans le

thalamus ou la SNr controlatéral (ROI-2). Le ratio de fixation (RF) du ['*I]-CLINDE ex vivo,
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défini comme [(mesure ROI-1(Bg/mg) — mesure ROI-2 (Bq/mg)) / mesure ROI-2 (Bg/mg)], a
été calculé apres soustraction du bruit de fond non spécifique. Le thalamus et la SN ont ainsi
été enticrement analysés pour chaque animal (soit 29 a 42 coupes / structure), et les sections
présentant un RF > 80% ont été retenues. La surface de la ROI-1 (mm?) de ces sections a
ensuite été multipliée par le RF associé pour obtenir un indice quantitatif de la fixation
thalamique ou nigrale du [1251]—CLINDE (mm? x RF(%)) pour la section. La fixation totale du
[1251]—CLINDE dans le thalamus et la SNr a été calculée en considérant chacune des sections
retenues, I’épaisseur des coupes et la distance entre la coupe considérée et la coupe suivante.

Elle est exprimée en mm® x RF(%).

3.5 Immunohistochimie

L’activation microgliale et la dégénérescence neuronale ont été étudiées dans les
structures d’intérét des cerveaux de rats ischémiques par immunohistochimie sur lame.
L’anticorps monoclonal OX-42 a été utilis€é comme anticorps primaire pour marquer les
cellules microgliales et I’anticorps NeuN, marqueur neuronal dirigé contre la protéine

nucléaire NeuN (Xu et al 1997), pour marquer les corps cellulaires des neurones.

Du fait de la grande variabilité interindividuelle observée dans le modele d’ischémie
cérébrale choisi, ces expériences ont été menées sur les mémes animaux que ceux utilisés
pour I’autoradiographie, afin de permettre la comparaison des résultats obtenus par les 2
techniques. Deux séries (une par anticorps) de coupes coronales (20 pm d’épaisseur),
adjacentes a celles prélevées pour 1’autoradiographie ex vivo ont donc été utilisées, et par
conséquent, les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des cerveaux ‘“non

perfusés”.
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Les coupes ont été remises a température ambiante et fixées au PFA 4% pendant 15
minutes. Apres saturation des peroxydases endogenes par H,O, (110 volumes 0,5% dans
I’éthanol absolu), les coupes ont été pré-incubées 30 minutes avec du sérum de chevre
(Sigma) dilué au 1/200°™ dans du PBS 0,1 M - Gélatine 2% afin de saturer les sites
antigéniques non spécifiques. Elles ont ensuite été incubées 3 heures a température ambiante
en présence de I’anticorps spécifique de 1’antigene d’intérét (anticorps primaire), produit chez
la souris (OX-42, dilution 1/1000°™, Serotec ; NeuN, dilution 1/1000°™, Millipore). Deux
lames «témoin négatif », incubées en 1’absence d’anticorps primaire, ont servi pour le
controle de la spécificité du marquage immunohistochimique. Les coupes ont été lavées 3 fois
5 minutes (PBS 0,IM — Tween 0,1% - Gélatine 2% puis PBS 0,1M — Tween 0,1%, puis PBS
0,1M) et le complexe antigene-anticorps formé a ensuite été reconnu par un anticorps
secondaire biotinylé de lapin anti-immunoglobuline de souris, dilué au 1/200°™ dans du PBS
0,1M - Gélatine 2%, incubation de 30 minutes a température ambiante. Les coupes ont a
nouveau été lavées 3 fois 5 minutes (PBS 0,1M — Tween 0,1% - Gélatine 2% puis PBS 0,1M
— Tween 0,1%, puis PBS 0,IM), incubées avec le complexe ABC (streptavidine —
peroxydase) durant 30 minutes a température ambiante puis la révélation a été effectuée au
3’,3-diaminobenzidine (DAB, Sigma). Apres lavage au PBS 0,IM, les coupes ont été
déshydratées dans des bains d’éthanol a concentration croissante (60%, 80%, 95% et 100%)
puis fixées dans I’Histoclear. Les coupes ont ensuite été montées entre lame et lamelle, puis

numérisées (module Sony XC77CE couplé a un objectif AF MicroNikkor 60 mm, Nikon).
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4. Traitement statistique des données

Le traitement statistique des données a été effectué a 1’aide du logiciel Statview
(Abacus concepts Inc., USA). Les valeurs exprimées sont des moyennes * erreur standard sur

la moyenne (SEM).

Dans les travaux réalisés sur le modele d’occlusion permanente chez la souris, la
fixation thalamique du ['*1]-CLINDE dans les différents groupes a été comparée par une
analyse de variance a 1 facteur (ANOVA 1), ou le facteur est I'intervalle de temps entre la
lésion et I’injection du traceur pour I’étude cinétique, et le traitement pour 1’étude de
compétition. Lorsque les résultats de I’ANOVA étaient significatifs, les groupes
expérimentaux on été comparés entre eux par un test post-hoc de comparaison multiple Fisher
LSD. Un test ¢ de Student pour valeurs appariées a été utilis€é pour comparer la fixation

thalamique du ['*’I]-CLINDE entre les cotés ipsi- et controlatéral.

Dans le modele d’occlusion transitoire chez le rat, les volumes d’infarctus entre les 2
groupes (occlusion de 30 ou 90 min) ont été comparés par un test non paramétrique d’analyse
des moyennes de petits échantillons indépendants ou test de Mann et Whitney. Un test ¢ de
Student pour valeurs appariées a été utilisé pour comparer la fixation du ['*’I]-CLINDE dans
le thalamus et la SNr entre les cOtés ipsi- et controlatéral. La relation entre les volumes de
Iinfarctus dans le cortex et le striatum et le fixation thalamique et nigrale du ['*’I]-CLINDE a

été étudiée par calcul du coefficient de corrélation de Pearson.

Le seuil de significativité a été fixé pour un risque statistique de premier ordre p <

0,05.
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C. Résultats

1. Modéle d’occlusion permanente de ’ACM chez la souris

1.1 Cinétique de la fixation thalamique du [ 1B11.CLINDE

Suite a I’occlusion permanente de I’ACM, tous les animaux de cette étude ont montré
des signes d’ischémie cérébrale a 1’analyse histologique des coupes au crésyl-violet. Ces
dommages sont limités au cortex temporo-pariétal du territoire de I’ACM.
Macroscopiquement, ces zones apparaissent d’une coloration plus marquée par comparaison a
leurs homologues controlatéraux, témoignant de la formation d’un cedeme cérébral (Figure
33A). Les images d’autoradiographie ex vivo, illustrant la distribution de la radioactivité 30

. TS 125
minutes aprés l'injection de [

[]-CLINDE montrent une localisation préférentielle de
I’activité dans le cortex temporo-pariétal ipsilatéral (Figure 33B), associée a une excellente

corrélation spatiale avec le marquage au crésyl-violet.
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Figure 32. Ischémie cérébrale focale permanente sur souris Swiss induite par
électrocoagulation de ’ACM : images de coloration histologique au crésyl-violet (A) et
d’autoradiographie ex vivo de la distribution du [1251]-CLINDE (B) chez la méme souris,

3 jours apres I’occlusion.

144



Une accumulation du [1251]—CLINDE est également détectée dans le thalamus
ipsilatéral des 3 jours post-occlusion (p<0,01 comparativement au thalamus controlatéral).
Son intensité augmente durant les 3 semaines de 1’étude (Figure 34A), traduisant une
expansion progressive et statistiquement significative de la fixation thalamique du traceur au

cours du temps (p<0.05, Figure 34B).
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Figure 33. Cinétique de fixation du ['**I]-CLINDE dans le thalamus ipsilatéral a I’occlusion permanente
de PACM. (A) Autoradiographies ex vivo illustrant I’accumulation du [1251]-CLINDE : des coupes
coronales réalisées au niveau du thalamus de souris soumises a une occlusion de 3, 8, 15, ou 21 jours sont
présentées. (B) Evolution de I’intensité de la fixation thalamique du [1251]-CLINDE au cours du temps. (* :
p < 0,05, n = 5-6 / groupe).
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1.2 Etudes de compétition

Les études de compétition ex vivo du ['*I]-CLINDE avec divers ligands froids ont été
menées a 15 jours post-occlusion. Les résultats du prétraitement au PK11195 (5 mg/kg), au
CLINDE (5 mg/kg) ou au flumazénil (4 mg/kg) sur la biodistribution cérébrale du [1251]—
CLINDE sont illustrés dans la Figure 35A. Nous avons observé une réduction significative
(p<0,001) de 1a fixation thalamique du traceur chez les animaux pré-injectés avec un exces de
PK11195 ou de CLINDE, les 2 ligands froids de la TSPO présentant un profil d’inhibition
équivalent (PK11195 : -84% ; CLINDE : -81%), alors qu’aucune différence significative n’a
été constatée dans le groupe ayant recu le flumazénil (Figure 35B). Ce résulat suggere
fortement que la fixation du [1251]—CLINDE dans le thalamus, situé a distance de la lésion

primaire, mais atteint par le processus de diaschisis dans ce modele d’ischémie cérébrale, est

saturable, spécifique de 1’expression de la TSPO, et sélective par rapport aux CBR.
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Figure 34. Effets d’un pré-traitement par un exces de PK11195, de CLINDE ou de flumazénil (spécifique
des récepteurs centraux aux benzodiazépines) sur la fixation thalamique du ['**I]-CLINDE chez la souris,
15 jours apres ’occlusion de ’ACM. (A) Images d’autoradiographies ex vivo de la distribution du [**I]-
CLINDE réalisées au niveau du thalamus. Des coupes frontales de cerveau controle, prétraités au
PK11195, au CLINDE ou au flumazénil, sont présentées. (B) Quantification du signal mesuré dans le
thalamus ipsilatéral a la lésion montrant une diminution statistiquement significative par rapport au
groupe témoins (* : p < 0,001) de la fixation du ["*I]-CLINDE aprés prétraitement au PK11195 ou au
CLINDE, mais pas au flumazénil; n = 6 dans le groupe témoins, n = 4 dans les groupes
« prétraitements ».
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2. Modele d’occlusion transitoire de I’ACM chez le rat

2.1 Fixation du [ 125 |-CLINDE au niveau de la lésion primaire

Les images IRM T2 réalisé€es 20 jours apres occlusion transitoire de I’ACM ont mis en
évidence un infarctus dans le territoire irrigué par I’ACM, correspondant au cortex et a la
partie latérale du striatum. Les résultats obtenus se caractérisent par une hétérogénéité
considérable, le volume total de I’infarctus variant de 0 a 340 mm’ (1 10+£25mm’ ). Du fait de
cette variabilité interindividuelle, aucune différence statistique n’a été mise en évidence entre
les animaux soumis a une occlusion de 30 min (73121mm3, n=8), et ceux soumis a une

occlusion de 90 min ( 143J_r42mm3, n=9), p = 0,34.

Une mesure quantitative de la fixation du [1251]—CLINDE au niveau de la lésion
ischémique n’a pas pu étre effectuée sur les autoradiographies ex vivo illustrant la
biodistribution cérébrale du traceur 21 jours apres la 1ésion, du fait de la mauvaise qualité des
sections réalisées dans le plan corticostriatal, due a 1’extréme fragilité des tissus infarcis.
Néanmoins, une comparaison qualitative des images autoradiographiques et des IRM T2 a
mis en évidence une excellente corrélation spatiale entre la localisation de 1’infarctus et
I’hyperintensité du signal radioactif, qui colocalise également avec 1’expression de la
microglie activée, caractérisée par le marquage immunohistochimique anti-CD11b (Figure
36). Les cellules OX-42 positives présentent une forme amiboide (ronde), avec un corps

cellulaire hypertrophié, phénotype caractéristique de la microglie a I’état activé.
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Figure 35. Images représentatives réalisées dans la lésion primaire corticostriatale apres
occlusion transitoire de ’ACM de 30 min (rat n°6, volume total d’ischémie = 103 mm3)
en IRM T2 (A), autoradiographie ex vivo ([1251]-CLINDE), et marquage
immunohistochimique anti-CD11b (0X-42) (C). Les cellules de la microglie activée se

caractérisent par leur aspect morphologique amiboide ; fleche noire.

A contrario, I’'immunoréactivité anti-NeuN est fortement diminuée dans la région
infarcie, comparativement au coté controlatéral, ce qui illustre la perte neuronale engendrée

par I’ischémie (Figure 37).
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Figure 36. Marquage immunohistochimique anti-NeuN sur lame. Coupes effectuées
dans le plan de la lésion ischémique primaire corticostriatale du coté controlatéral (A) et
ipsilatéral (B) a ’occlusion transitoire de I’ACM. Les corps cellulaires des neurones sont

repérés a I’aide des fleches noires (objectif x 10).

2.2 Fixation du [ 125 |-CLINDE dans les structures cérébrales distantes

de la lésion primaire

Nous avons également mis en évidence une augmentation du signal radioactif di a la

distribution cérébrale du [125

[]-CLINDE au-dela de l’infarctus induit par 1’occlusion de
I’ACM, dans le thalamus et la substance noire réticulée (SNr), du coté ipsilatéral a la 1ésion

(Figure 38).
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Figure 37. Autoradiographies ex vivo illustrant la fixation du ['*’I]-CLINDE du cété
ipsilatéral a la lésion dans le thalamus (A) et dans la SNr (B) ; fleches rouges. Le signal
coincide avec une augmentation de I’intensité du marquage immunohistochimique anti-
CD11b, spécifique de la microglie activée dans le thalamus (C), et dans la SNr (D) ;
fleches noires. Images du rat n°8, occlusion transitoire de ’ACM de 90 min, volume

total d’ischémie = 248 mm°.

En effet, la quantification du signal radioactif dans le thalamus et la SNr a montré que
I’accumulation du ['*I]-CLINDE dans la ROI-1 était significativement supérieure a celle

mesurée dans la ROI-2 controlatérale (Tableau V).
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Tableau V. Quantification du signal radioactif dans le thalamus et la SNr (Bq/mg).

Intensité du signal radioactif (Bg/mg)

ROI-1 ROI-2 Significativité
(ipsilatéral) (controlatéral) statistique
Thalamus 5,47 £0,61 2,08 +0,21 p<0,01
Substance Noire 6,51 +£0,75 1,50+0,12 p<0,01

réticulée

Une dégénérescence neuronale ainsi qu’une surexpression des cellules microgliales
activées, mises en €vidence par les marquages immunohistochimiques anti- NeuN et CD11b,

respectivement, ont également été retrouvées dans le thalamus et la SNr.

La mesure du volume thalamique par IRM a également montré une atrophie du

thalamus ipsilatéral (-11,2 £1,8 mm’ par rapport au coté controlatéral, p < 0,01).

Par ailleurs, nous avons étudié la relation entre le volume de I’infarctus induit par
I’occlusion de ’ACM et D'intensité de la neuroinflammation associée au phénomene de
diaschisis dans ces structures cérébrales distantes de la 1ésion primaire. Nous avons observé
que I’accumulation du [1251]—CLINDE dans le thalamus était fortement corrélée au volume de
lésion cortical (r = 0,967; p<0,001), alors que la fixation nigrale du [125 I]-CLINDE est
corrélée au volume de la lé€sion striatale (r = 0,924; p<0,001). Ces relations entre la
distribution du traceur dans le thalamus et la SNr et I’intensité de la 1ésion ischémique sont

présentées dans la Figure 39.
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Figure 39. Relation entre le volume d’ischémie mesuré par IRM et la surexpression de la TSPO
mesurée par le ['*I]-CLINDE, dans le thalamus et la SNr. L’analyse de régression linéaire par le
coefficient de Pearson montre une corrélation positive significative (p < 0,001) entre le volume
cortical d’ischémie et I’intensité de la neuroinflammation dans le thalamus, (A), et entre le

volume striatal d’ischémie et I’intensité de la neuroinflammation dans la SNr (B).
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V. Discussion et perspectives

L’objectif principal de ce travail de these a consisté a étudier le CLINDE, une
imidazopyridine iodée de haute affinité pour la TSPO, dans des modeles animaux de lésions
neurologiques entrainant une neuroinflammation focale et d’intensité graduée. Nous avons
ainsi pu évaluer la capacité du ['*I]-CLINDE 2 visualiser I’activation microgliale de facon

spécifique, sélective, et a refléter le degré de neuroinflammation induite.

Les résultats décrits précédemment nous amenent a discuter plusieurs points
importants concernant 1’étude de la neuroinflammation par imagerie moléculaire a I’aide de

radiopharmaceutiques ciblant la TSPO. Les éléments de discussion suivants seront abordés :

- L’évaluation du [125 []-CLINDE dans un modele de 1ésion excitotoxique.

- L’évaluation du [125 I]-CLINDE dans des modeles d’ischémie cérébrale par occlusion
de I’artere cérébrale moyenne.

- Perspective 1 : application clinique du CLINDE dans I’AVC.

- Perspective 2 : poursuite du travail préclinique par des études in vivo en microTEP a

I’aide du ['*F]-PBR111.

A. Evaluation du ['"*I]-CLINDE dans un modéle de 1ésion excitotoxique.

Nous avons choisi le modele de 1ésion excitotoxique par injection intrastriatale d’AQ
chez le rat car il provoque une inflammation focale bien délimitée et reproductible. De plus, il
s’agit d’un modele reproduisant en partie la physiopathologie humaine de la chorée de
Huntington (Schwarcz et al 1983). Afin de moduler I’intensité de cette 1ésion excitotoxique,
nous avons utilisé différentes doses d’AQ (75, 150, et 300 nmol). L’activation microgliale
dans le striatum ipsilatéral a été mise en évidence par immunohistochimie a 1’aide de

I’anticorps spécifique OX-42. Ce résultat est en accord avec des données de la littérature
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utilisant chez le rat des modeles de 1ésion excitotoxique a I’AQ (Ryu et al 2005) ou a I’acide
a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionique (AMPA) (Boutin et al 2007a; Boutin et
al 2007b). De plus nos résultats mettent en évidence une relation positive entre 1’intensité du

marquage immunohistochimique et la dose d’AQ injectée.

Les études d’autoradiographie in vitro menées avec le ligand de référence de la TSPO,
le [3H]—PK1 1195, ont également montré une fixation fortement augmentée, comme cela avait
été précédemment décrit (Chalon et al 1996; Price et al 1990). Cette hyperfixation est corrélée

a la dose d’AQ administrée.

Les études de biodistribution cérébrale ex vivo ont mis en évidence une fixation
importante du ['*’I]-CLINDE dans les structures cérébrales les plus affectées par la lésion
(striatum et cortex ipsilatéraux), significativement supérieure au co6té non 1ésé. La spécificité
de liaison du ['*I]-CLINDE pour la TSPO a été estimée par des études de saturation au
PK11195 (5 mg/kg). Ce prétraitement entraine une diminution du niveau de la radioactivité
mesurée de I'ordre de 75-80 %, quelle que soit la dose d’AQ utilisée. Cette spécificité du
CLINDE pour la TSPO avait été précédemment décrite chez le rongeur sain par pré-injection
de CLINDE, de PK11195 (Mattner et al 2008) ou de Ro5-4864 (Katsifis et al 2000a). Nos
résultats démontrent que la fixation du ['*I]-CLINDE reflete avec précision la variabilité du

degré de neuroinflammation (striatum : 12 = 0,9935 ; cortex : 12 = 0,9979).

Les autoradiographies ex vivo apportent la confirmation visuelle que la fixation
spécifique du ['*I]-CLINDE sur la TSPO se produit exclusivement dans le striatum et le
cortex ipsilatéraux, montrant ainsi une excellente corrélation spatiale avec [’activation

microgliale caractérisée par immunohistochimie.
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B. Evaluation du ["*’I]-CLINDE dans des modéles d’ischémie cérébrale par

occlusion de ’artere cérébrale moyenne.

Cette partie du travail expérimental avait pour objectif d’explorer Ila
neuroinflammation dans des structures cérébrales distantes de I’infarctus, mais atteintes par le
processus de diaschisis. Nous avons pour cela utilisé 2 modeles d’ischémie cérébrale : un
modele murin d’ischémie permanente par électrocoagulation de ’ACM, et un modele

d’ischémie transitoire par occlusion de I’ACM chez le rat.

Une précédente étude menée chez la souris et utilisant le méme modele d’ischémie
permanente que le notre avait caractérisé par immunohistochimie la cinétique d’activation
microgliale dans le thalamus a 1’aide d’un anticorps primaire anti-CD11b (Rupalla et al 1998).
Cet article rapportait la présence de cellules microgliales a I’état activé des le deuxieme jour
suivant la lésion ischémique. Le degré de la réaction microgliale augmentait ensuite
graduellement au cours du temps jusqu’a 30 jours post-occlusion. En quantifiant la fixation
thalamique du ['*I]-CLINDE sur les autoradiographies ex vivo, nous avons retrouvé un méme
profil temporel d’activation des cellules de la microglie. Les études de compétition ont par
ailleurs confirmé que cette accumulation du radioligand dans le thalamus était spécifique de
I’expression de la TSPO. Nous avons en effet observé une décroissance du signal radioactif de
I’ordre de 80-85 % chez les groupes d’animaux prétraités par un exces de PK11195 ou de
CLINDE « froids », mais pas dans le groupe traité avec le flumazénil, ligand spécifique des
CBR. Nous avons donc retrouvé par cette technique de quantification sur autoradiographie ex
vivo, une diminution de la fixation du [1251]—CLINDE équivalente a celle mesurée
précédemment au cours de la biodistribution cérébrale ex vivo dans le modele de Iésion
excitotoxique a I’AQ chez le rat lors d’un blocage spécifique des sites TSPO par une
concentration saturante de PK11195 (diminution de 75-80 % quelle que soit la dose d’AQ

injectée).
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Ces résultats ont donc démontré que le [1251]—CLINDE permettait de détecter la
neuroinflammation associée au diaschisis dans un modele d’ischémie cérébrale et de valider
notre méthode de quantification du niveau de fixation du [1251]—CLINDE dans les structures
cérébrales situées a distance de I’infarctus primaire. Par conséquent, nous avons appliqué
cette méthodologie dans un modele d’ischémie cérébrale entrainant une grande variabilité
interindividuelle dans I’importance de la 1ésion, estimée par la mesure du volume de

I’infarctus.

Chez le rat, nous avons observé sur les autoradiographies une importante accumulation
du ["*’I]-CLINDE dans la région corticostriatale vascularisée par I’ACM obstruée. Nous
avons également mis en évidence une neuroinflammation associée a un processus de
diaschisis ipsilatéral touchant a la fois le thalamus et la SNr. Il avait précédemment ét€ montré
que le débit sanguin régional n’était pas modifié dans ces 2 structures par rapport au coté
controlatéral apres occlusion transitoire de I’ACM de 60 minutes (Nagasawa & Kogure 1990).
L’immunohistochimie dirigée contre 1’antigéne de membrane CD11b a confirmé que cet
hypersignal radioactif se superposait avec la présence de cellules microgliales activées. Une
étude antérieure associant 1’OX-42 et la GFAP comme marqueurs immunohistochimiques
respectifs de la microglie activée et des astrocytes, au ["H]-PK11195 pour le marquage
autoradiographique in vitro de la TSPO, concluait que cette derniere était spécifiquement
exprimée par les cellules microgliales (Stephenson et al 1995). Les auteurs avaient utilisé un

modele d’ischémie cérébrale globale, et avaient caractérisé la nature des cellules gliales

exprimant la TSPO a la fois dans la 1ésion primaire et dans les sites de 1ésions secondaires.

Les progres effectués par I’imagerie moléculaire dans 1’étude de la neuroinflammation
associée a I’ischémie cérébrale avaient déja permis de visualiser I’activation microgliale dans
le thalamus chez 1’animal (Myers et al 1991b) et en recherche clinique (Pappata et al 2000;

Price et al 2006). Récemment, ce phénomene a également pu étre étudié par IRM
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fonctionnelle utilisant des macrophages marqués avec des particules paramagnétiques
d’oxyde de fer (Nighoghossian et al 2007). Cependant, nous avons obtenu dans ce travail les
premieres images réalisées par imagerie moléculaire ex vivo, montrant une activation
microgliale dans la SNr. Cette inflammation secondaire au sein de la SNr avait auparavant été
démontrée uniquement par des techniques in vitro (Block & Hong 2005; Myers et al 1991b).
La substance noire a des connections neuronales privilégiées avec le striatum. En effet, alors
que les projections nigrostriatales sont originaires de la substance noire compacte et sont
constituées de neurones dopaminergiques, les faisceaux striatonigraux sont GABAergiques et

projettent principalement vers la substance noire réticulée.

La mort neuronale a distance engendrée par le processus de diaschisis consécutif a une
ischémie cérébrale a déja été décrite aussi bien chez le rongeur (Carmichael et al 2004;
Justicia et al 2008), le primate non humain (Hirouchi et al 2007), que chez I’homme
(Brodtmann et al 2007) et s’accompagne également de la production locale de cytokines pro-
inflammatoires (Dihne & Block 2001; Loos et al 2003). Nous avons également pu mettre en
évidence une telle atteinte neuronale a la fois qualitativement par immunohistochimie ciblant
la protéine nucléaire neuronale NeuN, et quantitativement par mesure de 1’atrophie

thalamique ipsilatérale.

I a été démontré que ces dommages neuronaux secondaires résultaient d’une
dégénérescence antéro- ou rétrograde : le diaschisis thalamique est dii a la destruction de
connections neuronales de la voie rétrograde reliant le thalamus au cortex infarci, alors que le
diaschisis nigral s’explique par une dégénérescence antérograde de la voie striatonigrale

(Loos et al 2003; Revital et al 2008).

Nous avons utilis€é I'IRM pondérée en T2 pour évaluer morphologiquement

I’extension de la 1ésion ischémique dans le cortex et le striatum pour chaque animal. Nous
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avons pu ainsi différencier la voie striatonigrale de la voie thalamocorticale, en quantifiant la
fixation du [1251]—CLINDE comme index indirect de I’ atteinte neuronale. En effet, nous avons
trouvé une forte corrélation entre d’une part le volume de I'infarctus cortical et le degré de
neuroinflammation dans le thalamus, et d’autre part entre le volume de lésion striatale et
I’intensité de la neuroinflammation dans la SNr. Cette approche par imagerie multimodale
associant IRM anatomique et imagerie moléculaire fonctionnelle nous a donc permis de

discriminer différents processus neuroinflammatoires associés au diaschisis.

Des études précédentes avaient démontré une différence dans le profil temporel de la
production locale de la cytokine pro-inflammatoire TNFa entre le thalamus et la SNr dans un
modele d’occlusion de ’ACM chez le rat (Loos et al 2003). Par ailleurs, une corrélation
significative entre I’importance de 1’atrophie striatale et I’atrophie nigrale d’une part, et entre
I’atrophie corticale et 1’atrophie thalamique d’autre part avait déja été établie dans un modele

d’occlusion transitoire de I’ ACM chez le rat (Hara et al 1993).

Récemment, le processus de dégénérescence rétrograde thalamocorticale a également
été mis en évidence par autoradiographie ex vivo a I’aide du traceur TEP ['*F]-D-Proline
(Langen et al 2007). Le modele utilisé était I’ischémie induite par photothrombose dans lequel
une illumination transcraniale par laser chez des animaux préalablement injectés avec un
colorant photosensible déclenche une ischémie focale corticale. Ce modele induit un infarctus
cortical trés reproductible en taille et en localisation, si bien que les auteurs ont pu montrer
que le noyau thalamique ol la ['®F]-D-Proline s’accumulait, changeait avec le site de 1ésion
corticale, et correspondait a des projections neuronales de faisceaux thalamocorticaux. Le
mécanisme de fixation de la [18F]—D—Proline n’a pas été élucidé, mais la distribution
thalamique du traceur correspondait spatialement au marquage immunohistochimique anti-

CD11b, suggérant un lien avec la microglie activée.
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L’étude du processus de diaschisis post-ischémique et de la neuroinflammation
associée est d’autant plus cruciale a la lumiere de la pathologie humaine. Il a en effet
récemment été démontré que les dysfonctionnements neuronaux dus au diaschisis affectent
largement la récupération cérébrale et la neuroplasticité post-AVC (Kriz & Lalancette-Hebert
2009). Par exemple, I’aphasie (Demeurisse et al 1991), de méme qu’une faible implication du
patient dans sa rééducation (Miyai et al 1997), sont des symptomes attribués a ce phénomene.
Par ailleurs, le développent de nouveaux outils thérapeutiques dans la prise en charge de

I’AVC implique que la physiopathologie de la maladie soit envisagée dans sa globalité.

C. Perspective 1 : application clinique du CLINDE dans I’AVC.

La neuroinflammation dans ’AVC n’a a ce jour été étudiée par imagerie moléculaire
in vivo chez ’homme qu’en TEP, a I’aide du [“C]—PKI 1195 (Gerhard et al 2000; Gerhard et
al 2005; Pappata et al 2000; Price et al 2006; Ramsay et al 1992). Contrairement a certaines
pathologies neurodégénératives dans lesquelles la neuroinflammation est diffuse et d’intensité
modérée, nécessitant une quantification précise et délicate du signal radioactif détecté, ’AVC
est associé a une activation microgliale intense et bien délimitée. Par conséquent, I’imagerie
scintigraphique TEMP semble bien adaptée a I’étude de la neuroinflammation dans I’AVC,
Le ['*I]-CLINDE est, avec le dérivé iodé du PK11195 (Dumont et al 1999), un des 2 seuls
radiopharmaceutiques TEMP dont I’injection a I’homme a a ce jour été rapportée (Tamagnan
2008). Combinant ce nouveau traceur TEMP et la résolution des gamma-caméras les plus
récentes couplées a un scanner, 1’exploration en TEMP de la neuroinflammation dans ’AVC

est envisageable....

Cette étude sera prochainement menée dans un projet soutenu par le programme

Européen 6 PCRD (DiMI) entre le CHU de Tours et ’unité de recherche en neurobiologie du
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CHU de Copenhague (Pr Gitte Knudsen), en collaboration avec 1’équipe australienne

ANSTO.

D. Perspective 2 : poursuite du travail préclinique par des études in vivo en
microTEP 2 I’aide du ['*F]-PBR111.

Ce travail de these présente une étude d’imagerie moléculaire réalisée chez le petit

animal établissant une corrélation entre I’intensité de la 1ésion cérébrale induite et le degré de

I’activation microgliale résultant de cette 1€sion.

Il serait intéressant de compléter ces résultats par des expérimentations en imagerie in
vivo utilisant le microTEP. Notre unit¢ INSERM U930 dispose d’une telle machine (Figure
40) qui offre la possibilité de mener des études longitudinales sur un méme animal et permet
une quantification tres précise du signal radioactif détecté. De plus, le microTEP étant couplé
a un scanner, il est possible d’obtenir des images de fusion entre I’imagerie anatomique et

I’imagerie fonctionnelle.
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Figure 38. MicroTEP eXplore VISTA couplée a un scanner (GE-Healthcare), identique a

celui utilisé a 1’université de Tours

Deux études microTEP ont a ce jour rapporté I’évaluation in vivo de la
neuroinflammation dans des modeles d’ischémie cérébrale chez le rat a 1’aide du [“C]-
PK11195. L’une a utilisé un modele d’occlusion transitoire de I’ACM et a comparé le signal
radioactif mesuré in vivo au niveau du foyer ischémique a des résultats obtenus in vitro,
incluant de 1’autoradiographie au [’H]-PK11195 et divers marqueurs immunohistochimiques
de la neuroinflammation, ciblant la TSPO, la microglie activée, et les astrocytes (Rojas et al
2007). La seconde est une étude microTEP en double traceur associant le [“C]-PKl 1195 au
["®F]-FDG dans un modele d’occlusion permanente de I’ACM (Schroeter et al 2009). A
I’inverse des résultats précédemment obtenus in vivo dans des modeles d’occlusion
transitoire, les auteurs n’ont pas retrouvé d’augmentation de la fixation du traceur dans la
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lésion primaire, mais dans une zone cérébrale entourant ce foyer ischémique, et colocalisant
avec une consommation en énergie augmentée, mise en évidence par le ['®F]-FDG. Par
ailleurs, une étude longitudinale TEP menée chez le babouin avec le [“C]—PKl 1195 a décrit
la cinétique de I’activation microgliale, dans la zone de pénombre entourant le foyer
ischémique (Sette et al 1993). Plus récemment, parmi les nouveaux radiopharmaceutiques
ciblant la TSPO utilisables en TEP, 2 ont également été¢ évalués in vivo dans des modeles
d’ischémie cérébrale chez le rat. 1l s’agit du [“C]—PBRZS (Imaizumi et al 2007b) et plus
récemment du [18F]—DPA714 (Martin et al 2009). Ces études microTEP ont toutes les 2
également porté sur I’activation microgliale présente dans le foyer ischémique et la zone de
pénombre, la seconde ayant permis de caractériser la cinétique d’expression de la TSPO dans
un modele d’occlusion transitoire de I’ACM. Nous disposons a Tours d’un dérivé marqué au
fluor 18 appartenant & la méme classe chimique que le CLINDE : le ['®*F]-PBR111 (Fookes et
al 2008), (Figure 41). Ce composé fluoré nous semble €tre un outil intéressant pour confirmer
in vivo les résultats obtenus au cours de cette these, et pour évaluer grace a un suivi

longitudinal I’efficacité de traitements neuroprotecteurs.
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Figure 39. Purification par CLHP du PBR111 marqué au fluor 18. Chromatogramme obtenu a partir du
premier marquage de ['*F]-PBR111 au Centre d’Etude et de Recherche sur le RadioPharmaceutiques

(CERRP), a Tours.
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Conclusion

165



Cette these a été réalisée au sein de I’équipe 3 de 'UMR Inserm U930 - ERL 3106 -
"Imagerie & Cerveau" de Tours, en collaboration avec I’ANSTO (Sydney, Australie), et,
pour les travaux portant sur I’ischémie cérébrale, avec le laboratoire CERVOxy du centre
CYCERON (Caen, France). Elle a été en partie financée grace au projet européen « Diagnosis
Molecular Imaging » (DiMI), dans le cadre du 6°™ programme cadre de recherche et

développement (PCRD) de la Commission Européenne.

Notre étude s’est articulée autour de 2 modeles animaux de 1ésion cérébrale ayant en
commun d’induire une neuroinflammation focale d’intensité modulable, que nous avons
étudiée grace a un radioligand iodé spécifique de la TSPO, le CLINDE. En effet, il est
aujourd’hui établi que I’expression de cette protéine dans le cerveau est le marqueur de la
neuroinflammation le plus pertinent, et que son étude par imagerie moléculaire présente un
grand intérét pour le diagnostic, la compréhension de la physiopathologie et I’évaluation de
traitement de nombreuses maladies neurologiques. Dans une premiere partie, nous avons
démontré la capacité du CLINDE a refléter le degré de la neuroinflammation dans un modele
d’excitotoxicité. Nous avons établi que la fixation cérébrale du traceur était spécifique de la
TSPO, confirmant également le lien étroit entre I’amplification de 1’expression de cette
protéine et I’activation microgliale. Dans un second temps, nous avons porté une attention
particuliere a la neuroinflammation associée au processus de diaschisis suite a une ischémie
focale chez le rongeur. Nous avons évalué par autoradiographie 1’intensité de la surexpression
de la TSPO dans le thalamus et la substance noire réticulée, et corrélé les résultats obtenus

avec le volume de I’infarctus dans le cortex et le striatum, respectivement.

Ces résultats expérimentaux confirment que le CLINDE est un candidat tres
prometteur pour I’imagerie moléculaire TEMP appliquée a [I’exploration de la
neuroinflammation dans les pathologies neurologiques. Ce travail représente une étape

importante dans le développement d’un nouveau radiopharmaceutique, en faisant le lien entre
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I’expérimentation préclinique, via des modeles animaux, et les applications en pathologie
humaine. Il ouvre ainsi des perspectives d’une part en recherche clinique, en proposant aux
neurologues un nouvel outil pour I’'imagerie scintigraphique de ’AVC, et d’autre part pour
des expérimentations in vivo sur le petit animal a 1’aide du microTEP. Ces études
précliniques seront prochainement menées au sein de notre unité de recherche. Elles
présentent un intérét majeur pour le développement et la validation de nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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Annexe 1
Liste des articles se rapportant a la thése

Arlicot N, Petit E, Katsifis A, Toutain J, Divoux D, Bodard S, Guilloteau D, Bernaudin M,
Chalon S (2009). Detection and quantification of neuroinflammation associated with
diaschisis in rodent models of focal ischemia: a multi-modal imaging study using the TSPO
radioligand CLINDE (en préparation pour Neuroimage).

Arlicot N, Katsifis A, Garreau L, Mattner F, Vergote J, Duval S, Bodard S, Guilloteau D,
Chalon S (2008). Evaluation of a high-affinity peripheral-type benzodiazepine receptor
radioligand in a rat model of excitotoxicity and microglial activation. Eur J Nucl Med Mol
Imaging 35(12):2203-11.

Autres articles

Song PJ, Barc C, Arlicot N, Guilloteau D, Bernard S, Sarradin P, Chalon S, Garreau L, Kung
H, Lantier F, Vergote J (2009). Evaluation of prion deposition and microglial activation in

scrapie-infected mice using molecular imaging probes (en soumission pour Mol Imaging &
Biol).

Arlicot N, Rochefort GY, Schlecht D, Lamoureux F, Grassin J, Marchand S, Antier D (2007).
Stability of antibiotics used for bronchial superinfection in portable pumps: a synthesis for the
prescriber. Pediatrics 120(6):1255-9.

Arlicot N, Pourrat X, Bourgoin-Hérard H, Baud A, Grassin J, Antier D (2007). Are antibiotic
drugs well prescribed in case of renal insufficiency? A retrospective study. Ren Fail
29(8):1055-8.

Prix et distinctions obtenus pour des travaux se rapportant a la these

Student travel stipend Award, World Molecular Imaging Congress, Montreal, septembre
20009.

Lauréat du Prix du Jeune Chercheur Tourangeau 2009 de la Fondation pour la Recherche
Médicale (FRM).

Communications orales se rapportant a la these

Congres Internationaux :

Guilloteau D, Arlicot N, Katsifis A, Mattner F, Chalon S. Evaluation of a high-affinity
peripheral-type benzodiazepine receptor radioligand in a rat model of excitotoxicity and
microglial activation. Society of Nuclear Medicine, Washington, juin 2007.

169



Congres Nationaux :

Arlicot N, Petit E, Katsifis A, Mattner F, Divoux D, Bernaudin M, Guilloteau D, Chalon S.
Detection and quantification of neuroinflammation in transient and permanent rodent models
of stroke using ['*I]-CLINDE: an ex vivo autoradiographic study. Journée Recherche des
Facultés de Médecine de Tours et Poitiers, décembre 2008.

Arlicot N, Chalon S, Katsifis A, Guilloteau D. Le CLINDE, radiopharmaceutique de haute
affinité pour les TSPO (18 kDa), reflete I’intensité de la neuroinflammation dans un modele
de Iésion excitotoxique chez le rat. Club Frangais des Radiopharmaceutiques, Tours, janvier
2008.

Arlicot N, Katsifis A, Garreau L, Mattner F, Vergote J, Duval S, Bodard S, Guilloteau D,
Chalon S. Evaluation du CLINDE, nouveau radiotraceur SPECT de la protéine translocatrice
(18 kDa), reflétant le degré de neuroinflammation dans un modele de 1ésion excitotoxique
chez le rat. Société de Circulation et Métabolisme du Cerveau, Paris, janvier 2008.

Arlicot N, Chalon S, Mattner F, Katsifis A, Guilloteau D. Evaluation of CLINDE as potent
translocator protein (18 kDa) SPECT radioligand in a rat model of microglial activation.
Journée Recherche de la Faculté de Médecine de Tours, novembre 2007.

Communications affichées se rapportant a la these

Arlicot N, Roussel S, Petit E, Katsifis A, Toutain J, Guilloteau D, Bernaudin M, Chalon S.
Autoradiographic detection of neuroinflammation associated with diaschisis after focal
cerebral ischemia in rats. World Molecular Imaging Congress, Montreal, septembre 2009.

Arlicot N, Petit E, Katsifis A, Divoux D, Guilloteau D, Bernaudin M, Chalon S. The 18kDa
Translocator protein radioligand CLINDE is an efficient tracer for the in vivo characterisation
of thalamic microglial activation in cerebral ischemia. European Molecular Imaging Meeting,
Barcelone, mai 2009.

Arlicot N, Petit E, Katsifis A, Mattner F, Divoux D, Guilloteau D, Bernaudin M, Chalon S.
Detection and quantification of TSPO overexpression after permanent focal cerebral ischemia
in the mouse using ['®I]-CLINDE: an ex vivo autoradiographic study. World Molecular
Imaging Congress, Nice, septembre 2008.

Arlicot N, Guilloteau D, Katsifis A, Mattner F, Chalon S. Evaluation of CLINDE as potent

peripheral-type benzodiazepine receptor tracer in a rat model of microglial activation.
European Molecular Imaging Meeting, Naples, juin 2007.

170



Annexe 2
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Abstract

Ischemic stroke is a leading cause of death and disability in the increasingly ageing
population of developed countries. Neuroinflammation is involved in the pathophysiology of
stroke and might be imaged in vivo using radiolabelled ligands targeting the 18kDa
Translocator protein (TSPO), a protein which is dramatically upregulated during microglial
activation. We aimed to study neuroinflammatory changes associated with diaschisis
(neuronal damages in brain areas remote from the primary lesion site) in 2 rodent models of
Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO) using ['*’I]-CLINDE, a promising single-photon
emission computed tomography (SPECT) radioligand for the TSPO. In a mouse model of
permanent MCAO, ex vivo autoradiographic studies demonstrated preferential localisation of
['®1]-CLINDE in the ipsilateral thalamus with a binding that progressed up to 3 weeks after
MCAO. ["*’I]-CLINDE binding markedly decreased in animals pre-injected with either
unlabeled CLINDE or PK11195, while no change was observed in group pretreated with
flumazenil, strongly suggesting TSPO specificity in this model of ischemia. In rats subjected
to transient MCAO, ['*’I]-CLINDE binding in both ipsilateral thalamus and substantia nigra
pars reticulata (SNr) was significantly higher than that in intact controlateral tissue and
colocalised with activated microglial cells expressing CD11b antigen. Moreover, the intensity
of ['*I]-CLINDE binding quantified in thalamus and SNr was strongly correlated to the
ischemic volume in the cortex and striatum, respectively, assessed by MRI. In vivo molecular
imaging using potent TSPO radioligands like CLINDE as an indirect and early hallmark of
neuronal death is expected to expand the understanding of neuroinflammation in stroke and

guide therapeutic innovation.
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Introduction

Stroke is the most frequent disease of the brain worldwide with far reaching
consequences for the society. Ischemic stroke is by far the most common type of stroke,
constituting around 80% of all strokes, of which 60% are attributable to middle cerebral artery
ischemia (Feigin et al 2009). The penumbra, defined as cerebral region surrounding the
ischemic core of the lesion, is constituted by neuronal tissue perfused below the flow
threshold for functional disturbance but above that for maintenance of morphological integrity
and that may either die or survive (Ginsberg 2003). Therefore, penumbra is the target for a lot
of efforts and studies to develop therapy in acute ischemic stroke. However, it might be of
great interest for therapy development, follow-up of the disease, and global understanding of
pathogenesis of stroke, to also consider pathomechanisms in brain regions remote from the
ischemic primary lesion site, subject to secondary neuronal damages defined as diaschisis, as
firstly described one century ago (Von Monakow 1906). Indeed, whereas growing body of
evidence exists that, experimentally and clinically, post-ischemic inflammation and glial
response are involved in the pathophysiology of stroke (Danton & Dietrich 2003), less is
known regarding delayed microglial activation associated with diaschisis in these structures

distant from the lesion area.

Even if most of experiments on microglial reaction to brain ischemia used in vitro
techniques, non-invasive imaging modalities, such as functional magnetic resonance imaging
(MRI) using macrophages labelled by ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO)
nanoparticles (Jander et al 2007; Nighoghossian et al 2007), or molecular imaging using
positron emission tomography (PET) or single-photon emission computed tomography
(SPECT) technology (Gerhard et al 2005; Pappata et al 2000; Price et al 2006), have recently

gained importance as tools for in vivo assessment of neuroinflammation in stroke.

To date, the main target to explore in vivo neuroinflammatory changes in a variety of
neurological disorders by molecular imaging is the translocator protein (TSPO; 18 kDa)
(Chen & Guilarte 2008; Venneti et al 2006). TSPO, previously named peripheral-type

benzodiazepine receptor (Papadopoulos et al 2006a), is a component of a multimeric protein
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complex closely associated with a voltage-dependent anion channel and an adenine nucleotide
carrier (McEnery et al 1992). Structurally and pharmacologically distinct from the previously
described central benzodiazepine receptor, TSPO is located on the outer membrane of
mitochondria and is mostly distributed in peripheral organs such as kidney, heart, and
steroidogenic tissues like adrenal cortex, ovaries and testis. TSPO is directly or indirectly
involved in many functions, including regulation of cholesterol transport (Jamin et al 2005),
synthesis of steroid hormones (Lacapere & Papadopoulos 2003) and apoptosis (Maaser et al
2002). TSPO is minimally expressed in intact brain where it is primarily localised in glial
cells, including astrocytes and microglia (Benavides et al 1983). Its basal expression rises in
several neurodegenerative and acute disorders, including stroke (Price et al 2006), reflecting

microglial activation and neuroinflammation (Rojas et al 2007).

In this context, we used here a recently developed TSPO high-affinity ligand, 6-
chloro-2-(4'iodophenyl)-3-(N, N-diethyl)-imidazo[1,2-a]pyridine-3-acetamide or CLINDE, to
explore by quantitative ex vivo autoradiograghy the expression of activated microglia
associated with diaschisis in two rodent models of ischemic stroke. CLINDE has
demonstrated its ability to pass through the blood-brain barrier and its potency and specificity
for TSPO binding (Mattner et al 2008). It has also been shown that CLINDE was able to
detect in vivo inflammatory processes characterised by increased density of TSPO in 2 animal
models of microglial activation (Arlicot et al 2008; Mattner et al 2005), thus representing a
promising SPECT radiotracer for neuroinflammation imaging. The present study was
designed in 2 steps to investigate the degree of microglial activation in brain areas remote
from the primary ischemic lesion site elicited by middle cerebral artery occlusion (MCAO):
(1) a mouse model of permanent MCAO was used to validate the feasibility of detection and
quantification of neuroinflammatory changes associated with diaschisis using ['*1]-CLINDE
and (2) a rat model of transient MCAO was used to monitor inflammation in both thalamus
and substantia nigra pars reticulata, 2 brain structures subject to diaschisis phenomenon in this
model, and to correlate intensity of TSPO upregulation to the degree of ischemia. In parallel,
we performed complementary immunohistochemical approaches targeted at activated

microglia and neurons.
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Materials and Methods

Radiochemical synthesis

The radioligand ['*’I]-CLINDE was prepared as previously described (Katsifis et al
2000a), with minor modifications. Briefly, the tributylin precursor (100 pg) in acetic acid
(200 ul) was treated with a solution of Na'*I (specific activity 80 GBq/ pmol; PerkinElmer,
France). The iodination was initiated by adding peracetic acid (1-3%, 100 pl), and quenched 5
min later with sodium bisulphite (200 pl, 50 mg/ml). The solution was then neutralised with
sodium bicarbonate (200 ul, 50 mg/ml). The product was purified using high performance
liquid chromatography (HPLC) with a semipreparative C-18 RP-column (10 x 250 mm
Phenomonex) and a mixture of CH3CN/0.1 M ammonium acetate (60/40) as mobile phase at a
flow rate of 4 ml/min. The retention times of precursor, iodide, and [1251]—CLINDE in this
system were 4, 5, and 15 min, respectively. The peak corresponding to ['*I]-CLINDE was
collected, passed through a C-18 Sep-Pack (Waters), and eluted with ethanol to eliminate the
solvent. The final radiolabelled product was assessed using an analytical C-18 RP-column
(4.6 x 250 mm Phenomonex), with the same mobile phase and flow rate as described above.

The radiochemical yield following purification was about 85% and the specific activity of

['*I]-CLINDE was 80 GBq/ pmol.

Animals

All studies were conducted in compliance with French legislation and European
directives. Experiments were carried out on adult male Swiss mice and Sprague—Dawley rats
(Centre d’élevage René Janvier, France), weighing 37+1g and 279+19g, respectively, at the
beginning of the experiment. Animals were housed in a temperature and humidity controlled

environment under a 12h light-dark cycle with food and water available ad libitum.
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Mouse Model of Permanent Middle Cerebral Artery Occlusion

1-Surgery:

Permanent focal ischemia was performed under isoflurane (AErrane, Baxter, France)
anaesthesia (1.5-2% in N,O-O,: 70%-30%) in 34 male Swiss mice by bipolar
electrocoagulation of the left middle cerebral artery (MCA), as described elsewhere (Freret et
al 2006); this procedure results in a reproducible ischemic lesion well-delineated to the
temporoparietal cortex. Briefly, a skin incision was made between the orbit and ear. Under an
operating microscope, an incision was made dividing the temporal muscle, and the left lateral
aspect of the skull was exposed by reflecting the temporal muscle and surrounding soft tissue.
The distal course of the middle cerebral artery was then visible through the translucent skull.
A small craniotomy was performed with a cooled dental drill. The distal portion of the left
middle cerebral artery was then coagulated by bipolar diathermy (Aesculap TB50, Tuttlingen,
Germany). Animal’s body temperature (37.4+0.7°C) was controlled during the surgery using
a homoeothermic blanket (Harvard, les Ulis, France). The muscle and soft tissue were
replaced and the incision was sutured. Anaesthesia was discontinued; animals were replaced

into their cages and daily examined.

2-Ex vivo autoradiography:

Ex vivo autoradiographic studies were undertaken on ischemic mice by i.v. injection
(penis vein) of ['*I]-CLINDE (1.5MBq in 200 pL normal saline), at 3, 8, 15 and 21 days
post-occlusion (dpo) (n=5-6 per group). At 15 dpo, in vivo saturability and nonspecific
binding of ['*1]-CLINDE as well as its selectivity for TSPO versus central benzodiazepine
receptors (CBR) were respectively investigated by preinjection, 15 min prior to the
radiotracer, of an excess (5 mg/kg) of either unlabeled PK11195 (the TSPO reference ligand,
Sigma) or CLINDE and of flumazenil (CBR antagonist, 4 mg/kg, Roche), (n=4 per group).
Animals were sacrificed 30 min post [1251]—CLINDE injection, brains were removed and
frozen at -80°C. Coronal sections (20 um-thickness) at the level of both temporoparietal

cortex and thalamus (AP: 1.32 mm to -0.94 mm and -1.28 mm to -2.12 mm from bregma,
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respectively (Franklin & Paxinos 1997)), were then cut in a cryostat microtome (Jung CM
3000, Leica), thaw-mounted on microscope slides (Superfrost, Menzel Glaser) and air-dried at
room temperature (RT). Slides together with calibrated 1251 standards (1251 -microscales;
Amersham) were exposed for one week to low energy gamma-sensitive imaging films
(Biomax MR™ Kodak), then developed (Kodak .24 revelator), fixed (Kodak 3000 fixator),
and dried. Autoradiograms were scanned (Scanner Epson Perfection 4870 Photo) and
analysed using B-vision+ software (Biospace Mesures). Near-adjacent slices were also stained

with cresyl-violet for histologic characterization of the lesion.

3-Autoradiographic analysis and quantification:
For each animal, we used ['“I]-CLINDE uptake (identified by visual inspection as a
radioactive hypersignal) to delineate regions of interest (ROIs). ROIs were manually defined
for each section of the ipsilateral thalamus showing ['*1]-CLINDE increased uptake (ROI-1),
and mirror ROI (ROI-2) was symmetrically drawn in the homologous controlateral region.
Lesion to normal ratio (LNR), defined as [(ROI-1 value (Bg/mg) - ROI-2 value (Bg/mg)) /
ROI-2 value (Bg/mg)], was calculated after background subtraction. ROI-1 surface (mm?)
was multiplied by LNR to assess TSPO overexpression for the section. For each mouse,
thalamus was analysed throughout its complete extension, i.e. about 20 sections per brain, and
all sections with LNR > 0.8 were considered (a LNR threshold value of 0.8 was chosen
considering the lesion detectability of the autoradiographic methods (Watanabe et al 2000)).
The total TSPO overexpression in the thalamus was calculated by taking into account data
obtained from each section, the thickness of the section and the number of sections analysed.
Values of thalamic TSPO overexpression were expressed as cubic millimetres multiplied by

LNR (%).

Rat Model of Transient Middle Cerebral Artery Occlusion
1-Surgery:

Transient focal ischemia was induced in 17 adult male Sprague-Dawley rats by intraluminal
occlusion of the right MCA as previously described (Longa et al 1989), for either 30 minutes
(n=8) or 90 minutes (n=9) in order to obtain inter-individual variability in the severity of the
corticostriatal lesion. Anaesthesia was induced with 5% isoflurane (AErrane, Baxter, France)
and maintained during surgery (2.5% in N,O-O;: 70%-30%). Rectal temperature (37.5-38°C)

was regulated with a heating blanket (Harvard, les Ulis, France) during the whole surgery.
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After a midline incision at the neck, the right carotid bifurcation was exposed, and the
common carotid artery (CCA), the external carotid artery (ECA), and the internal carotid
artery (ICA) were isolated and carefully separated. The CCA was occluded with a clamp
while the external carotid artery was electrocoagulated distally. A nylon thread (0.18 mm
diameter) with a terminal cylinder of melting glue (3 mm length, 0.38 mm diameter) was
introduced into the ECA lumen, and then gently advanced into the ICA until the CBF
decreased (between 25% and 75%) or a slight resistance was observed, indicating that the
origin of the MCA was occluded. During surgery, the decrease of CBF at the time of
occlusion was not always observed or followed by a spontaneous reperfusion in 15% of rats.
These animals were excluded from the experiment. After suture, animals were allowed to
recover from anaesthesia. Animals were then re-anesthetized to allow reperfusion 30 min or
90 min later and the clamp, placed on the CCA, as well as the nylon thread were withdrawn.
Animals recovered rapidly from anaesthesia and returned to their cages; they received 1mL of
saline subcutaneously twice daily during the following week, in order to prevent postsurgical

dehydratation.

2-Magnetic Resonance Imaging (MRI) and measurement of infarct volume:

MRI examinations were undertaken on ischemic rats at 20 days post-occlusion on a 7T
Pharmascan 70/16 (Bruker Biospin), with a transmit/receive 38-mm inner diameter resonator.
Rats were anesthetized under isoflurane (AErrane, Baxter, France) (2% in N,O-O;: 70%-
30%) and placed in an animal cradle with a stereotactic holder. Rectal temperature was
maintained around 38°C with an electric pad. Respiratory rate was continuously monitored
using a pneumatic sensor placed under the abdominal region. A gradient-echo pilot scan was
used for localization. T2-weighted MRI was performed with a fast spin-echo sequence
(RARE with an acceleration factor of 8; effective TE 65 ms; TR 5000 ms; 4 averages; field of
view 3.84*3.84 sz; 20 contiguous slices, slice thickness 0.75 mm; matrix 256%192 zero-

filled to 256*256; acquisition time 8 min).

The lesion volumes were analysed with ImagelJ software (Rasband, 1997-2006). Areas
were delineated on the sections and volumes were calculated by multiplying the total area by
the distance between sections. For the thalamic atrophy we measure the controlateral and the

ispilateral thalamic volumes and we apply ([controlateral-ipsilateral]/[controlateral]).
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3-Ex vivo autoradiography:

Ex vivo autoradiographic studies were undertaken on ischemic rats by i.v. injection (penis
vein) of [125 []-CLINDE (3MBq in 500 pL normal saline), at 21 dpo. Animals were sacrificed
30 min post ['*1]-CLINDE injection, brains were removed and frozen at -80°C. Coronal
sections (20 um-thickness) at the level of the corticostriatal primary infarct site, the thalamus
and the substantia nigra pars reticulata (SNr) (AP: 2.20 to -1.30 mm; -1.80 to — 4.30 mm; -
4.52 to - 6.30 mm from bregma, respectively (Paxinos & Watson 1986)), were then cut in a
cryostat microtome (Jung CM 3000, Leica), thaw-mounted on microscope slides (Superfrost,
Menzel Glaser) and air-dried at room temperature (RT). Slides together with calibrated 1251
standards ('*’I -microscales; Amersham) were exposed for one week to low energy gamma-
sensitive imaging films (Biomax MR™ Kodak), then developed (Kodak L.24 revelator), fixed
(Kodak 3000 fixator), and dried. Autoradiograms were scanned (Scanner Epson Perfection

4870 Photo) and analysed using B-vision+ software (Biospace Mesures).

4-Autoradiographic analysis and quantification:

For each section, we used [1251]—CLINDE uptake (identified by visual
inspection as a radioactive hypersignal) to delineat ROIs on the ipsilateral side of the
lesion in both thalamus and SNr (ROI-1); mirror ROI (ROI-2) was symmetrically
drawn in the homologous contralateral region. Lesion to normal ratio (LNR) defined
as [(ROI-1 value (Bg/mg) - ROI-2 value (Bg/mg)) / ROI-2 value (Bg/mg)], was
calculated after background subtraction. ROI-1 surface (mm?) was multiplied by LNR
to assess TSPO overexpression for the section. For each rat, thalamus and SNr were
analysed throughout their complete extension, i.e. about 29 to 42 sections per structure
depending on their size, and all sections with LNR > 0.8 were considered (a LNR
threshold value of 0.8 was chosen considering the lesion detectability of the
autoradiographic methods (Watanabe et al 2000)). The total TSPO overexpression in
the thalamus and SNr was calculated by taking into account data obtained from each
section, the thickness of the section and the number of sections analyzed. Values of

TSPO overexpression were expressed as cubic millimetres multiplied by LNR (%).
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S-Immunohistochemistry studies:

Study of activated microglia and investigation of neuronal degeneration were
performed by immunohistochemistry on brains from ischemic rats. Two sets of rat brain
sections (20 pm-thickness, thaw-mounted on glass slides (Superfrost)), adjacent to those
exposed for ex vivo autoradiography, were used. Coronal sections were quenched with
hydrogen peroxide in 0.1 M PBS and incubated in blocking solution containing normal horse
serum (Sigma), in order to block endogenous peroxidase and non-specific binding,
respectively. Sections were incubated at 37°C for 3 h with the mouse monoclonal primary
antibody against either OX-42 (recognizing the CR3 complement receptor present on
activated microglia (Robinson et al 1986); Serotec, diluted 1:1000), or NeuN (anti-neuronal
nuclei antibody which specifically stains neurons (Xu et al 1997); Millipore, diluted 1:1000)
and then incubated at 37°C for 30 min with biotinylated horse anti-mouse IgG (1:100, Sigma).
Sections incubated without primary antibodies served as controls for the specificity of the
immunostaining. The reaction was developed with 3,3’-diaminobenzidine (DAB, Sigma).
Sections were then digitized using a video camera module XC77CE (Sony) associated with a

lens AF Micro Nikkor 60 mm (Nikon).

Statistical analysis

All data are presented as mean £ SEM. Significance was set at p < 0.05.Statistical
methods included one-way analysis of variance (ANOVA) and nonparametric analysis
(Mann-Whitney & Kruskal-Wallis tests) to determine significant difference. Correlation was
assessed with the Pearson correlation coefficient. Statistics were performed using the Statview

software (Abacus concepts Inc., USA).
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Results

Mouse model of permanent focal cerebral ischemia

1-Temporal profile of CLINDE binding in thalamus:

In all mice, permanent MCAO resulted in a well-delineated lesion in the cerebral
cortex of the left MCA territory confirmed by cresyl violet staining (Figure 1A).
Autoradiographies showed preferential localisation of ['*’I]-CLINDE binding in the ischemic
cortical region (Figure 1B) with a good spatial correspondence with histological staining.
[1251]—CLINDE binding was also increased in the ipsilateral thalamus. In this latter, increased
signal was detected as early as 3 dpo (p<0.01 as compared to controlateral thalamus, paired
Student t-test), and the concentration of radioactivity progressed up to 3 weeks after MCAO

125

(Figure 2A), showing a statistically significant gradual expansion of thalamic [ “I]-CLINDE
binding with time (p<0.05, Figure 2B).

2-Competition studies:

Competition studies, consisting of a pretreatment with unlabeled PK11195 (5 mg/kg),
CLINDE (5 mg/kg) or flumazenil (4 mg/kg) 15 min before the radiotracer, were undertaken at
15 dpo. Results are presented in Figure 3. We observed that this pre-treatment with either
CLINDE or PK11195 significantly reduced the intensity of thalamic ['*’I]-CLINDE binding
(p<0.001), with the same profile of inhibition (decreases of 84% and 81% with PK11195 and
CLINDE, respectively), while no significant difference was observed in group pretreated with
flumazenil, strongly suggesting TSPO specificity of ['*1]-CLINDE binding in this model of

ischemia.
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Rat model of transient focal cerebral ischemia

1-Primary lesion site:

Twenty days after transient MCAQO, MRI data highlighted infarction in the occluded
MCA territory corresponding to the cortex and lateral part of the striatum, but with a
considerable interindividual heterogeneity, global infarct volumes varying from 0 to 340 mm’
(110+£25mm?). Du to this heterogeneity, no statistical difference between the 30min MCAO
group (73+21mm?’, n=8) and the 90min MCAO group (143+42mm°, n=9) was found (p=0.34,
Mann Whitney test). A quantitative comparison of infarct size evaluated by signal change on
MRI and neuroinflammatory reaction as defined by area of increased ['*1]-CLINDE uptake
on autoradiographs was not achievable regarding poor quality of autoradiographic
corticostriatal sections, due to infarct tissue delicacy. Nevertheless, qualitative assessment of
['®I]-CLINDE ex vivo autoradiographies and MRI images that displayed signal changes
showed a good spatial correspondence between ischemic areas and significant increase of ex
vivo ['*I]-CLINDE binding, which also overlapped with activated microglia characterised by
CD11b immunoreactivity (Figure 4). In contrast, NeuN staining was markedly decreased in
the infarct regions as a marker of neuronal loss (data not shown). OX-42-positive cells
exhibited phenotypic characteristics of microglia/macrophage cells, with round and amoeboid

cell bodies and stout processes.

2-Brain regions remote from the ischemic primary lesion site:

Beyond of the ischemic corticostriatal primary lesion site, we also evidenced TSPO
overexpression extended into the ipsilateral thalamus and substantia nigra pars reticulata
(SNr) (Figure 5). Indeed, quantification in the sections evaluated including thalamic nuclei
and SNr revealed that the radioactive signal was significantly higher in ROI-1 than in the
symmetrical ROI-2 (thalamus: 5.47+0.61 Bg/mg in ROI-1 vs 2.08+0.21 Bg/mg in ROI-2;
SNr: 6.51+0.75 Bg/mg in ROI-1 vs 1.50+0.12 Bg/mg in ROI-2, p<0.01, paired Student t-test).
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This upregulation of ['*I]-CLINDE binding in both ipsilateral thalamus and SNr colocalised
with activated microglia and features of neurons degeneration, characterised by OX42 and
NeuN immunostaining, respectively. Activated microglial cells in the thalamus and SNr
displayed morphology similar to that of reactive microglia in the infarct corticostriatal tissue
(not shown). Measure of thalamic volume using quantitative MRI exhibited significant

atrophy of the ipsilateral thalamus (-11.2 1.8 mm’, p<0.01).

Otherwise, we also examined whether the degree of neuroinflammation in those brain
structures remote from the ischemic primary lesion site was correlated to the infarct volume,
assessed by MRI measurements. The accumulation of [1251]—CLINDE in thalamus and SNr
increased with the ischemic volume in both ipsilateral cortex and striatum, respectively. A
significant positive correlation was highlighted between thalamic ['*I]-CLINDE uptake and
the cortical lesion volume (r = 0.967; p<0.001) and between [1251]—CLINDE uptake in SNr and
the striatal lesion volume (r = 0.924; p<0.001). These relations between the cerebral uptake of

radioactivity and intensity of the ischemic lesion are presented in Figure 6.
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Discussion

This study was designed to investigate neuroinflammation elicited by occlusion of the
middle cerebral artery in brain areas remote from the primary lesion site in 2 rodent models of

ischemic stroke.

We have shown in a previous paper that ['*I]-CLINDE is a potent specific TSPO
radioligand that reflects accurately the changing degree of neuroinflammation in an
excitotoxic rat model of microglial activation (Arlicot et al 2008). We demonstrated that the
large increase in TSPO up-regulation in the lesioned brain hemisphere was correlated with the
intensity of the lesion and that in vivo accumulation of CLINDE was able to discriminate
these various degrees of microglial activation. Mattner et al (Mattner et al 2005) also
described such a quantitative relationship between ['*’I]-CLINDE uptake value and the
clinical severity of the injury in rats exhibiting experimental autoimmune encephalomyelitis,
an animal model of multiple sclerosis that has a very different physiopathological mechanism
from excitotoxic process. These findings offered interesting perspectives regarding other brain

disorders and consequently other animal models, especially regarding stroke pathology.

Immunohistochemistry using a CD11b antibody as a marker of microglia was used in
a previous study to characterise the temporal profile of microglial activation in the thalamus
in the same mouse model of permanent MCAO we used in the first part of this work (Rupalla
et al 1998). In this report, the increase in activated microglia expression was detected on day 2
after cerebral ischemia and then gradually spread over the thalamus from 2 to 30 days of
occlusion. This time course of microglial activation closely parallels the pattern of uptake of
[125 I[]-CLINDE we described here. Competition studies confirmed that thalamic [1251]—
CLINDE accumulation was specific binding to TSPO, since the radioactivity uptake was
decreased of about 80—85% by saturating doses of cold TSPO-specific ligands (PK11195 or
CLINDE), but not by a central benzodiazepine receptor ligand (flumazenil). The specificity of
CLINDE binding that we report here had been previously documented in rats by preinjection
of non-radioactive CLINDE, PK11195 (Arlicot et al 2008; Mattner et al 2008) or Ro5-4864
(another TSPO ligand) (Katsifis et al 2000a). These results demonstrate that [1251]—CLINDE
was able to detect microglial activation in animal models of cerebral ischemia and validate the
quantification of ['*I]-CLINDE uptake value in remote brain structures. Therefore, we
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performed ex vivo studies with []-CLINDE to further investigate the expression of
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neuroinflammation associated with diaschisis in a rat model of transient MCAOQO, which is
known to create inter-individual variability in infarct extension due to the duration of

ischemia, but also to different degrees of collateral blood flow (Stoll et al 1998).

As expected, we found in this second experimental setting high accumulation of ['*1]-

CLINDE in the corticostriatal extent of the lesion again, colocalised with activated microglia.
A previous in vitro study, using OX-42 as marker of microglia, glial fibrillary acidic protein
(GFAP) for astrocytes, and [*H]-PK11195 for TSPO, strongly suggested that TSPO were
expressed by microglia rather than astroglia in the primary as well as in secondary lesion sites
following transient ischemia in the rat (Stephenson et al 1995). However, the origin of these
OX-42-positive cells can be the activation of central resident microglia, or the migration
within brain parenchyma of peripheral circulating leukocytes after BBB disruption, since

these two cellular populations become indistinguishable under pathological conditions.

We also evidenced neuroinflammation associated with ipsilateral diaschisis produced
by focal ischemia in both thalamus and SNr. The advances in molecular imaging of
inflammation in stroke have already evidenced this phenomenon in thalamic nuclei in the past
decades (Myers et al 1991b), even in the clinical setting (Pappata et al 2000; Price et al 2006).
Recently, neuroinflammation in area distant from the infarct tissue has also been monitored
by MRI (Justicia et al 2008). However, we present here, according to our knowledge, the first
ex vivo images showing neuroinflammation in the SNr, which has only been already
described by in vitro techniques (Block & Hong 2005). This inflammation in thalamus and
SNr has been reported to be associated with neuronal damages and local production of
proinflammatory cytokines (Dihne & Block 2001; Loos et al 2003). This neuronal death
consecutive to ischemia has been described in rodents (Carmichael et al 2004; Justicia et al
2008), primate (Hirouchi et al 2007) as well as human brain (Brodtmann et al 2007) using
several imaging modalities, and is accompanied with anatomical shrinkage, as we found here
for the thalamus. This secondary neuronal damage has been linked to antero- and retrograde
degeneration. Diaschisis in ipsilateral thalamus is due to retrograde degeneration associated
with the infarct cortex, whereas neuronal loss in SNr is related to anterograde diaschisis from

striatum (Loos et al 2003; Revital et al 2008).

We used T2-weighted MRI to morphologically assess the extent of individual lesions
in vivo and we differentiated these striatonigral and corticothalamic connections using ['1)-

CLINDE binding as an indirect and quantitative index since we evidenced a strong correlation
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between infarct cortical and striatal volume and neuroinflammation in the thalamus and SNr,
respectively. This combined approach allowed us to distinguish neuroinflammatory processes
related to diaschisis in the ischemic brain on an individual basis, both structurally and
functionally. Indeed, these different patterns of microglial reaction between thalamus and SNr
may reflect pathophysiological differences in neuronal diaschisis phenomenon, as already
suggested by Loos et al regarding the induction of the proinflammatory cytokine TNFa after
MCADO in rat (Loos et al 2003). Moreover, another significant correlation between the extent
of the atrophy in the striatum and that in the substantia nigra and between the extent of the
atrophy in the cortex and in the thalamus has already been established (Hara et al 1993).
Recently, the process of secondary thalamic retrograde degeneration has also been evidenced
by ex vivo autoradiography using the PET tracer ['®F]-D-Proline after photochemically
induced ischemia (photothrombosis) in the rat cortex (Langen et al 2007). This model is
recognize to induce infarcts in superficial brain regions, mainly the cortex, that are highly
reproducible in location and size, so that the thalamic nuclei showing [ISF]—D—Proline
accumulation varied with the site of the cortical lesion corresponding to connected
thalamocortical projections. The uptake mechanism of ['*F]-D-Proline has not been
elucidated by the authors, but the distribution of the tracer was similar to CDI1b

immunostaining, suggesting a relationship to microglial activation.

Even if it is admitted that the inflammatory changes in remote areas might be involved
in the pathogenesis of secondary neuronal damages, (Block & Hong 2005; Loos et al 2003),
no obvious direct clinical implication due to thalamic neuronal loss was found (Herve et al
2005). On the other hand, it has been proposed that thalamic neurodegeneration was involved
in the ischemia-induced long-lasting sensorimotor deficits in the same rat model of transient
MCAO we used in the present study (Freret et al 2006). We can estimate that these brain
dysfunctions caused by diaschisis may play a role in poststroke neuroplasticity and affect
brain recovery (Kriz & Lalancette-Hebert 2009). Moreover, therapeutic innovations in stroke
implicate that the global pathophysiology, including both infarct expansion and inflammatory
changes, is properly understood. This finding could improve diagnosis and follow-up of
therapeutic interventions by giving a positive image of the brain injury, which is more
sensitive for scintigraphic exploration of neuronal loss than a decrease in the binding of a

direct neuronal tracer, which also accumulates in intact specific cerebral areas.

To the best of our knowledge, this work presents the first small-animal molecular

imaging study correlating the individual degree of microglial activation associated with
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diaschisis to the expansion of corticostriatal infarction. Subsequent investigations could take
the direction of complementing our results using in vivo imaging techniques such as
microPET.Indeed, PET technology has the capability of providing functional data with high
resolution and allows absolute quantification. [”C]— PK11195 (the TSPO reference PET
radioligand) (Le Fur et al 1983) has been widely used but its bad signal-to-noise ratio (Shah et
al 1994) so much than its poor ability to differentiate physiological TSPO density from
pathological TSPO small overexpression (Belloli et al 2004) limit its potential clinical
applications (Kropholler et al 2005; Venneti et al 2006). Therefore, there is to date a
considerable interest in the development of new selective radiopharmaceuticals labelled with
either carbon 11 or fluorine 18 for imaging TSPO with PET (Chauveau et al 2008). For
instance, pyrazolopyrimidine derivatives (["'C]-DPA713/['*F]-DPA714) and phenoxyphenyl-
acetamide derivatives ([“C]—DAAI106/[18F]—FEDAA1106) are two promising chemical
classes that have been both validated not only in rodent models of neuroinflammation
(Chauveau et al 2009; Maeda et al 2007b; Venneti et al 2007a) but also in non-human primate
(James et al 2008; Maeda et al 2004; Zhang et al 2004a) and in living human brain (Endres et
al 2009; Fujimura et al 2006; Yasuno et al 2008). Two of these new PET compounds, [“C]—
PBR28 (a phenoxyphenyl-acetamide derivative) and recently ['°F]-DPA714 (a
pyrazolopyrimidine derivative), have already been evaluated in vitro and in vivo in rat models
of cerebral ischemia (Imaizumi et al 2007b; Martin et al 2009). Both studies focused on
microglial activation only in the necrotic infarct core and in the penumbra, the latter

documenting the time course of TSPO expression after transient MCAO.

Moreover, a fluorine 18 labeled radioligand may be advantageous in some clinical
studies as compared to carbon 11 due to its longer physical half-life allowing optimized
scanning acquisition protocol. Another advantage is that fluorine 18 labelled radioligands can
be transported and delivered to PET centres not having a cyclotron, and then are available for
wider clinical use. CLINDE belongs to the imidazopyridine acetamide chemical class for
which such a fluorine 18 labelled derivative is already available: [ISF]—PBRI 11 (Fookes et al
2008) might be an efficient candidate to verify in vivo our findings and to explore TSPO

expression associated with diaschisis in human stroke.
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Conclusion

The present study highlights for the first time using small-animal ex vivo molecular
imaging modalities, that long-term neuroinflammatory changes associated with diaschisis in
thalamic nuclei and SNr are quantitatively related to cortical and striatal expansion of
infarction, respectively, after transient MCAO in rats. These findings suggest that molecular
imaging of neuroinflammation is a promising tool to study pathogenetic consequences of
stroke and to evaluate the individual benefit for patients of new immunomodulatory

therapeutic strategies for weeks after stroke onset (Zaleska et al 2009).
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Figure 1

A: Cresyl violet staining B: ['®I]-CLINDE ex vivo autoradiography
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Figure 2. Temporal profile of TSPO overexpression in ipsilateral thalamus after MCA occlusion using ex vivo ['2%]]-CLINDE
autoradiography analysis.

(A) Representative ex vivo autoradiographic images showing ['251]-CLINDE accumulation after permanent MCA occlusion.
Coronal sections at the level of thalamus from ischemic mice following 3, 8, 15, or 21 days of permanent MCAO are depicted.
(B) Quantitative data showing the time-course of TSPO overexpression assessed by ['2%]]-CLINDE binding after permanent

MCAO. * p < 0.05 (ANOVA).
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Figure 3. Effects of pretreatment with PK11195 and CLINDE (TSPO selective ligands) or flumazenil (central benzodiazepine receptor
selective ligand) on ['?51]-CLINDE binding in thalamus of mice, 15 days after the onset of MCA permanent occlusion, using ex vivo
autoradiography analysis.

(A) Representative ex vivo autoradiographic images showing ['251]-CLINDE accumulation at the level of thalamus from ischemic mice.

(B) Quantitative data showing significant decrease of ['251]-CLINDE binding in ipsilateral thalamus after pretreatment with either PK11195 or
CLINDE , but not with flumazenil. * p < 0.001 between control group (['2%I]-CLINDE and pre-injected groups with either unlabeled PK11195
or CLINDE (ANOVA).
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Figure 4. Representative images of the corticostriatal primary lesion
site of MRI (A), autoradiographs for ex vivo ['25]]-CLINDE binding (B),
and OX-42 immunohistochemical staining (C) from the same animal
(rat n°6, transient MCAO of 30 min, total ischemic volume = 103
mm?). Both ['2%]]-CLINDE uptake and OX-42 staining were increased
in the infarcted corticostriatal tissue. Activated microglial cells are
identified by their round and amoeboid morphology and intense
staining characteristics (black arrow, objectives x 40).
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Figure 5
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Figure 5. Typical example of signal enhancement when compared to the controlateral hemisphere, resulting from CLINDE
specific binding to TSPO in thalamus (A) and in a narrow zone that was concentrated within SNr (B). These regional higher [251]-
CLINDE uptake values coincided with an increase in immunohistochemical staining with the microglia sensitive anti-CD11b
antibody both ipsilateral thalamus (C) and SNr (D). Images from rat n°8, transient MCAO of 90 min, total ischemic volume = 248

mms).
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Figure 6
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Figure 6. Relation between infarct volume assessed by MRI and TSPO upregulation, estimated by quantification of ['251]-CLINDE
uptake values in thalamus and SNr. Total specific ['251]-CLINDE uptake value is the volume of the structure exhibiting TSPO
upregulation, corrected for each section by the LNR. Regression analysis yielded a significant positive correlation (p<0.001)
between cortical ischemic volume and neuroinflammation in thalamus (A), and between striatal ischemic volume and
neuroinflammation in SNr (B).
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Annexe 3

Evaluation of CLINDE as potent translocator protein (18 kDa)
SPECT radiotracer reflecting the degree of neuroinflammation in a

rat model of microglial activation
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CLIMDE [(.4 MBEqt one group being pre-injected with
PE11195 {5 mghke) Brains were removed 30 min afier
tracer imection and the madicactivity of cenchral sreas

rises affer microgial activaion following brain injury.
Accordingly, TSPO are potential targets o evaliaie newn-
inflammrairy chanpes in a variety of CHS disordens.
Purpese To date, only a tew eftective todls are avaitable 1o
explore TSPO by SPECT. We characierked here d-chlom-
244 fodopheny] 34N, Nedietind i dazo[ 1, 2- o] preridine -3-
acetamide or CLINDE in a r2t model with differen stages
of excitoisic lesaon.

Methodt Excitotomicity was mduced in male Wisias rais by
unilateral inragrisial njecton of different amomis of
qpuineslimic acid (73, 150 or 300 mmel). Six days lagn owoe
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t d. Complementary ex vive sutorsdicorsphy, in
vitre sutoradiography {["H]—P[{HWS] and immnmokisio-
clhemical siudies (OX-42) wene performed oa brain sectons.
Rexults Tn the contral group, [**IFCLINDE binding was
st ticandy highes (p=ULU0 ) i ksioned tan that n ntsct
side, This binding dissppeaned in rais pre-trested with
PEL119S (=<l ), showing specific bindng of CLINDE
to TSPO. 2% wivo and in vitee sutoradiographic sudies and
immumahigochemisry wene cossisent wit this, revealing
a spatial comespondence betwesn radioacivily signa and
activaied microglia. Regression analysis vielded a positive
rellion between Me ligand bading and the degre of
veswd aif v e fod

Conebesion These nsulis demonstrate that CLINDE is
suitable for TSPOY in wive SPECT imaging to explone their
invl vement in neuwrode generative disorders assoc med with
microglial activation.

Keywinril: Excitaemxicity - Inilammeiion - e ia -

Peripheralbenzodiarepine recepior- SPFECT

Dt i et om

The ranslocaior proein (TSP 18 kDa), previowsy named
e prleral -typee. benaodia sepine ecepier [1] is a oonpenent
of a mulimeric proken comple: ¢closely msocimied with a
vipliage- dependent anion channe and an adenine nucleotide
carrer [ 2] Srucwrally and plamacokegically distinct from
the previousdy descrbed cenirsl benzodizrepine receplor,
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TSP & located on the outer membran: of miwchondria
and & mostly disirbuted in perpheral organs such as
kidney, heart, and defoidopenc tissues like adrensl coriex,
ovaries md estis. TSPO is dimetly o indirectly inwlved in
many finction, ncluding regulation of cholesern. trans-
port [3] svnthesiz of serold hormones [4] and apoploss
[5] TSPy is minimally expresed in intet brain whene it is
primarly lecalised in glia] cells, including sdrocyies and
microglia [6], the brain's ndigenous macrophages popula-
tion thal is ublquitously shared out the UNS. [ basal
expression rees in several acute and neuwrodegenerative
disorders, nchding stroke [7], Aldheiner's disesse [R],
Parkinson's diseass [9]. muliple sclerods [10]. Hunting-
ton's disase [11] and amyoirophic bieral sclemss [12],
meflecting microglal activaton and newrpinflammation
13].

: a!;m:ﬂlngr_'.l; TSPO & a polential bogel o explore in
vive nevrpinflammeiony chanpes in a varey of newolog-
ical disorders with both positron emision tomography
{PET) ad single-photon emision computed tomorraphy
{SFECT) [14]. This could mprove diagniss and folow-up
of therapeutic inerventions by giving a positive image of
the braia injury. Swh a race might be mone sensitive for
srimigraphic explkmetion of meronal ks than a decease in
the binding of a direct neuronal tracer, which also
accuwmitlaies n ineet spocific cenchral arss. Radiolshelled
derivatives of the TSP meference ligand wogquinoline
carboxanide PE11195 [15, 16] (4 nM=K=< 20 aM) hawe
been widely used e their bad signal-to-noise i [17] S0
much than their poor ability o differendate physickegical
TEPC density from pathelegoal TSP small overespres-
sion [18] limit theis poential clinical applications [14, 19].
There & therefone, to daie, 8 ek of effective ook 1o
explore TSPO by in vive molecular imazing, and a grong
impeius to produce new e ledive radioligands suitshle for
TSP ewoimagng uang eiher SFECT or PET recenty
oocurmed [18, 20-1].

Amaog these new compoands, the meentdy developoed
TSP high-affinity hgand & chlono-2-{4 iodopheny)-3-{N,
N-diethylFimidazo|l, 2-a prridine- 3-scetamide or CLINDE
{Ka=1.7 nM) has demmsiraiod its ahility 1o pas hrough
the bran—blod hamer and is polency amd specificity for
TSP binding [24]. Tt las also been dwwn that CLINDE
wai abke 1o detect in vivo inflmraiony processes charsc-
terimed by incressed denaity of TSRO in sn snimal model of
muliiple sclemsis [25], thw epesening & promsing
SPECT radiciracer for neurdaflammation imaging.

Bevem| mechansms contibuie & rewmoinflammaiony
process, among e main mes exciipipxicity [26). The
pumeme of this work was 1o betier chascerse CLINDE
before polential in vive clinical spplicaion. For this, we
svalusted the progeries of this iracer in & @i model of
incressing degroes of anam] excitoloni: lesion aimed at

ﬂ:lplillrl

simulating gradusl newoinflammatory sges In paallel,
we clarackersad teese different stages of excitoboxic njure
wsing complementary in Vit appaoaches ach as aulonadi-
ography with the reference ligand ['H}PE11195 and
immumahigochemisry wroeied at activated microglia.

Materials and met beds
Radiochemical synthesis

The radiol gand ["**THCLINDE was preparnd as previeusly
described [27], with minor modifications. Briefly, the
trbuiylin precursor (|00 pg) in acetic aci (200 pl) was
treated wih & solution of Ma™"1 {specific sctivity R0 Ghg'
pmal; Amersham, Buckinghamshire, TK). The iodination
was initiaied by addicg peracetic acid {1-3%, 10 pl) and
quenched 5 min er with sodium bisulphite (260 pl
S0 me'ml) The solution was then newiralsed with sodivm
bicarbonate (2040 pl, 50 mg'ml) The prodect was punfied
using high-performance liquid chromatography with a
semipreparative C-18 RP-column (T8 =30 mm phonda-
pack, Wakrs) and & mixtuwe of CIICHAL D M anmseaiumn
acemie (MlA0) 2 mobile phase 21 a flow e of 1.5 ml'min
The relention tmes of precusor, iodide, and ["1)-
CLINDE in this sysiem were 7, 10, and |7 min, regec-
tively. The peak comesponding to ["*IHCLINDE was
collecied, passed thrawgh a C-18 Sep-Pack (Wabers), and
eluted wih ethano]l @ elimingte the solent. The final
radivlabe lod product was assessed using an analytical C-18
RP-colums (4.1 <250 mm FRF, Cluzesu) with the mme
mohile plase and flow maie s deserbed above The
radiochemcal vield fllowing purification was about T,
and the spec ific activity of [ I CLIMNDE was 80 GB g Lmol

Animal surgery

All gudies were conducied acoording & French legislaion
and BEuropean directises Male Wistar rais {Centre dElev-
ape Pend [anvier, France) weighing 338+9 ¢ (mean + 51)
were kept in a temperaiune {2340 5% and humidity (43 +
frcontrelled envirmnment under a 12-h ighidark cyele
with fiood and water svailable ad lintwm.

A tadal of S6 sinal were nawd fw eeperimenis
deseribed below. Rak were ansesthetised with soflrane
(4% for smesthesia induwetion and thereafler 2% for ils
maimenance) and paced in 2 fereciawe David Kopf
apparaus (oot har —33 mm) Anmal wene unilaerally
ingecied with different amounis (75, 150 oo 306 nmal) of
quinglinie seld {4 Signa; d=olved n 0.1 M PBE, pH
T d) indn the rglt drisnm (njaction rate 05 j(min) sdng
a 25%-pl wicroeyring (Hamilioa) and a micropump (KD
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Seientific). A 2 pl) wa injecied ai the folowing
coordimies: AP H0T mm; ML: -3 mm; DV —L5 mm
fmm brepma, sccowding o [2E]. Andmal®s sy temmpe rainme
{369 +06%C) was poninolled during the wrgery by wing a
therral probe. The injection syringe was left in place for an
additiom] 4 min o avodd (A backflow. and then showly
remaved. The scalp was suiwed and animals replaed nio
their capes and exsmined daily unil seifice.

Ex wive cerebral baoslisributon of [P TFCLINDE,
blocling smdies and ex vive suoradiogmphy

For each amount of infused QA (75, 158 or 30 nmaol), ex
vive cerehral biod gribuion studies wee performed with
["¥IMCLINDE 6 duys afler surgery. Rak were Lv. njected
{penis vein) with .37 MBg of [“*1]LINDE in 300 ul
mrrmna | saline, with {pre- injeced groue, a=5—F) or without
{control group, n=5-6) a pre-injection of FE.1 1195 {5 me/ke;
Sigma), 15 min before the radioitacer Animals were
sacrificed 30 min post ['"“ICLINDE injection. Several
brain amneas {cenehe lum, left and rght hipsocampus, ket and
right frontal corex and left and right striaum) wene removed
and weizhed, and their radiosctivity was messuned using an
sutomaicd gammma counter ok 5000, Padasd). The
percentzge of njecied doge per gram thsue (YellNg) was
caloubsied by compmrism with samples 1o standand dilutions
of the iwnitial dose.

Ex vive sutoradiography sudies wese performed with
["IHCLINDE o illusrste the ocalization of i cerebral
binding Two rats wene v, injecied (penis vein) & days afier
surgery (300 nmol QA) with 1.33 MBg of ['HPCLIMDE
in 3 pl normal waline, with {pre-injeced i) or without
{oontrl rat) an inection of PE11195 {5 meg'ke; Signa),
15 min prioe 1o the radiotracer. Animals wene scnificed
30 min post | "ZIFCLINDE mjection; aimns wene ramoved
and frozen ai —R9°C. Corpaal siraml sections 20 pm
thickness) wene then ol in & eryosial microtome {Jhung Ch
AWM, T riea), thawemaoamiad an microaropss clides and sie-
dried a1 mom experaiune (RT). Slides were exposed o
ipdide-sensitive films (Biomax MR™ Endak) for & weeks
and then developed (Fodak 124 mevelaor), fixed [Kodak
FiW fixator) and dried. Antoradioprans were scanned
using a Scanner B=on Perfedion 4810 Phoio.

In vitro aoradiogaply with HI-PE 11195

After lsioning as described above, the density of brain-
apecific TSPO biading sies was memured by D vitro
sutoradigraphic experiment using ["HRFPE L L1935 (Perkin
Elmer, specific ativity 3.1 GBgumol). Fiftes male
Wistar mis (five per amounit of (A) lesoned a3 described
above were wsed. Brains wen removed o davs afier leson
and frozen ai —R9°C. Corpaal siraml sections 20 pm

thickness) wene then cut in a erosial microime {Jung Ch
e, Leca) and thaw-mouned on micosoope shdes
{Supeer st T, Mecoe] (laser). The sciions wene incubaied
for 30 mi &t BT in a 50 mM Tris HCl buffer {pH 7.4}
containing 1 nM ["HFPE 11195, Non-spec fic binding was
ampemaad by incubatien of adjscent striatal sections b the
presence of 1 phd PE11195 (Sipma). Sections wene rinsed
twice in wld buffer {(4°C) for 5 min, dipped in disilled
waler and dried at RT. Slides ingether wih calibrated H
siandbands {*Hamicnsales; Amersham) wene expesl G
£ weeks 1o tritum-sensitive flms (Biomes MRE™ Kadak)
and then developed Eodak LM revelaiod, fxed (Kodak
30l fixsor) and dried. Avioradiogram: were scanmned
{Scanner Epgon Perfection 4878 Phoio) and analysed For
each animal, we wad the TSP ovenespresson in the
sirtum {(dentifled by visual nspection & a radiosciive
hypersignal) v delineate regions of inverest (ROs). ROMs
were man@lly defined for each rat in the lesioned right
stristum showing ["EFPE11194 high uptke (ROI-1), and
mirtor BAOD (RO-2) was symmetrically drawn in the
homolegris contralseral region, The melaive specific in
it hinding of [3[-1]-P‘F.'.1 11495 defined & he ratio of value
for an RiN-1 in the rght hemisphere & valwe for the
contralateml homologous ROT-2 end calow sied after ek
ground subtraction wis messured using B-vigont sofware
{Biospace Meares) Al least fve maichel sections from
each animal were uwsed for quamification.

Immunohizio: hemisny studies

The melstisnship betveen the degree of excilooxicity sand
iniensity of microglal acivaion was aso nvestzated
using immunohisochemigny. Twebe male Wistar mis {four
peer amount of (A) leioned a3 Jescribed above were wsed
Six days after QA lesion, rals were ansedhetised (pento-
barbital) and perfused with 120 ml normal saline follvwed
by 120 ml paraformaldehyde (FFA) 4%. Brans were
remnved and atorad o 74 b ol PEFA 4% and then foren
at —BIFC, Coronal stiatal sections (20 pm thiclmess) were
cut in & oyostsl microtome (Jung CM 30kl Leica) and
thaw-mouried on mizmscope slides (Superfrositt, Menzel
Cilaser). Comonal stiaial sections wene gquenched with
hydmsgen peroxide ind. 1 M PES and incubsied in blolng
splution containing normal goat serum (Sigma) in onder o
block endogenous peroxidase and nonespecific binding
regpactivey, Sections were incubaied at BT for 3 hwith the
primary antibody OX-42 (1: 1,0 Seriec] recognising the
complement type 3 mospior presen on cels of micreglial
lineage [29] and then incubaled a1 BT fr 30 min with
biotnylated goat asti-mouse [ph (1200, Sigma) the
reaction was developed with 3,1 -daminobenzidine (DAR,
Sigma). Slides were washed in 8.1 M PBS, dehvdrated and
mounied. For quantifcation of microghial sctivation, sec-
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tions wene digitised wing a video camer module XCTICE
{Sony) mapciated with a lens AF Mico Nikkor pll mm
{Miksm) For each animal, we weed ihe opiical dessity of
OX-42 immumoresctivity on the tisswe sections (@ained
with DAB) o draw B0l o te comeponding smiaium,
RH s were mamal v defined for each ral over the digitised
image by visual inspection on the region showing actvated
microgla (RO0-1) in the ips steral siranm, amd spmmet-
rical RO (RM-2) was drawn in the howologous coniralai-
wral megion. The melaiive oplical demsicy of OOX-42
immumdgreactivity, defined & the o of value for an
R{H-1 ia the right vemispher: i value fr the conimlaeral
homalogus BO-2, was messuned wsing Hizsiolab sofwane,
At keast four matched sections from each animal wene used
for quantification

Statistical analysis

All data are presemed a3 means + S0, For ex vivo canehral
biodigrbution sudies, a St § test for unpained valwes
was wsed b mssess siatistical significace of differences
between rais pre-injecied with PE11193 and contro rais; a
Stwdendt f test for pained vahees: was used © asses shtigical
significance of diferences botwoon iped-  (loesionod) and
controlaeral {intac) side of the brain, Feor suwioradicgraphy
and immunohistocdemisiry, comparsons wene peformed
using Emskal-Wallis non-parameiric esis  Signficance
was set &t g,

(18]

Figll Shlabon Lell Salaban
Fig. | Boin regional bisdistribation (% injeced dose/g tiesoe mean =
B} of [FTRCLINLE and effecs of prefeiment with g TSP
selective igand PEIEYS (5 mgkg) on [CTWLHNDE binding in

Pligil Gunlea

walardmd mambral wgica of mie lasivred i fhe righd oot wrh W,
150 or 7 mmol of qunolinic acd, 30 min afer [“TCLINIE iv.
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Hesults

Ex vives cenebral bisisribubon of [ TRCLINDE,
blocling smdies and ex vive adoradiograply

The corebral biodistribution of ["“TFCLINDE in rats
lesioned with different amounts of QA was expresaed as
the radiosctivity levels, in perceat injecid dse per gram of
tissue (Yalvg) and shown in Fiz. la.

I ithe proups wii thosd, pre=injeciion of PE111935 {oomimes]
groups), the accumulation of (“*[FCLINDE in the left
{intel) side of dwe bain was low ((084H0008 1o 0. R0+
0 Tell¥g tissue) and consisent whakewer the ceshral
area | cereellum, straium, conex, hippocampus) and the
dose of QA injected, with o datisteally significant
di fference between goups.

In tee right {lesioned) side of the bran, a significant
incresse (p=0.001) in the in vive binding o7 ["**I- CLINDE
was observed in the siramm for each dose of QA
(30 nmol: 55240 100% Vg dssue, ie +34%% pom-
paned with the controlaieral side; 150 nmaol O30 00059
Vg tissve, e +220%: 75 nmol 0.307£00 1066%0Ve
thsue, Le +248%).

A significent ncresse (EF-UMHN ) was dso observed in
the cories on the lesioned side for each dose of QA
(30 nmol: 0385 +01260% 1 v tiesue, +94% companad
with controlaeral side; 150 nmol: 0237 +00075%IMvg
tssue, Le +112%; 75 mmol: 17600068, e +81%)

or . Srint I
i 1
HEEY N Codax e
! o4 I._-_._.______]---"'"r-_
£ o
4 oz Lt
LR
o En We I 0 3@ 0 B MO 30
Al of (A injoricd isball
B 50% i 0. coniml g s 6]
O 434 nidl 0. conbnl g n = 5
nn_mﬂn*_q
L 5500 il 18, P 1 25 pors-imgmcine! preag [ = 5

I 150 bl CIA P 18 535 - e (1
I 75 ol . PR S pra-imgecined growsp [ . B

Ll Gl Fligll Hipproom g Ll Hipeso g

imjetion {a]. *p-U0] between leiomad and ma side, ¢ B
paied vales. o0l betoeen me pee-imjecied with PE11155 and
comiml |, £ test for oopaied vales. b The rdatiom hetoeen the
imdmmeity o 1A Lagiom in the right @ smasmm and [E5TL0T THTE spals in
ipsil gem] stisom amd coex of nis
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In ithe hippocampus, a shght bui not statistcally
significant incresse of ["*[MCLINDE was messwed in
the: lesimexl sile Gom each dose of OAL

The mesuli of blocking smdies, corsisting of a pre-
treatment with PE11195 (5 mgkg) 15 min before the
radiotracer. is also presented in Fig la. We observed that
this pre-trestment reduced [~ IHCLINDE uptake in all
regions of the brain. The moea significant decresse was
mesazuned in the ipsilateral arsim and corex | decreses of
B2% aml B1%, nespeciively, n the gmup of s kesioned
with 300 mmol QA) [“'IMCLINDE binding was also
mduced in i lmioned wih 150 asd 75 nmol QA
showing the same profile of rhibition n growps pre-meated
with PE11195, with a high decresse of actwvity in the
ipsi el stiaium and cones {decneases of 7ol aad T5%
for animals lesioned with 158 nmaol QA respectively, and
wf #2% and 75% for animals ksioned with 75 noel G,
respeactivehy .

The relation between the nensity of QA ledon n the
right sriamwm and cerebral upiske of radicactivity is
presented in Fig b The scoumulation of ["“IRCLINDE
incressed with the quaniity of adminisered (4 n both
ipsi el sriaumand conex. Regression amalbysis yielded
& signifoamt corrchiion (@ A=00018 corto A
(919 between the uptake of radicactivity in the ipslat-
eral side of both stiamm and conex and the severity of (A
lesion.

Ex vwvo sutoradiographic images, illwirating the siriaial
and cortical distribation of radioactivity 30 min afier [ *1])-
CLIMNDE mjection io rats lesipned with 3 nmol {4, ane
presented in Fig 2. Auwtorsdisgraphy sndies perforned on
a contrd rat {Fig. 28) showed preferential local satioa of the
activity in the ipsilaieral aramm when companed o
controlsteral side. Moreover, high bbelling of ["¥1)-
CLINIE was aka abserved on the ipeilateral coex. In
the satwration @udy (Fig. 2b), pre-trestment with § mghe
of PE11195 prior to [*1CLINDE injection indiced a
airang deetesse of the mdinseiviny in haih cene bl soions

i 3 o .| -
lmm g 5 L ke E o
Fig. 3 Ex vivo amcndio gaphic images of ['“1]-L LINDE dismibo-
tiom in sz and conex . Conomal sections of oomteo] ra st ()
and TEPGcslactnes bgand PEIIRS (§ mgkg) pos tmatad rai b,
lesiomed with 300 mme] O, ar pesemed

In vito suoradiogmaphy with [H]-PE11195

In vire =uorsliogmphic inages, illusiraog the snaal
specific binding of [H]}-PK 11195 according o the amount
of QA njected, ame presented in Fig. 3a In vitro hinding of
["HIFPE 1195 was bw in the imsct left striamm (77.5+
174 Bg/mg tisue) md mome o les equial whakevwer the
degree of QA lesion is. In conrast, this pecific bisding
incressed on the lesioned side (<001, following the
equamtity QA ingected: 224013, 205+ 10 and 122+ 24 By
tisae for b (m=5), 150 (p=4) and 75 nmoel QA (2=5),
e ively,

As dwwn on Fig. 3b, the ["MI}CLINDE uptake
expressed in percentge of ingecied dose per gram issue
was related 1o this specific Wadng of PTHIPE 11195 b the
ipslsieral gramwm, ebtive o the controlateral side, for
each diese of Cha.

Immunohizio: hemisny studies

The excibtoxic A lesins mereased significantly (p<
) OX-42 immmoreactvity melative o non-lesoned
side of the brain (Fig. 4). Evoltion of OX-42 immunone-
sctivity was porformed wing semi-quantistive mosane
ment of optical density in the ananm. As expecied the
dose of CA wed o nduce exciiptmicity was positively
e lated i the increase of immunoreactivity in the ipslaeral
siriatum relative to conbrolateral side [295 £62%, 230 +36%
and 162+ % for 30 {n=4), 150 (n=2) md 75 nmal A

{m=2), respectively].

[¥isc wssion

The aim of the present shudy was 1o evaluste the recently
developed TSPO imidaropyridazine iodinated ligand
CLIMDE n an animel mode] of excitotmicity, and more
apwci feally, i invesioste e alility ta reflact the bl of
neuminfEmmaton n onder & modulaie te excitooxic
lesion intensity, we used gadus] amounts of QA (75 150
or 300 mmoel) Migogial acivation in the ipsilieral
striatum was ¢ learly obeerved using immunohstos hesdcal
staining for specific antibody OX-42, in scoordance with
litera e data using mi models of excitosic kesdons ether
with CA 0] or ec-amine-3-hdmoxy-5-methyl soxasole-4-
prophaondc seid [21, 22]. In additon, our resulis evidenced a
positive melation berveen the inensity o immaumobisio-
chemical swining and the dose of (A injeced

In witm sutoradicgraphy using the meference TSPO
ligand ["H}FPE1119¢ ako showed a maked merese of
labelling 2 previoudy observed in rat models of excito-
toxic lesions [21, 22,31, 32]. The level of his increase was
positively come ied with te dose of A njected.
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Fig- 3 Tn vitro amioradi egraphi c A
images o the speoific inding of

the TEPpeleaive Higand -
PRI morate beeiewensd aeith
differant umonmts of : 73 (a2,
a=5), 150 ¢h, m=4) md

300 mmol iz, a5 AL B The

rel afiom btween [ TRCLINDE
npisiee (pemeniage of i meoed

dose par gmum s} and spe-

cific binding of ["HRFFEL1195 a
in the ipdlten] smsm rdatve

i dhe controlaiem] mide for cach

dose of (A injected B
x
o
§
£ ¥ :
,E: .
s = . ’
F2xa- *
- +
. -
]
. S : .
(1] 04 08
CLINDE binding (% D/ g tzsue)

Cerebral bioditrbution sudies showed that [*1)-
CLIMNDE hinding in lesioned siriamm and comex, brain
areas e moa aPecied by exciigoxivily proces, was
significantly higher than that in inact side. Momeover, the
uptake of ["MIHCLINDE reflocted sceusstely the changng
degree of neuroinflammation (stristum: ~=0.9935; conex:
r=0,9079). The specific in vvo binding of [***[CLINDE
i TSP was assssed by pre-mjection of an excess of
PE111%5 {5 mgkg) as this treatment decreased the
radioactivity uptake of ahout 75804 ineach group of rais
exhibiting different levels of neurpdaflammation, The
specificity of CLINDE binding that we meport here had
been meviously documenied i nomi modents by poe-
injection of non-mdioactive CLINDE, PE11195 [24] or
Raof-4f5d (anotve: TSPO ligand) [27]. Ex wive sutoradi-
wgraphy swdy povided wvisnal evidence that speecific
binding of [**[]«CLINDE t¢ TSPO occurred excusively
in the sirawm and comex psilateral o te lesion. The

Fig- 4 mmumakhistechemical
stiming b (-42 (mader of
micragha) in the sTizmm of @x
lesiomed with diffarant ameonnis
of (W T3 (m, e, 150 (h,
m=1) md 300 mmol &, a=4)

1 Springes

image revialed an exce llent spatal cormespondence bemween
CLIMDE signal and ot activeed micnoglia, a5 asessed

by immunohigochenisiry, and TSPO up-regulaiion, as
msessed by suoradiegraphy wng ['H]-PE11195,

An mexpecied resull inothe present worl was that the ex
vive ["*]-CLINDE binding did nat mach the in vitro
["H}PE1:195 one regarding the amount of QA injeced in
the sirmwn ., This discrepancy way be due o a differeace in
the respective binding demaing of these two racens ke the
multimeric protein moepior complex from which 18 kDa
TEPLY is part. [t has boen we ll decumenied that isoquinoline
compounds like PE11195 bind on the 18 kDa TSP
proten iself [33], bat other TSRO ligande, such as Bo 5-
4864, which is thoght o overlap on both TSP and
viphage-dependan anion ¢hannel, ineract with several paris
wf the recepier oomplex. To date, the mechanisa of
CLIMDE binding on TSPO & nod preciely kmown and
could be different than PE1 1195, Although we canmol mule
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out this hypathesis, the discrepancy shoud e mone likely
due i m experivental varshiliy phenomenon [n the
present work, the degrese of neuwrcinlammation was
evalusted az the binding ratp of lesiosed sde te non-
lesioned ade of the bran. According to our daa the
sccumubtion of ['"“IHCLINDE in the non-lesioned side
wai rather comstand (00R4  0BPAEDVE tsaue) and
similar w that previously meporied in normal =i beain
{0 18%Ivg tsswe, 30 min sfier iracer mjection] [24].
Huweven, a shighi bui nei soiistically similican variatiomn
in this value {as obzerved in de left smaum with 75 nmaol
QA might modify the binding matio in 2 sgnificam way.
Then, we amessed both r-squae factior and slope linking up
respactive CLINDE and PE 1195 hinding ratios togeter to
the amoant of QA injecied We obtzined r*=08% and a
slope=0.005 for CLINDE and # =0.944 and a dope=0.0{4
fior PE1119%, suggesing eguivalent dose—Tesgmens: rela-
tipnship properties for botl CLINDE and PEIL1195.
Moreover, the patiern of upiabe of CLINDE in the oonex
wias progressive and equivalen: than the one obiained in the
striaium with ["H]-PE11195. aside from that, the pesilil-
ity that the aforewentioned discrepancy between te ex
vivey CLINDE and in wito PEC 1195 data may be due to the
cuperimmal factor that was srengthened by the fise: that a
digtinet difference axiss between in vt and ex vivo in
terms of ligand delivery with blood flow, te e vivo
situation being vulrersble o ismccuracy not encoumiened in
vitn.

The unilateral inTasiriatal mjection of (A we used here
is admiied 25 an mnimal model of human Huntigion's
di i it reproduces Tt ica, bohaviousal snd
pathologic feamres of the disesse in mdenis and non-wman
primates [34, 35]. Aside fron that, we demonsiraied that
the large mcrease in TSPO up-regubstion in the lesioned
brain henisphere was oomelated with the inensity of the
excitotonie lesion and that in vive secumulaton of
CLINDE was able o discrimimie thes: vanous degees
af microelial sactivation Tnierestingly, MMatmer a0 & [29]
previoas y described such a quantitative relationship be-
tween the amount of CLINDE hinding and the clinical
severity of the inury in rais exhibiing experimenial
autoimirune enceplalomyelite, an animal model of mwlti-
ple sclemsis that hs a physiopathologea mechanisn very
different from exciioioxic process. Furthermone, CLINDE
has in viro and metabolic characterstics that allow its uwse
for cenehral molecu ar imaging, with a goed passing across
the blool—brain batier and mone than Wt of exracted
radipactive materis] from ocgans exprssing TSM &
unchanged iodinaed CLINDE in nommal rodents [4, 27,
36—38].

There is 1o daie a considenble nterest in te develop-
ment of slective radiopharmaceticals for imaging TSP
with PET or SPECT. It is well kmown ihat PET imagng

provides fanctional dsta with high resolution and alows
quanii fication. Therefore, new FET radiolizands aimed at
exploring  sciivaied micmeglia ame in develipomeni. For
ingance, ["C}DPA-T13 (prrambpyrimidne ad [*C)
DAATIGT "FFFEDAATIDS (phenasyphenyl-scetam ide )
pre two promising sew ligands that have been both
validaied not only in rodent models of newoinflammation
[21, 39] bul also in noa-human [40] o, for the last, n living
huwman bran [41] Aconding o teir respective K valwes
mesumed i marmzl mi ban dsue, CLINDE displys an
iniermedisie affinity for TSP between tritisted DA A 106
end PE-11195 (1.7 M for CLIUNDE, 0.4 oM for ['H}-
DAALIDS and 64 oM for ['HFPE11:95, [24, 39]
However, this companson wust be considend with precau-
tion since experimental tsswe hes not been prepanad in the
same conditions. Omn the other and, SPECT & a rodine
metheed more convenient in clinical practice, and ioedinated
CLIMDE that sccwaiely express the degree of microglial
sclivation in a wide wrety of mimal models of newnde-
generative disprders & a poentia agent for visualization of
newrpinf lEmmaton in humans using SPECT.

Comel udon

CLIMDE was radiolabelled with "*L, and its biodistribution
was sudied i the brain of nis lesioned with gradual
pmounis of A, an animal model of excitoioxicity.
CLIMDE upke was signiflcantly enhanced in the lesieoned
strimium and comes, oompaned 1o conimok, meflectng the
et of beth microglal sctivaton snd TSPO up-regulstion
Although further clinical sudies are requined o validaie
the uwse of idinsied CLINDE in human subjects, these
realis strongly sugpeit a quantiative mebionship beoveen
the intensity of neurdntlarmmation and radietracer indin,
making CLIMDE an stiractive radiodionidaied candidasie for
imaging TEPOD with SPECT @ sxplore ther invobenent
in menmelepenarmtivie disrders acanciatad with micmelial
Bt viation.
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. Imagerie moléculaire de la neuroinflammation

Evaluation préclinique d’un nouveau radiopharmaceutique : Le CLINDE

Résumé

La protéine translocatrice 18kDa (TSPO), en reflétant I’activation microgliale et la neuroinflammation, est
actuellement reconnue comme un marqueur sensible de la survenue d’événements pathologiques dans le
cerveau. Par conséquent, la TSPO est une cible privilégiée pour I’étude des pathologies du cerveau par
imagerie moléculaire (TEP/TEMP). Il y a actuellement un manque d’outils efficaces pour explorer la
neuroinflammation en TEMP. Notre objectif a donc été d’évaluer un nouveau radiopharmaceutique de forte
affinité pour la TSPO, utilisable en TEMP : le CLINDE, dans deux modeles animaux : I’excitotoxicité focale et
I’ischémie cérébrale. Dans ces deux modeles, les études ex vivo ont mis en évidence une accumulation
préférentielle du ['*I]-CLINDE dans les régions cérébrales lésées, riches en cellules microgliales. De plus,
nous avons observé une relation quantitative entre 1’intensité de la lésion cérébrale et la fixation du
radiopharmaceutique. Le CLINDE apparait donc comme un candidat trés prometteur pour I’imagerie TEMP de

la neuroinflammation en recherche clinique.
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Résumé en anglais

The 18kDa Translocator protein (TSPO) is currently the most reliable marker for pathological events in the
brain, reflecting microglial activation and neuroinflammation, which are linked to neuronal damage. Thereby,
TSPO is a potential target to evaluate neuroinflammatory changes in a variety of brain diseases by molecular
imaging (PET/SPECT). To date, there is a lack of effective tool to explore neuroinflammation by SPECT. Our
aim was to evaluate a new high-affinity ligand for TSPO SPECT imaging: the CLINDE, in two rodent models:
focal excitotoxicity and cerebral ischemia. In both animal models, ex vivo studies highlighted preferential
localisation of ['*I]-CLINDE accumulation in cerebral area that also expressed activated microglial cells as
assessed by immunohistochemical staining. Moreover, we found a quantitative relationship between the
intensity of brain damages and radiotracer binding, making CLINDE an attractive radioionidated candidate for

imaging neuroinflammation by SPECT in clinical setting.
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