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INTRODUCTION






La Maladie de Parkinson (MP) touche prés de 100.000 personnes en France et 1 personne sur
1000 (1 sur 100 aprés 65 ans) en moyenne en Europe. Elle représente ainsi la maladie
neurodégénérative la plus répandue apres la maladie d’ Alzheimer.

Elle se caractérise, sur le plan clinique, par une triade de symptdmes moteurs associant une
akinésie, une rigidité, et un tremblement de repos (Obeso et al., 2002, 20004), et sur le plan
anatomo-pathologique, par une destruction progressive des neurones dopaminergiques de la
substance noire pars compacta (SNc) (Ehringer et Hornykiewicz, 1960 ; Agid, 1991).
Cependant, d'autres systémes neuronaux non dopaminergiques (sérotoninergique,
noradrenergique, cholinergique) sont également affectés. L'expression clinique de la maladie
n'apparait toutefois que lorsque la perte neuronale au niveau de la SNc devient supérieure a
60-70 % ce qui suggere, lors de la phase pré-symptomatique, 1'existence de mécanismes de
compensation permettant de palier a ce déficit dopaminergique.

La voie dopaminergique nigrostriée appartient a un réseau neuronal reliant tout un ensemble
de structures sous-corticales, que 1’on appelle les ganglions de la base, et qui jouent un role
essentiel dans 1'organisation et le contrdle de I'activité motrice mais aussi dans différentes
formes d’apprentissage. Le striatum est reli¢ aux structures de sortie des ganglions de la base,
le pallidum interne (GP1i) et la substance noire pars reticulata (SNr), par une voie directe et
une voie indirecte, impliquant successivement le pallidum externe (GPe) et ventral et le noyau
subthalamique (NST). De nos jours, le NST est également considéré comme une structure
d’entrée de ce systéme puisqu’il regoit des afférences corticales directes issues du cortex
moteur et pré-moteur ainsi que du cortex pre-frontal. Il a été montré que la mise en jeu de la
voie directe, par son action inhibitrice sur les structures GABAergiques de sortie des
ganglions de la base, léve l'inhibition tonique qu'elle exerce sur les réseaux pré-moteurs du
thalamus. Ce processus de désinhibition est considéré comme central dans la physiologie des
ganglions de la base et participerait a l'initiation du mouvement (Deniau et al., 1978 ; Mink,
1996). La mise en jeu de la voie trans-subthalamique, exergant un effet opposé, excitateur, sur
les structures de sortie, contrdlerait ce processus de désinhibition et participerait au contrdle
de ’amplitude du mouvement et de I’inhibition des programmes moteurs inappropri€s.
L'ensemble des structures des ganglions de la base est sous le controle du systéme
dopaminergique issu de la SNc¢ dont la dégénérescence est a 1'origine des symptomes moteurs

de la MP.

Jusqu’a une période récente, le seul traitement efficace de la MP consistait a restituer les taux

de dopamine par administration de L-DOPA (DOPA thérapie). Toutefois, I’efficacité de ce






traitement tend a s'atténuer au cours de I'évolution de la maladie et entraine chez certains
patients l'apparition de mouvements anormaux involontaires appelés dyskinésies.

Plus récemment, les études réalisées dans les modeles animaux de la MP ont mis en évidence
une hyperactivité des neurones du NST et des structures de sortie des ganglions de la base, et
ont ouvert la voie a une nouvelle approche thérapeutique de cette maladie par la stimulation
haute fréquence (SHF) du NST.

Cette SHF du NST, mise au point par I’équipe du Pr BIOULAC & Bordeaux chez le singe
trait¢ au MPTP (Benazzouz et al., 1993), a été par la suite appliquée chez I’homme a
Grenoble par les professeurs BENABID et POLLAK (Limousin et al., 1995). Les résultats
obtenus sont tout a fait spectaculaires car ce traitement chirurgical permet d’abolir les
principaux symptomes moteurs de la maladie, mais aussi les dyskinésies tardives induites par
la L-DOPA (Limousin et al., 1995 ; 1998 ; Krack et al., 2003). Cependant, les mécanismes in
fine de D’efficacité thérapeutique de la SHF du NST sont mal connus et suscitent de
nombreuses discussions dans la littérature internationale (Benabid et al., 2002; Dostrovsky et

Lozano, 2002; Vitek, 2002 ; Mclntyre et al., 2004 a,b)

L’unit¢ INSERM 704 ‘Dynamique des Réseaux Neuronaux’, dirigée par Marc SAVASTA
dans laquelle j’ai effectué mon doctorat, s’intéresse depuis de nombreuses années a la
physiopathologie de la MP et plus récemment aux mécanismes de la SHF du NST qui sous
tendent son efficacité clinique. La compréhension de ces mécanismes représente un défi
important sur le plan physiopathologique et thérapeutique. En effet, ce traitement chirurgical
souléve des questions fondamentales qui impliquent la compréhension des interactions des
réseaux de neurones appartenant aux différentes voies des ganglions de la base, a la fois dans
une situation normale mais aussi pathologique. L une des principales questions vise a tenter
d’¢élucider I’impact de la SHF du NST sur I’activité des neurones du NST eux-mémes mais
aussi de ses cibles directes et/ou indirectes au sein des ganglions de la base et du cortex.

L’¢quipe de Marc SAVASTA a développé, depuis quelques années, un certain nombre
d’outils techniques permettant d’étudier sur le plan neurochimique I’impact de cette SHF du
NST au sein de ses cibles directes ou indirectes. Ces techniques, basées principalement sur la
microdialyse intracérébrale couplée aux techniques analytiques de Chromatographie Liquide a
Haute Performance (CLHP), ont permis d’obtenir de nombreux résultats chez le rat sain et
hémiparkinsonien et de suggérer quelques hypothéses de travail concernant ces mécanismes.
Ainsi, il a pu étre montré chez le rat sain anesthési¢, que la SHF du NST augmentait les

contenus extracellulaires en glutamate (Glu) dans le GPe et la SNr et ceux du GABA






seulement dans la SNr. Ces données neurochimiques ont permis de suggérer alors que la SHF
du NST n’était pas uniquement le résultat d’un phénomene local au sein du NST mais
impliquait des mécanismes complexes ‘inhibiteurs’ et ‘excitateurs’ au sein des structures de
sortie des ganglions de la base, par la mise en jeu de fibres excitatrices et inhibitrices.
L’hypothese principalement avancée au laboratoire était que le GABA pouvait exercer un role
prédominant au sein de la SNr vis-a-vis du Glu, et induire ainsi une inhibition résultante au
niveau des voies de sortie pouvant expliquer son effet thérapeutique (Windels et al., 2000 ;
Savasta et al., 2002). Les résultats neurochimiques obtenus par la suite chez le rat
hémiparkinsonien, toujours en condition anesthésiée, ont confirmé cette hypothese et révélé
que le GABA mesuré dans la SNr avait une origine principalement pallidale (Windels et al.,
2005). Par ailleurs, des études réalisées au laboratoire au niveau du striatum, concernant les
variations des contenus en dopamine, Glu et GABA, ont permis de montrer que I’impact de la
SHF du NST pouvait affecter a distance d’autres structures des ganglions de la base (Bruet et
al., 2001, 2003), et que la compréhension des mécanismes sous-tendant la récupération
fonctionnelle observée, devait prendre en compte 1I’ensemble des interactions intervenant au
sein des circuits des ganglions de la base.

C’est donc dans ce contexte que s’est inscrite la premiére partie de mon projet de thése qui a
eu pour objectif de mettre en place, sur le plan technologique, les outils de la SHF du NST
couplés a la microdialyse chez le rat éveill¢ libre de ses mouvements. L’objectif recherché
était d’étudier les modifications neurochimiques induites par la SHF du NST dans des
conditions aussi proches que possible de celles utilisées chez le patient parkinsonien.

La deuxi¢éme partie de mon travail doctoral m’a permis d’appliquer ces outils de microdialyse
intracérébrale, non plus chez le rat, mais chez le singe éveillé. La problématique abordée,
toujours reliée a la physiopathologie de la MP, ne s’est plus intéressée aux mécanismes de la
SHF du NST mais plus spécifiquement aux processus de récupération et/ou compensation
intervenant apres intoxication au MPTP.

En effet, comme nous 1’avons évoqué plus haut, les symptomes moteurs de la MP
n’apparaissent que lorsque plus de 60-70 % des neurones dopaminergiques de la SNc ont
dégénéré. Cette phase pré-symptomatique de la maladie, au cours de laquelle les processus
dégénératifs sont présents mais n’induisent pas de conséquences fonctionnelles au niveau
moteur, laisse supposer 1’existence de mécanismes de plasticité/adaptation fonctionnelle
capables de compenser la perte de dopamine et de retarder ’apparition des symptdmes

moteurs.






Cette étude chez le singe a ét¢ menée dans le cadre d’une collaboration réalisée avec le Dr
Léon TREMBLAY du laboratoire de ‘Neurologie et Thérapeutique Expérimentale’, Unité
INSERM 679, dirigée par le Dr Etienne HIRSCH et situé¢ a ’Hopital de la Piti¢ Salpétriére a
Paris. L’équipe de Léon TREMBLAY a mis au point un modele de singe vert intoxiqué
progressivement au MPTP qui développe 1’ensemble des symptomes moteurs de la MP (y
compris le tremblement de repos) et qui présente 1’avantage de récupérer toutes les fonctions
motrices apreés 1’arrét du traitement ; et ceci malgré une trés forte perte des neurones
dopaminergiques de la SNc et de I’innervation dopaminergique correspondante (Jan et al.,
2003). L’objectif expérimental fixé a donc été d’étudier les modifications neurochimiques
intervenant dans deux territoires du striatum (I’un associé au systéme limbique, 1’autre associé¢
au systéme sensorimoteur) dans une situation normale, aprés intoxication au MPTP et au
cours de la récupération motrice. Les résultats escomptés devraient clarifier les bases
neurochimiques qui sous-tendent les mécanismes de récupération et qui pourraient s’assimiler

aux mécanismes de compensation intervenant dans la phase asymptomatique de la MP.

Le plan que nous avons suivi pour la présentation de ce manuscrit est le suivant. Apres avoir
rappelé dans un premier chapitre ‘Rappels Bibliographiques’, un certain nombre de données
de la littérature, concernant le rat et le singe, qui a été le support de mon travail doctoral, deux
parties expérimentales seront exposées :

- La premiére, concerne notre étude relative aux modifications neurochimiques induites par la
SHF du NST chez le rat éveillé et aux comportements dyskinétiques associés, notamment
ceux de la patte avant contralatérale. Les résultats seront présentés et discutés dans leur
ensemble.

- La deuxiéme, concerne nos études neurochimiques conduites chez le singe MPTP. Nous
présenterons toutes les corrélations que nous avons pu faire entre les comportements moteurs
¢tudiés et les modifications neurochimiques détectées selon le stade de dégénérescence et/ou
de récupération étudiée. La encore les résultats obtenus seront discutés dans leur ensemble.

Enfin, un dernier chapitre de ‘conclusions et perspectives’ cldturera ce manuscrit.
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I. LA MALADIE DE PARKINSON

I.1.Présentation générale

Initialement décrite en 1817 par James Parkinson, la maladie
de Parkinson (MP) représente ’affection neurodégénérative la
plus répandue, aprés la maladie d’Alzheimer. Elle débute en
moyenne entre 55 et 65 ans et touche environ 0,2 % de la
population générale. En raison du vieillissement
démographique, cette prévalence tend & augmenter, ce qui
conduit a considérer la MP comme un probléme de santé
public qui ne va pas cesser de s’accroitre.

La MP est caractérisée par une dégénérescence bilatérale de la
voie dopaminergique nigro-striée. La symptomatologie
extrapyramidale caractéristique de cette maladie traduit
I’atteinte du systéme des ganglions de la base qui joue un réle
majeur dans 1’¢élaboration et le contrdle de la motricité (Fig 1).
Actuellement, il n’existe aucun traitement curatif de la MP. En
effet, si des traitements pharmacologiques (administration de
L-DOPA par exemple) et neurochirurgicaux (stimulation
cérébrale profonde) efficaces existent, ceux-ci n’arrétent pas le
processus de dégénérescence neuronale a 1’origine de la

maladie.

1.2. Aspects cliniques

1.2.1. Symptomatologie motrice

- Figure 1 -
Position caractéristique
d’un malade parkinsonien
(essay on the shaking palsy,
J. Parkinson, 1817).

La MP idiopathique se caractérise par une triade de symptomes moteurs invalidants, la

rigidité, I’akinésie et le tremblement de repos (d’ou le nom de « shaking palsy », la paralysie

agitante donnée par James Parkinson, Fig 1), qui apparaissent lorsque plus de 60-70 % des

neurones dopaminergiques de la substance noire compacte (SNc) ont dégénéré. Le

développement asymétrique de ces symptomes moteurs, notamment au début de la maladie,

refléte la dégénération asymétrique des neurones dopaminergiques de la SNc¢ (Kempster et al.,







1989). La rigidité, qui représente parfois la premiére manifestation clinique de la maladie, est
définie comme une résistance aux mouvements passifs. Celle-ci peut varier par a coups, c’est
le phénomene de « roue dentée ». L’akinésie se traduit par une difficulté a initier le
mouvement et une perte des mouvements automatiques (balancement des bras a la marche par
exemple). Le tremblement, qui touche surtout la partie distale des membres supérieurs, se
manifeste essentiellement au repos et diminue au cours des mouvements volontaires. En plus
de cette triade caractéristique, les malades parkinsoniens peuvent présenter d’autres

symptomes moteurs qui alterent fortement leur qualité de vie (voir tableau 1 ci-dessous).

Modifications posturales Attitude générale en flexion, rétropulsion
Troubles de la marche Lenteur au démarrage, petits pas, blocage, instabilité

Troubles des mouvements Absence de balancement des bras a la marche

automatiques Aspect figé du visage, troubles de la déglutition
Troubles de la parole Lenteur, monotonie, hypophonie

Troubles de I'écriture Micrographie

Troubles respiratoires Rigidité et akinésie des muscles respiratoires

Tableau 1: Principaux symptomes moteurs de la MP (état symptomatique)

Parmi ceux-ci, la modification posturale, assez typique, se caractérise par une position de la

téte et du tronc penchés en avant, les épaules en antéposition et les bras collés au corps.

Enfin, il faut savoir que les symptomes de la MP ne se limitent pas a des troubles d’ordre
moteur. En effet, la dégénérescence des systémes noradrénergique, sérotoninergique et
cholinergique observées dans les stades avancés de la maladie, donne naissance a des atteintes

‘non-motrices’ dont les principales sont résumées dans le tableau 2.

Troubles Troubles cognitifs, confusion mentale, psychose,
neuropsychiatriques troubles du comportement, du sommeil, dépression
Troubles digestifs Dysphagie, constipation

Troubles urinaires Urgences mictionnelles, pollakiurie nocturne
Troubles sexuels Modification de la libido

Troubles sécrétoires Séborrhée, sudations exagérées

Troubles respiratoires Rigidité et akinésie des muscles respiratoires

Tableau 2: Principaux symptomes ‘non-moteurs’ de la MP (état symptomatique).
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1.2.2. Symptomatologie cognitive

Les troubles cognitifs observés chez les patients parkinsoniens touchent essentiellement les
fonctions visuo-spatiale, exécutive et mnésique (Wolters et.Francot, 1998; Bodis-Wollner,
2003). Ces troubles sont dus au dysfonctionnement des ganglions de la base qui ne sont pas
uniquement impliqués dans des circuits moteurs, mais également associatifs et limbiques. Ces
désordres cognitifs peuvent rester discrets ou évoluer vers la démence qui tend a augmenter
avec 1I’age (65 % des patients de plus de 85 ans en seraient atteints).

La moiti¢ des patients parkinsoniens est aussi atteinte de dépression (Cummings, 1992).
Cependant, le diagnostic de cet état est délicat car il peut étre camouflé par d’autres
manifestations telles que le ralentissement psychomoteur, I’insomnie ou les troubles du

sommeil qui sont également des symptomes de la MP.

1.3. Anatomo-pathologie

La MP est diagnostiquée chez les patients, de leur vivant, sur des critéres cliniques.
Cependant, le diagnostic définitif, post-mortem, est attesté par I’observation d’une perte des
neurones dopaminergiques du systéme nigro-strié et la présence d’inclusions protéinaires
cytoplasmiques appelées corps de Lewy. Les corps cellulaires des neurones dopaminergiques
du systéme nigro-strié¢ sont riches en mélanine (un pigment brun foncé/noir). Leur

dégénérescence conduit donc a la dépigmentation de la substance noire compacte (SNc).

1.3.1. Perte neuronale

La dégénérescence des neurones dopaminergiques du mésencéphale est la caractéristique
majeure de la MP. Les neurones du mésencéphale représentent une population hétérogene, ce
qui peut expliquer une variation de sensibilité de ces différentes cellules aux phénomenes
dégénératifs. La perte des neurones dopaminergiques prédomine dans la SNc ou elle atteint
jusqu’a 80% et touche plus spécifiquement les parties caudale et ventro-latérale de cette
structure (Fearnley et Lees, 1991). Au niveau de 1’aire tegmentale ventrale (ATV) partie
adjacente a la SNc, la perte en dopamine est plus modérée (40 a 50 %) (Fig 2). Enfin, les
neurones dopaminergiques de la région périaqueducale (Hirsch et al., 1988), de
I’hypothalamus (Matzuk et Saper, 1985) et ceux se projettant vers la moelle (Scatton et al.,

1986) ne semblent pas affectés.
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La perte des neurones dopaminergiques de la
SNc est également observée au cours du
vieillissement normal ou le taux de perte peut
globalement étre évalué a 5 % par décennie.
Cependant, dans ce cas, c’est la partie dorso-
médiane de la SNc qui est affectée (Fearnley

and Lees, 1991).

Les neurones dopaminergiques du
mésencéphale innervent, a 1’état normal, de
nombreuses structures cérébrales dont les
ganglions de la base et le cortex cérébral. Le
striatum est la structure cérébrale possédant
I’innervation dopaminergique la plus dense et

ou la perte en dopamine est de ce fait la plus

marquée dans la MP. Toutefois, la dénervation .
- Figure 2 -

dopaminergique y est hétérogene. En effet, la Coupe de tronc cérébral chez un
patient controle (A) et un patient
parkinsonien (B) montrant la
putamen (jusqu’a 95%), avec une atteinte dépigmentation caractéristique de
la SNc, reflet de la perte des
neurones dopaminergiques dans la
(Kish et al., 1988), que dans le noyau caudé maladie de Parkinson.

SNc : Substance Noire pars
compacta ; ATV : Aire Tegmentale
antéro-dorsale qui est touchée (Kish et al., Ventrale

perte en dopamine est plus massive dans le

privilégiée des parties postérieure et dorsale

(80% de perte) ou c’est essentiellement la partie

1988). Enfin, le ‘striatum ventral’, qui

comprend le noyau accumbens et les parties ventrales du putamen et du noyau caudé
antérieur, est relativement préservé (Kish et al., 1988).

Il existe également d’autres régions cérébrales affectées par cette dénervation
dopaminergique, mais de fagon moindre. Des mesures de concentration en dopamine ou de
marquage des fibres dopaminergiques ont effectivement montré une atteinte des segments
pallidaux, du noyau subthalamique (Hornykiewicz, 1998) et du cortex cérébral (Febvret et al.,
1991) avec une atteinte préférentielle des cortex moteur, cingulaire et orbitofrontal (Scatton et

al., 1983 ; Gaspar et al., 1991).
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Enfin, il faut noter que dans la MP, la dégénérescence neuronale n’est pas limitée aux
neurones dopaminergiques (voir pour revue Hornykiewicz et Kish, 1987). En effet, il a
¢galement été observé une perte neuronale, associée a I’apparition de corps de Lewy, dans les
systemes noradrénergique, sérotoninergique et cholinergique respectivement situés dans le

locus coeruleus, les noyaux du raphé et le noyau basal de Meynert.

1.3.2. Les corps de Lewy

Les corps de Lewy sont des .
agrégats neuronaux de 'F %4 *‘ 3

protéines cytoplasmiques

;;; 1 1.. ol
e by
composés majoritairement T
- ey
d’alpha-synucléine, de 1 4 ?" AT
parkine, d’ubiquitine, de ﬂ Ay
& h (d - Figure 3 -
proteines chaperones et de Photographies de corps de Lewy (x60) dans un neurone
neurofilaments (Fig 3). de la SNc. A: Marquage hematoxyline/éosine. B:

) ) ) marquage avec des anticorps anti-alpha-synucléine.
Bien qu’ils ne soient pas quag P pa-sy

spécifiques de la MP et qu’ils soient aussi observés dans des cas de démences liés a 1’age et
dans le cerveau de sujets agés (Forno, 1969), leur présence atteste du diagnostic. On ne
connait pas précisément les mécanismes in fine de la formation des corps de Lewy dans la
MP. Cependant, I’accumulation dans ces agrégats de formes mutées non fonctionnelles ou de
grandes quantités de formes non mutées (alpha-synucléine uniquement) de protéines
impliquées dans la machinerie cellulaire laisse penser que la formation des corps de Lewy
serait liée a un déréglement du mécanisme de controle de la qualité des protéines dans la
cellule (Tanaka et al., 2004). En effet, 1’ubiquitine est un marqueur de dégradation de
protéines non fonctionnelles qui se lie de facon covalente aux protéines a éliminer grace a une
ubiquitine ligase, la parkine. La production de formes non fonctionnelles de ces deux
protéines conduit donc a une défaillance du systéme de contrdle de la qualité des protéines.
Cette défaillance pourrait notamment étre a 1’origine de 1’accumulation au sein des corps de
Lewy de I’alpha-synucléine qui exerce un controle négatif sur 1’activité de la tyrosine
hydroxylase (en maintenant cette enzyme dans sa forme déphosphorylée) et des transporteurs
a la dopamine (en contrdlant la quantité de transporteurs a la surface des membranes) (voir
pour revue Corti et al., 2005). Finalement, le role fonctionnel des corps de Lewy dans la MP

reste également trés discuté. Ils pourraient correspondre a une agrégation de protéines






toxiques qui contribueraient directement a la mort neuronale, ou ils posséderaient au contraire

un role protecteur en séquestrant I’exces d’alpha-synucléine mutée et non dégradée.

1.4. Etiologie de 1a maladie

Les causes de la dégénérescence des neurones dopaminergiques du mésencéphale observée
dans la MP ne sont pas précisément connues. Une dégénérescence par apoptose a été proposée
sur la base d’observations anatomopathologiques (Anglade et al., 1997). Cette apoptose des
neurones dopaminergiques surviendrait a la suite d’une cascade d’événements dont le stress
oxydatif constitue I’élément majeur (voir pour revue Jenner et al., 1992 ; Schapira, 1994). Le
stress oxydatif résulte d’une augmentation de la production de radicaux libres oxygénés. Le
déficit du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale mis en évidence dans la SN de
patients décédés de la MP, représente un facteur potentiellement générateur de radicaux
libres. L’interaction entre les radicaux libres et les lipides poly-insaturés entraine une
péroxydation lipidique excessive qui conduit, a terme a la mort neuronale.

Aujourd’hui, de nombreuses études semblent montrer que des facteurs environnementaux et

de prédispositions génétiques pourraient &tre impliqués dans la cause de la MP.

1.4.1. Facteurs de risque

Il existe plusieurs facteurs de risque associés a la MP. Le plus important est 1’age. En effet,
bien qu’il existe des cas de ‘Parkinson juvénile’ débutant avant 20 ans, les symptomes de la
maladie n’apparaissent généralement pas avant 55 ou 60 ans et a partir de cet age la
prévalence de la maladie est exponentielle. En outre, les symptdmes moteurs observés au
cours du vieillissement normal se rapprochent de ceux existants chez les sujets atteints de la
MP. Cependant, ces observations sont a nuancer car la symptomatologie extra-pyramidale des
personnes agées n’est pas améliorée par le traitement L-Dopa, ce qui suggere que les 1ésions
ne sont pas identiques a celles de la MP. De plus, comme dit précédemment, les topographies
de la perte neuronale et en particulier celles qui concernent le systéme dopaminergique du
striatum sont différentes de celles observées dans la MP. Ainsi, la MP ne serait pas
uniquement une accélération du vieillissement normal.

Le sexe des individus est aussi un facteur de risque important. En effet, bien que I’espérance
de vie des femmes soit supérieure a celle des hommes, des études montrent que le taux

d’incidence de la maladie est plus ¢élevé chez les hommes que chez les femmes, quelle que
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soit la tranche d’age considérée. Cette différence tend a diminuer avec 1’age (Elbaz et al.,

2002).

1.4.2. Facteurs génétiques

Ces dix derniéres années, les études menées sur des jumeaux ont conduit a la découverte de
formes familiales de MP (Golbe et al., 1990 ; Golbe et al., 1996) et a la mise a jour de
mutations sur des geénes codant pour des protéines retrouvées au sein des corps de Lewy
(alpha-synucléine, UCH-L1 et parkine). Ces observations ont été autant d’arguments en
faveur de I’intervention de facteurs génétiques dans 1’origine de la MP. Aujourd’hui, on sait
que 10 a 15 % des cas de Parkinson sont des formes familiales qui impliquent un facteur
génétique unique (De Silva et al., 2000 ; Mouradian, 2002).

L’¢tude génétique d’une famille italo-américaine ayant présenté 44 cas de parkinson sur 4
générations a permis de mettre en évidence I’existence d’une mutation ponctuelle sur le géne
PARK 1, codant pour I’alpha-synucléine (Polymeropoulos et al., 1997). D’autres mutations
observées sur le méme géne dans des familles grecques (Papadimitriou et al., 1999) et
allemandes (Kriiger et al., 1998), ainsi que 1’existence de duplications et de triplications de la
région génomique codant pour 1’alpha-synucléine (Ibanez et al., 2004), ont permis de
confirmer I’implication de PARK 1 dans les formes autosomiques dominantes de la MP.
Toutefois, plusieurs études ont montré que ce géne ne représentait qu’un locus mineur en
termes de fréquence d’apparition de la MP et que les mutations de 1’alpha-synucléine étaient
une cause tres rare de MP.

Cette découverte a orienté les recherches sur d’autres genes susceptibles d’étre impliqués dans
les formes autosomiques dominantes de la maladie. C’est ainsi qu’une mutation sur le géne
PARK 5 codant pour une protéine appelée UCH-L1, ’'ubiquitine carboxy-terminal hydrolase-
L1, a été¢ mise en évidence (Leroy et al., 1998). UCH-L1 est une enzyme qui dégrade les
polymeéres d’ubiquitine en monomeéres afin que ces derniers puissent étre recyclés. La
mutation sur le géne PARK 5 entraine une diminution d’activité de I’enzyme UCH-LI
conduisant a une altération de 1’activité de dégradation des protéines par le complexe
ubiquitine-protéasome (Mouradian, 2002). UCH-L1 constitue également un des composants
des corps de Lewy (Leroy et al., 1998 ; Mouradian, 2002).

Des études ayant portés sur les formes précoces (début avant 40 ans) et juvéniles (début avant

20 ans) de la MP signalent I’existence de forme familiale a transmission autosomique






récessive (Ota et al., 1958). Des mutations sur le géne PARK 2, codant pour la parkine,
seraient impliquées dans ces formes précoces (Matsumine et al., 1998).

De facon intéressante, il faut noter que ces trois genes identifiés sont en relation avec le
systéme ubiquitine-protéasome et que les protéines correspondantes sont présentes dans les
corps de Lewy. Ceci suggere qu’une altération des mécanismes de dégradation, d’élimination

et de recyclage des protéines pourrait étre impliquée dans la physiopathologie de la MP (Fig

4).

Enfin, derniérement, quatre génes
NR4A2, DJ-1, PINK1 et LRRK?
impliqués dans des formes
familiales de la MP, ont été
découverts. Les mutations du géne
NR4A2 (codant pour un facteur
nucléaire) jouent un role mineur
dans cette pathologie. Par contre,
plusieurs mutations de DJ-1 et
deux de PINKI1 ont été identifiées
dans des cas de MP a transmission
autosomique récessive (Bonifati et
al., 2003 ; Valente et al., 2004). Les
roles exacts de DJ-1 et PINK1 ne
sont pas complétement connus: DJ-
1 semble impliquer dans de
nombreuses fonctions, dont la
protection des mitochondries
contre le stress oxydatif (Bonifati
et al., 2003) et la fonctionnalité des
récepteurs dopaminergiques D2

(Borrelli, 2005). PINK1 permettrait

PARK 1
Transcriptio
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= O synucléine
/ Glycosilation

L

PARK 2
(Parkine)

Recyclage des / L

polymeéres o
d’ubiquitine t

l
PARK sl\ .};?

Ubiquitylation

(UCH-L1)

a-synucléine dégradée
- Figure 4 -
Interactions existant entre les protéines
produites par les génes PARK 1, PARK 2
et PARK 5 impliqués dans des formes
génétiques de la maladie de Parkinson.
(D’apres Lansbury et Brice, 2002).

le maintien du potentiel membranaire des mitochondries dans des conditions pouvant
endommager 1’intégrité de la cellule (Shapira, 2006). Enfin, plusieurs mutations ont été mises
en évidence au niveau du géne LRRK2 (Berg et al., 2005). La protéine LRRK?2 posse¢de une
double fonction de GTPase et de kinase et serait impliquée dans certaines voies de

signalisation intracellulaire. Les mutations du géne LRRK2, qui possedent un mode de
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transmission autosomique dominant (Lesage et al., 2006), conduisent a un phénotype
parkinsonien trés proche de celui observé dans les cas idiopathiques de la maladie avec une
apparition tardive et asymétrique des symptomes moteurs et une réponse a la L-DOPA (Khan

et al., 2005).

Locus Géne Transmission Age moyen de Présence de
début (ans) corps de Lewy
Park 1 4q21-22 a-synucléine AD 45 (20-85) +
Park 2 6q25-27 parkine AR précoce (3-64) -
Park 3 2pl13 ? AD 59 (37-89) +
Park 4 4pl15 ? AD 33 +
Park 5 4pl4 UCH-L1 AD (7) 50 ?
Park 6 1p35-36 PINK 1 AR 40 (30-68) ?
Park 7 1p36 DJ-1 AR 33 (27-40) ?
Park 8 12pl1.2-ql3.1 LRRK?2 AD 51 +

Tableau 3: Caractéristiques principales des formes monogéniques de la MP
AD: autosomique dominant, AR: autosomique récessif. (D’aprés Lau et Breteler, 2000).

1.4.3. Facteurs environnementaux

Dans les années 60, apres avoir observé [’apparition de nombreux cas de syndromes
parkinsoniens chez des individus ayant développé une encéphalite 1éthargique, il a été proposé
que la MP posséderait une origine post-infectieuse. En fait, des études anatomo-pathologiques
ont montré que les patients atteints de syndromes parkinsoniens post-encéphaliques ne
présentaient pas les mémes caractéristiques que ceux atteints de MP idiopathique.
Aujourd’hui, ces types de syndromes parkinsoniens sont rares.

L’hypothése d’une cause environnementale de la MP a pris son essor en 1983, lorsque de
jeunes drogués involontairement intoxiqués au 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) développérent un syndrome parkinsonien sévére et irréversible. Cette découverte fut
la premiere a suggérer que 1’exposition a une toxine environnementale pouvait entrainer le

développement d’une MP (Langston et al., 1983). Par la suite, de nombreuses ¢tudes
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épidémiologiques ont été réalisées, notamment sur des populations ayant eu un contact
favorisé avec certains herbicides ou pesticides dont la structure chimique est proche de celle
du MPTP (paraquat ou diquat). Les résultats ont montré que la prévalence de la MP etait plus
¢levée dans les régions hautement industrialisées, présentant de fortes concentrations de
produits chimiques et de pesticides, et dans certaines zones rurales (Tanner, 1989 ; Le

Couteur et al., 1999).

Ces conclusions ont été confortées par les travaux des équipes de McCormack et de Betardet
qui ont respectivement montré que 1’injection de paraquat chez la souris ou I’exposition
chronique du rat a la roténone (qui rentre dans la composition de nombreux pesticides et qui
possede des effets similaires a ceux du MPTP) entrainait une dégénération sélective des
neurones dopaminergiques nigro-striés (Betardet et al., 2000 ; McCormack et al., 2002 ;
Greenamyre et al., 2003). Enfin, d’autres études ont montré que le MPTP, la roténone et le
paraquat pouvaient induire la formation d’inclusions de protéines fibrillaires intracellulaires
immuno-réactives a ’alpha-synucléine qui ne sont pas sans rappeler celles présentes dans les
corps de Lewy observés chez les malades parkinsoniens en post-mortem (Betardet et al.,
2000 ; Forno et al., 1986 ; Manning-Bog et al., 2002).

Aujourd’hui, seule 1’exposition prolongée a certains pesticides ou herbicides apparait comme
un facteur environnemental réellement associé a 1’apparition de la MP. De nombreux autres
agents tels que I’exposition a divers métaux (mercure, cuivre, zinc, aluminium, mangangése),
le régime alimentaire, les traumatismes craniens, le stress ou les maladies infectieuses
contractées durant I’enfance pourraient favoriser 1’apparition de la MP, mais aucun lien clair
n’a pu étre établi (voir pour revue Broussolle et Thobois, 2002 ; Lai et al., 2002).

Enfin, toutes les études menées sur ’influence du tabac rapportent une diminution de la
fréquence de la MP chez les fumeurs. Ce bénéfice pourrait provenir de 1’action de la nicotine

qui favorise la libération de DA (voir pour revue Lai et al., 2002).

Toutes ces données ne doivent pas nous faire oublier que les formes génétiques de la MP
restent minoritaires, tout comme les syndromes parkinsoniens qui se sont déclarés apres
I’exposition a un seul facteur toxique. Ainsi, dans la plupart des cas, la MP apparait comme
une maladie d’origine plurifactorielle et quels que soient les facteurs réellement impliqués,
nombreux sont ceux qui aboutissent a une action délétére sur les mitochondries et leur

métabolisme.
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I.5. Mécanismes de compensation dans la maladie de Parkinson

Les symptomes moteurs de la MP n’apparaissent que lorsque 60-70% des neurones
dopaminergiques de la SNc ont dégénéré (Zigmond et Stricker, 1973 ; Agid et al. 1973, Agid,
1991 ; Bezard et al., 1997). Ceci implique que 1’apparition des symptomes cliniques est
retardée par la mise en place de processus capables de compenser, sur le plan fonctionnel, la
perte progressive des neurones dopaminergiques. Les nombreuses études réalisées jusqu’a ce
jour montrent que ces mécanismes de compensation sont variés et résident au sein du systeme

nigro-strié lui-méme, mais aussi dans des systémes externes a celui-ci.

[.5.1. Mécanismes de compensation rapide au niveau du systéme

dopaminergique nigro-strié :

Les premiers mécanismes de compensation a étre mis en place sont appelés « phénomeénes de
compensation rapide ». Ils sont assurés par le syst¢eme dopaminergique lui-méme. En effet, les
propriétés intrinseques des neurones dopaminergiques et plus globalement du systéme nigro-
strié leur permettent de s’adapter rapidement a la situation créée par la perte progressive des
neurones de la SNc. Ces mécanismes de compensation rapide correspondent essentiellement
au maintien d’une concentration suffisante en DA dans le striatum (1) et a une utilisation
optimale de la DA produite par les neurones restants (2).

(1) Au cours de la phase asymptomatique de la MP, les concentrations striatales de DA sont
maintenues a un niveau satisfaisant grace a différents processus :

- De nombreuses études ont rapporté une augmentation du turn-over dopaminergique
dans les terminaisons nerveuses restantes. Ce phénomene a été mis en évidence au niveau du
striatum de mode¢les animaux de la MP par observation du métabolisme de la DA radio-
marquée (Agid et al., 1973) et par 1’é¢tude des rapports des concentrations d’acide 3,4
dihydroxyphénylacétique (DOPAC) et d’acide 4-hydroxy-3-méthoxyphénylacétique (HVA)
sur celles de DA, le DOPAC et ’HVA étant les deux métabolites produits apres dégradation
de la DA (Zigmond et al., 1984 ; Altar et al., 1987). Cette augmentation a également été
observée chez ’homme apres analyse post-mortem des concentrations cérébrales en DA
(Berheimer et al., 1973 ; Hornykiewicz, 1979) et calcul du rapport de concentration de la DA
et de ses métabolites (Bokobza et al., 1984). De fagon concomitante a I’augmentation du turn-

over de la DA, on observe une hausse de sa synthese et de I’activité de la tyrosine
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hydroxylase (TH) due a une augmentation rapide de 1’affinité¢ de I’enzyme pour son
co-facteur (Zigmond et al., 1984 ; Onn et al., 1986).

- L’augmentation rapide du turn-over et de la synthése de la DA n’implique pas
forcément qu’une quantité plus importante de celle-ci soit libérée au niveau de I’espace
extracellulaire. En utilisant la technique de microdialyse intracérébrale, Zhang a montré chez
des rats traités a la 6-hydroxy-dopamine (6-OHDA), une neurotoxine des neurones
dopaminergiques, que 3 semaines apres la 1ésion, les taux striataux de DA extracellulaire
n’étaient pas modifiés alors que le contenu tissulaire était diminué de 90%. Ce maintien des
taux extracellulaires de DA n’était plus observé pour des lésions plus étendues (96% de perte
dopaminergique) (Zhang et al., 1988). Le maintien des taux extracellulaires de DA serait
rendu possible par une augmentation de sa libération conjointe a une baisse de sa recapture,
phénomeéne qui jouerait ici un role majeur (Stachowiak et al., 1987 ; Snyder et al., 1990).
L’augmentation de libération de DA est suggérée par des études menées sur des tranches de
cerveaux de rats 1ésés a la 6-OHDA, qui montrent une augmentation considérable du flux
fractionné de DA (correspondant a I’efflux) au niveau des terminaisons restantes (Zigmond et

al., 1984 ; Stachowiak et al., 1987 ; Snyder et al., 1990).

(2) Le mode de neurotransmission le
plus fréquemment utilisé¢ dans le cerveau A I B I\ e
\ . i b wrk Ay
correspond 4 une neurotransmission s L B -I
[Ty o BEi |
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v | " o -
reste dans la fente synaptique (Fig 5A). f__i:" Al :,fi-‘"ﬂ—-.?k e
i { M
Cependant, le neurotransmetteur peut "“HH ;,r’) ::3% /{;“’ 1;1."_,\\ /_,,f“'}
aussi diffuser en dehors de 1’espace \'l ﬁ'l I-’f 1'.| |f
synaptique pour aller activer des sites _ Figure5 -
extra-synaptiques. C’est ce qu’on appelle Schéma comparatif des transmissions
. ) classique (A) et volumique (B).
la transmission volumique (Fuxe et (Adapté de Bézard et Gross, 1998)
Agnati, 1991 ; Herkenham, 1991) (Fig

5B). Son existence a récemment été démontrée au niveau du striatum (Garris et al., 1994 ;
Gonon, 1997) ou l’efflux de DA est plus important que dans les autres structures sous
influence dopaminergique (5 a 50 nM dans un cerveau de rat ; Zetterstrom et al., 1983 ; Garris
et Wightman, 1994). La transmission volumique reste un mode de transmission atypique dans
des conditions normales, néanmoins elle peut jouer un role trés important dans des conditions
pathologiques. Ainsi, une étude physiologique récente menée sur un mod¢le animal de la MP

chez le rongeur semble indiquer que la transmission volumique serait activée par la






dégénération nigrale (Bjelke et al., 1994). En effet, cette étude réalisée chez le rat
hémiparkinsonien montre que la transmission dopaminergique est partiellement restaurée par
la transmission volumique qui permet a la DA du striatum intact d’atteindre le c6té 1€sé par
diffusion via le liquide céphalo-rachidien. Une autre étude de microdialyse intracérébrale
réalisée chez le chat trait¢é au MPTP confirme 1’existence de cette transmission volumique et
montre que la DA peut diffuser sur une longue distance (plusieurs mm) a partir du striatum
ventral, moins atteint par la dénervation dopaminergique, jusqu’au striatum dorsal sans qu’il y
ait de transport par le liquide céphalo-rachidien (Schneider et al., 1994).

Le passage d’une transmission classique a courte distance dans des conditions physiologiques,
a une transmission volumique a longue distance dans des conditions de dénervation
dopaminergique, pourrait représenter un mécanisme de compensation crucial expliquant le
maintien d’un comportement moteur normal pendant la phase pré-clinique ou pré-

symptomatique de la MP.

1.5.2. Mécanismes de compensation lents

Ces processus de compensation rapides sont complétés par des mécanismes qui se mettent en
place plus lentement et qui pourraient notamment étre responsables des phénomenes de
récupération motrice observés dans certains modéles animaux de la MP. Ils sont regroupés
sous le terme de « mécanismes de compensation lents ». Leur existence a été suggérée par le
travail de Zigmond et de ses collaborateurs (Zigmond et Stricker, 1989 ; Zigmond et al., 1990,
1993) et ils se manifestent par une augmentation de la synthése de la tyrosine hydroxylase
(TH) (1) et de la réponse des neurones striataux a la DA (2).

(1) La rapide augmentation de l’activit¢ TH mise en place suite a la dénervation
dopaminergique (Zigmond et al., 1984 ; Onn et al., 1986) est suivie d’une augmentation plus
tardive de I’expression des ARNm. En effet, de telles augmentations ont été observées dans la
SNc, chez des rats, 6 mois aprés la 1ésion a la 6-OHDA (Blanchard et al., 1995). Cette
augmentation d’expression des ARNm s’accompagnait d’une augmentation de la quantité de
protéine au niveau du striatum, suggérant que la protéine nouvellement synthétisée était
rapidement transportée vers les terminaisons. Une augmentation d’expression de la TH dans
les neurones situés dans les régions mésencéphaliques ventrales et de la quantité de protéine
dans le striatum ventral a également été observée chez des chats ayant récupérés par rapport a
des chats symptomatiques (Rothblat et al., 2001). Toutefois, de telles augmentations n’ont pas

été retrouvées chez les patients parkinsoniens (Javoy-Agid et al., 1990 ; Kastner et al., 1993).
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Les divergences observées entre les résultats cliniques et expérimentaux pourraient étre liées
aux effets des traitements L-Dopa administrés durant de longues années aux malades
parkinsoniens. En effet, il a été proposé que ces traitements pourraient induire une diminution
de I’expression de la TH (Rinne et al., 1979).

(2) L’augmentation de la réponse des neurones striataux a la DA se fait par un accroissement
de la sensibilité des récepteurs post-synaptiques a la DA et/ou par une augmentation du
nombre de ces récepteurs. L’expression des récepteurs dopaminergiques de type D1 et D2
n’est pas affectée de la méme maniére par la dénervation dopaminergique.

Concernant les récepteurs dopaminergiques de type D1, les données sont contradictoires. En
effet, les différentes études réalisées chez le rat 1és¢ a la 6-OHDA rapportent une
augmentation (Buonamici et al., 1986 ; Graham et al., 1990 ; Narang et Wamsley, 1995), une
diminution (Ariano, 1988 ; Hervé et al., 1992 ; Blunt et al., 1992), voire aucune variation
(Filloux et al., 1988 ; Savasta et al., 1987; Gnanalingham et Robertson, 1994) de la densité
des sites de liaison striataux des récepteurs dopaminergiques de type D1. Ces modifications
ne semblent pas associées a une variation de I’affinité des récepteurs pour la DA (Buonamici
et al., 1986 ; Marshall et al., 1989). Enfin, le taux d’expression des ARNm des récepteurs D1
apparait quant a lui diminué dans ce méme mod¢le (Gerfen et al., 1990 ; Jongen-Rélo et al.,
1994). Au final, chez I’homme, aucune modification de la densité des sites de liaison de ces
récepteurs n’a été rapportée (Lee et al.,, 1978 ; Rinne et al., 1985 ; Pierot et al., 1988 ;
Shinotoh et al., 1993). Des résultats similaires ont ét¢ obtenus chez le singe MPTP (Graham et
al., 1990, Alexander et al., 1991). Ainsi, I’existence et la participation d’une « sur-sensibilité »
des récepteurs dopaminergiques de type D1 a la compensation de la perte en DA dans les
phases précoces de la MP ne semble pas étre un fait établi.

Le role des récepteurs de type D2 est plus clair. En effet, il est bien établi, autant chez le
patient parkinsonien (Lee et al., 1978 ; Rinne et al., 1985, 1993; Piggott et al., 1999) que dans
des modéles animaux de la MP (Creese et al. 1977 ; Corini et al., 1990 ; Gerfen et al., 1990 ;
Savasta et al., 1992 ; Jongen-Rélo et al., 1994) que la perte des afférences dopaminergiques
striatales entraine une augmentation de la densité striatale, du taux d’expression des ARNm et

de I’affinité des récepteurs D2 pour la DA (Bezard et al., 2001 b).

1.5.3. Compensation par bourgeonnement

De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence ’existence de phénomeénes de

compensation par croissance endogene du systéme nigro-strié. Ainsi, des études ultra-
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structurales réalisées chez des rats traités unilatéralement a la 6-OHDA ont permis de mettre
en évidence au niveau des terminaisons striatales dopaminergiques non affectées par le
processus dégénératif, une augmentation de la taille des varicosités (Finkelstein et al., 2000)
ainsi que I’existence de cones de croissance (Blanchard et al., 1996). L’injection, dans la SNc
de ces mémes rats, d’un traceur antérograde, la Biotine-Dextran, a permis de confirmer
I’existence de ce phénomeéne de croissance des fibres dopaminergiques (Finkelstein et al.,
2000). Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris ayant subi une dénervation
dopaminergique striatale (Liberatore et al., 1999) ainsi que chez le singe trait¢ au MPTP
(Song et Haber, 2000). Dans tous les cas, une ré-innervation dopaminergique fonctionnelle
des structures dénervées a été observée (Howells et al., 1996 ; Liberatore, 1999). Bien que
I’ensemble des facteurs impliqués dans cette repousse neuronale ne soient pas encore connus,
les expériences menées sur des modeles de rats 6-OHDA (Bowenkamp et al., 1997 ;
Rosenblad et al., 1998), de singes (Gash et al., 1996) ou de souris (Schneider et Distefano,
1995) traités au MPTP montrent clairement que les facteurs neurotrophiques tels que le FGF
(Fibrillary Growth Factor), le BDNF (Brain Derivated Neurotrophic Factor) et le GDNF
(Glial cell line-Derivated Neurotrophic Factor), ou leur inducteur, tel que le GM1 ganglioside,
participent a ce phénomene.

A la suite d’une dénervation dopaminergique, le systéme dopaminergique nigro-strié n’est pas
le seul a étre le siege de phénomenes de plasticité. Des processus de repousse des fibres
sérotoninergiques ont également pu étre observés par marquages immunohistochimiques de la
sérotonine au niveau de la SN et du striatum de rats et de souris traités a la 6-OHDA
(Luthman et al., 1987 ; Zhou et al., 1991 ; Yamazoe et al., 2001), ainsi que chez le singe et la
souris trait¢ au MPTP (Gaspar et al., 1993 ; Rozas et al., 1998). Ceci est d’autant plus
intéressant qu’il a été montré que la sérotonine pouvait stimuler la libération de DA dans le
striatum (Lucas et al., 2001 ; De Deurwaerdere et Spampimato, 2001). De méme une
croissance de fibres enképhalinergiques et glutamatergiques a été observée par microscopie
photonique et électronique, au niveau de la SNc et du striatum de rats hemiparkinsoniens
(Ingham et al., 1991,1993). Cependant, il n’existe aucune évidence directe de phénomenes de
repousse neuronale chez les patients parkinsoniens. Ainsi, bien qu’une augmentation de la
taille et du nombre des afférences cholinergiques de la SN ait été observée chez des patients
parkinsoniens (Anglade et al., 1995) et que des récepteurs au NGF (Nerth Growth Factor)
aient été décrits au niveau du striatum de malades parkinsoniens lors d’analyses post-mortem
(Strada et al., 1993), ’implication de phénomenes de repousse axonale dans les mécanismes

de compensation existant durant la phase précoce de la MP est a considérer avec parcimonie.







1.5.4. Mécanismes de compensation non dopaminergiques

Derniérement, plusieurs études ont suggéré 1’existence de mécanismes de compensation
intrinséques et extrinséques aux ganglions de la base qui ne reposent pas sur le controle direct

des taux de DA (Bezard et al., 2001c, 2003).

La régulation des taux d’enképhaline, co-transmetteur du GABA dans la voie striato-pallidale,
pourrait étre impliquée dans ce type de mécanisme de compensation. Une augmentation de la
quantit¢ d’ARNm de la pré-proenképhaline A (PPE-A), précurseur de 1’enképhaline, a
d’ailleurs été observée dans le striatum de souris (Meissner et al., 2003) et de singes traités au
MPTP (Bezard et al., 2001b), avant méme que I’activité métabolique du globus pallidus (GP)
et de la substance noire réticulée (SNr) ne soit modifiée et que les symptdmes moteurs
n’apparaissent. Bien que les interactions fonctionnelles existant entre le GABA et
I’enképhaline ne soient pas totalement claires, cette augmentation d’expression de
I’enképhaline pourrait permettre de réduire la suractivité de la voie inhibitrice striato-
pallidale, en limitant la libération pallidale de GABA par activation des récepteurs opioides.
Des études électrophysiologiques d’enregistrements multi-unitaires menées sur le singe
intoxiqué progressivement au MPTP ont montré que 1’hyperactivité du NST et du globus
pallidus interne (GP1i) était déja présente au cours de la phase asymptomatique de la MP.
L’activité de 1’aire motrice supplémentaire, recevant des afférences des ganglions de la base
via le thalamus, restait quant a elle normale au cours de la phase asymptomatique et diminuait
chez les singes présentant des symptomes moteurs (Bezard et al., 2000). Ces résultats
montrent que I"hyperactivité des ganglions de la base ne conduit pas forcément a la genése de
symptdmes moteurs alors que c’est le cas lorsque 1’activité de I’aire motrice supplémentaire
est perturbée. Ceci suggere que les mécanismes régulant le transfert des informations des
structures de sortie des ganglions de la base a 1’aire motrice supplémentaire via le thalamus,
participeraient a la compensation de [’activité anormale des ganglions de la base et
préviendraient donc ’apparition des symptomes moteurs a 1’état pré-symptomatique. Ces
mécanismes de compensation extrinséques aux ganglions de la base pourraient étre dus 1) a
des propriétés intrinséques aux neurones thalamiques ; 2) a des structures extérieures aux
ganglions de la base, projettant sur 1’aire motrice supplémentaire, et dont I’activité contre-
balancerait celle pathologique des ganglions de la base. Le cervelet pourrait étre un bon
candidat pour jouer ce role puisque I’aire motrice supplémentaire regoit des projections du
noyau denté du cervelet (Bezard et al., 2003), mais cela reste a confirmer.
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La substance noire compacte (SNc) regoit des afférences glutamatergiques venant du cortex,
du noyau subthalamique (NST) et du noyau pédonculo-pontin (NPP). Ces afférences
glutamatergiques nigrales semblent impliquées dans les mécanismes de compensation
existants durant la phase asymptomatique de la MP. En effet, une étude de Bezard et
collaborateurs a montré que le blocage des afférences glutamatergiques de la SNc¢ par
injection d’acide kynurénique induit chez des singes traités au MPTP une aggravation des
symptdmes moteurs (Bezard et al., 1998). Il est peu probable que les afférences
glutamatergiques qui sous-tendent les mécanismes compensatoires induits par la SNc
proviennent du cortex car la voie cortico-nigrale est décrite comme hypoactive dans la MP
(DeLong, 1990). Les voies subthalamo-nigrales et pédonculo-nigrales apparaissent comme de
meilleures candidates. En effet, on sait que la premicre est hyperactive dans la MP, et que la
dégénérescence de la seconde par 1ésion du NPP peut induire I’apparition de symptdmes

parkinsoniens (Kojima et al., 1997).

1.6. Aspects thérapeutiques

1.6.1. Traitements pharmacologiques

Le traitement pharmacologique de la MP a connu une avancée majeure dans les années 1960
grace a I’introduction de la levo-dopa (L-DOPA) (Cotzias et al., 1969). La L-DOPA permet
de compenser la déficience en DA et améliore grandement la qualité de vie des patients.
Cependant, ce traitement n’arréte pas la progression de la maladie et donne lieu au long cours
a ’apparition d’effets indésirables caractérisés par des fluctuations motrices et des
mouvements anormaux involontaires (Ahlskog et Muenter, 1991). A partir de 1970,
I’utilisation d’agonistes dopaminergiques en synergie avec la L-DOPA, a permis de moduler
et de réduire les fluctuations motrices liées a ce traitement (Goetz et al., 1985). A ce jour, la
L-DOPA reste le traitement pharmacologique le plus utilisé chez les patients parkinsoniens.
Par ailleurs, d’autres traitements non dopaminergiques, visant a intervenir sur les systémes de
neurotransmission non dopaminergique touchés par la MP (cholinergique, adrénergique,

sérotoninergique) se sont également développés.
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1.6.1.1. Les agents dopaminergiques

La L-DOPA est le précurseur direct de la DA, et contrairement a cette dernicre, elle est
capable de passer la barriere hémato-encéphalique. Sa prise quotidienne permet de synthétiser
de la DA par décarboxylation de la L-DOPA via la DOPA décarboxylase. Cette
décarboxylation peut également se faire en périphérie. Dans ce cas, le passage encéphalique
n’est plus possible et des effets indésirables apparaissent (hypotension artérielle, nausées et
vomissements). C’est pourquoi le traitement L-DOPA est généralement associé a la prise
d’inhibiteurs de dopa-décarboxylase périphérique, le bensérazide ou la carbidopa qui
réduisent considérablement les effets secondaires liés a la formation périphérique de
dopamine, mais permettent également d’amplifier sa biodisponibilité dans le cerveau et ainsi
de réduire les doses prescrites.

Les complications motrices qui apparaissent suite a la prise au long cours de traitements L-
DOPA seraient principalement dues a la stimulation non physiologique des récepteurs
dopaminergiques induite par ce traitement ainsi qu’a 1’évolution de la maladie. En effet, la
perte croissante des neurones dopaminergiques ne permet plus d’assurer un stockage assez
conséquent de la L-DOPA a I’intérieur des terminaisons nerveuses. Compte tenu de sa demi-
vie assez courte (1,5-3H), sa concentration devient fluctuante et ne permet plus d’assurer une
stimulation durable des récepteurs dopaminergiques. Le plus souvent, il devient nécessaire au
bout de quelques années d'évolution de la maladie de recourir a un fractionnement des doses
de L-DOPA. Malheurcusement, ces mesures suffisent rarement, et toutes les classes de
médicaments développés ces derniéres années (agonistes dopaminergiques, inhibiteurs
enzymatiques) visent a éviter ces effets indésirables de la dopathérapie, essentiellement par
une augmentation de la durée d'action de la L-DOPA au niveau synaptique.

Ainsi, les années 70 ont vu apparaitre la commercialisation de la sélégiline (Deprenyl®).
Cette molécule empéche la recapture de la DA et inhibe sélectivement et irréversiblement les
monoamines oxydase B (MAO-B) intra et extracellulaires, réduisant ou retardant ainsi la
dégradation de la DA en DOPAC. Ce produit traverse bien la barriére hémato-encéphalique et
posséde une demi-vie plasmatique longue, de 1'ordre de 40 heures (voir pour revue Miinchau
et Bhatia, 2000).

En dehors de sa décarboxylation par la DOPA-décarboxylase, la L-DOPA est également
métabolisée en 3-o-methyldopa (3-OMD) par la catéchol-o-méthyltransferase (COMT).
L’addition, dans le traitement de la MP, d’un inhibiteur de COMT permet d’inhiber cette voie

métabolique et prolonge ainsi la demi-vie plasmatique de la L-DOPA en réduisant sa
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métabolisation périphérique. De ce fait, la quantité¢ de L-DOPA disponible dans le cerveau est

augmentée (Kaakkola et al., 1994). En outre, deux inhibiteurs sélectifs de COMT ont été

développés et mis sur le marché : le tolcapone (Tasmar'™) et I’entacapone (Comtan'™). Ces

deux molécules induisent une réduction d’environ 40 % des périodes ‘OFF’ et une

augmentation de la proportion ( + 25 %) ou de la durée (de 30 a 60 minutes) des périodes

‘ON’ (Kurth et al., 1997 ; Larsen et al., 2003). Cependant, 1’innocuité du tolcapone a

derniérement ¢été remise en cause. En effet, son utilisation a été associée a 1’apparition de

dommages cellulaires au niveau du foie entrainant la mort de 3 patients (Olanow, 2000). Cette

molécule a depuis été retirée du marché dans de nombreux pays, notamment en Europe.

Les agonistes dopaminergiques utilisés dans
le traitement de la MP interagissent avec les
récepteurs dopaminergiques ainsi qu’avec des
récepteurs non-dopaminergiques (Milan et al.,
2002). A I’inverse de la L-DOPA, leur activité
pharmacologique est indépendante du stock
de neurones dopaminergiques puisqu'ils
agissent directement sur les récepteurs post-
synaptiques qui restent, au moins en partie,
préservés au cours de la maladie.
On distingue deux classes d’agonistes
dopaminergiques :
- Les dérivés de l'ergot de seigle ou
"ergopeptines" (bromocriptine,
pergoline, lisuride et cabergoline,

Fig 6) qui posseédent, outre des

propriétés agonistes dopaminergiques, des propriétés

H
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- Figure 6 -
Structure chimique de 2 agonistes
dopaminergiques: I’apomorphine et la
bromocriptine
(D’apres htt://www.chem.ox.ac.uk)

giques ou

sérotoninergiques, responsables d'effets indésirables (nausée, vomissement,

hypotension, confusion, hallucination, insomnie).

- Les agonistes non dérivés de 1’ergot de seigle, composés synthétiques plus récents

et plus spécifiques des récepteurs D2, présentant moins d'effets indésirables

(apomorphine, pramipexole et ropinirole, Fig 6).

Théoriquement, les agonistes dopaminergiques présentent 1’avantage d’avoir une durée

d’action plus longue que la L-DOPA. Toutefois, la durée de la demi-vie dépend beaucoup de
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I’agoniste dopaminergique considéré (Mizuno et al., 1995). D’un point de vue clinique, les
agonistes dopaminergiques sont classiquement utilisés en complément d’'une DOPA-thérapie
afin de réduire les complications motrices (Nohria et Partiot, 1997), mais ils peuvent
¢galement &tre utilisés en monothérapie, particulierement au début de la maladie ou leur
bénéfice clinique est comparable a celui d’un traitement L-DOPA. Ainsi, 5 ans aprés le début
du traitement de la maladie, 34 % des patients sont encore sous monothérapie aux agonistes
dopaminergiques, ce qui indique une bonne efficacité de ces drogues (Rascol et al., 2000).
Lorsque la maladie progresse, le traitement doit étre complété avec 1’administration de L-
DOPA. Cependant, de nombreuses études ont montré que 1’introduction tardive de la L-
DOPA, grace a I’utilisation d’agonistes dopaminergiques notamment dans les stades précoces

de la MP, permet de différer I’apparition des dyskinésies (Rascol et al., 2000).

1.6.1.2. Les agents non dopaminergiques

Les antagonistes glutamatergiques ont été proposés dans le traitement de la MP sur la base de
plusieurs observations. Le noyau subthalamique, structure glutamatergique, est hyperactif
chez les patients parkinsoniens (Bergman et al., 1990). Cette hyperactivité pourrait étre
impliquée dans un processus dégénératif par excitotoxicité. Des études réalisées sur des
modeles animaux de la MP ont montré que la sensibilisation des récepteurs glutamatergiques
NMDA présents sur les neurones de projection striataux pourrait contribuer a la mise en place
des symptomes parkinsoniens ainsi qu’aux modifications de réponses au traitement L-DOPA
(Menegoz et al., 1995 ; Oh et al., 1998). L’ensemble de ces données a permis de suggérer que
la réduction de la transmission glutamatergique, particulicrement celle médiée par les
récepteurs NMDA, pourrait étre bénéfique sur la symptomatologie de la MP et ralentir le
processus dégénératif (Greenamyre et al., 1994). Les résultats récents fournis par des études
réalisées chez des rats 6-OHDA (Papa et al., 1995) et des singes traités au MPTP
(Greenamyre et O’Brien, 1991 ; Papa et Chase, 1996) montrent que des antagonistes
spécifiques des récepteurs NMDA tel que le MK801 posseédent des effets antiparkinsoniens et
diminuent les fluctuations motrices et les dyskinésies liées au traitement L-DOPA. Les études
réalisées chez I’homme et utilisant des traitements aigus donnent des résultats similaires
(Blanchet et al., 1996). Cependant, compte tenu des effets secondaires induits par la prise
chronique de ces molécules (confusion mentale, hallucinations), les antagonistes
glutamatergiques, qui sont actuellement peu utilisés chez I’homme, sont généralement

prescrits en association avec un traitement L-DOPA et agissent principalement sur 1’akinésie
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et la rigidit¢ des patients faiblement ou modérément atteints. De nombreuses recherches
doivent encore étre menées pour améliorer le potentiel thérapeutique de ces substances

agissant sur le systéme glutamatergique central.

Les anticholinergiques ont été les premicres molécules utilisées dans le traitement de la MP.
L'utilisation de l'atropine a été introduite en France vers 1870 par Charcot, qui en avait
remarqué l'effet bénéfique sur le tremblement. Les dérivés synthétiques de I'atropine, mieux
tolérés, sont apparus dans les années cinquante, et ont constitué l'essentiel du traitement
pharmacologique de la maladie de Parkinson avant I'avénement de la L-DOPA. Leur action
passe par la réduction de 1'hyperactivité cholinergique striatale due a la baisse du tonus
inhibiteur dopaminergique. Ils agissent préférentiellement sur la rigidité et le tremblement
(Fahn, 1998). Cependant, compte tenu des effets secondaires qu’ils induisent (glaucome,

constipation, confusion mentale), ils ne sont plus guére utilisés.

1.6.2. Les traitements chirurgicaux

1.6.2.1. Les thérapies 1ésionnelles

Le traitement neurochirurgical de la MP a débuté de facon empirique avant I'ére de la L-
DOPA, essentiellement a partir des années 50, avec la pallidotomie ou la thalamotomie
(Hassler et Riechert, 1954; Cooper et Poloukhine, 1956).

De nombreuses études ont depuis montré I’efficacité de la pallidotomie dans 1I’amélioration
des tremblements, de la bradykinésie, de la rigidité et dans la suppression des dyskinésies
induites par la L-DOPA (Laitinen and al., 1992 ; Baron et al., 1996 ; Lang et al., 1997). Les
effets de cette chirurgie prédominent en général dans I’hémicorps controlatéral a la 1ésion,
mais des effets ipsilatéraux sont aussi observés. Les améliorations produites restent stables au
long terme malgré 1’évolution de la maladie (Hariz et Bergenheim, 2001). Enfin, une revue
récente a révélé que des effets secondaires (paralysie faciale, dégradation de la parole, perte
de champ visuel, confusion) apparaissaient dans 30 % des cas suite a une pallidotomie
unilatérale et que 14% d’entre eux restent permanents. Ces pourcentages sont augmentés pour
des pallidotomies bilatérales avec notamment des effets marqués sur la parole et des désordres
cognitifs (De Bie and al., 2002).

Les 1ésions du thalamus et plus particuliérement du thalamus ventro-médian ont montré une

efficacité particuliere dans le traitement des tremblements essentiels et parkinsoniens
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(Schuurman et al., 2000). Leurs effets sur la rigidité et la bradykinésie sont en général
modérés ce qui diminuent leur intérét dans la MP. Cependant, des 1ésions de parties plus
antérieures du thalamus (noyau ventro-antérieur) peuvent améliorer le tremblement et la
rigidité de fagon concomitante. Comme pour la pallidotomie, les effets déléteres de la
thalamotomie sont plus importants pour les interventions bilatérales qu’unilatérales et se
manifestent essentiellement par des hypophonies, des dysarthries, des dysphagies et des
déficits cognitifs (Matsumoto et al., 1984).

La description de patients parkinsoniens ayant présenté des améliorations motrices suite a une
Iésion accidentelle du NST, a servi de base au développement de la subthalamotomie dans les
années 1960 (Andy et al., 1963). Par la suite, la pratique de Iésions chirurgicales du NST chez
des singes MPTP a montré une amélioration importante des symptomes moteurs de ces
animaux (Bergman et al., 1990). Les ¢tudes menées chez les malades parkinsoniens montrent
que la subthalamotomie améliore la symptomatologie parkinsonienne (Gill et Heywood,
1997 ; Patel et al., 2003) principalement du c6té controlatéral a 1’intervention avec un effet
important sur le tremblement et une diminution de 50 % du traitement médical (Patel et al.,
2003). Cependant, la subthalamotomie reste peu pratiquée car elle peut induire 1’apparition
d’hémiballismes permanents (voir pour revue Guridi et Obeso, 2001). En outre il semble que
dans la plupart des cas, I’apparition d’hémiballismes suite a une subthalamotomie soit li¢e a
une lésion confinée du NST. En effet, lorsque la Iésion s’étend a la ‘zona incerta’ et a la ‘zone

de Forel’, de tels effets secondaires ne sont pas observés (Platel et al., 2003).

1.6.2.2. La stimulation cérébrale profonde

Electrodes
C’est dans les années 90 que le renouveau du traitement ,\\;

neurochirurgical de la MP voit le jour sous la forme de la
stimulation haute fréquence (SHF) de structures des
ganglions de la base (Fig 7). Plusieurs facteurs sont a

I’origine de ce retour. Tout d’abord, les limites du traitement

dopaminergique au long cours, en particulier le défi ( .
thérapeutique que représentent les fluctuations motrices Eé ) . Stimulateur
"ON-OFF" et les dyskinésies. Ensuite, la démonstration que -Figure 7 -
Implantation bilatérale
d’une stimulation

nette des signes parkinsoniens, ceci avec un risque opératoire (d’apres Medtronic)

la pallidotomie interne sélective entraine une amélioration







et des complications post-opératoires devenues faibles (Laitinen et al., 1992). Et enfin, les
progres réalisés dans les techniques de chirurgie stéréotaxique, notamment grace a l'utilisation
de micro-¢lectrodes d'enregistrement et aux nouvelles méthodes d’imagerie médicale,
particulicrement I’IRM.

La premicre cible de la SHF a été le noyau ventro-médian intermédiaire du thalamus. La
stimulation chronique du thalamus avait déja été utilisée pour traiter certaines douleurs
chroniques avant d'étre proposée dans le traitement de la MP (Ray et Burton, 1980). Une
stimulation chronique unilatérale a haute fréquence (130 Hz) du noyau ventro-médian du
thalamus fut ensuite réalisée chez des patients parkinsoniens atteints de tremblements séveres
et ayant déja subis une thalamotomie (Benabid et al., 1987). Depuis, la stimulation thalamique
a prouvé son efficacité dans le traitement des tremblements parkinsoniens et essentiels alors
que ses effets sur la bradykinésie et la rigidité sont moindres (Caparros-Lefebvre et al., 1993;
Koller et al., 1997). Aujourd’hui, la stimulation thalamique a supplanté la thalamotomie. En
effet, elle s'aveére aussi efficace, mais présente I’avantage d’étre facile a pratiquer de fagon
bilatérale, tout en induisant moins d’effets secondaires (Blond et Siegfried, 1991; Nguyen et
Degos, 1993 ; Benabid et al., 1996 ; Schuurman et al., 2000 ).

Cependant, la stimulation thalamique n’agit que sur le tremblement parkinsonien et
n'empéche pas l'apparition secondaire ou l'aggravation, chez les patients suivis au long cours,
des autres signes de la maladie, ni la survenue de dyskinésies et de fluctuations motrices. Les
limitations de la stimulation thalamique ont donc conduit a rechercher d'autres cibles
chirurgicales.

Plusieurs groupes ont ainsi développé la stimulation pallidale en alternative a la pallidotomie
(Siegfried et Lippitz, 1994; Gross et al., 1997 ; Volkmann et al., 1998). La stimulation du
pallidum apparait efficace sur 1’ensemble des symptdmes moteurs parkinsoniens, les
dyskinésies et les dystonies (Siegfried et Lippitz, 1994 ; Volkmann et al., 1998 ; Burchiel et
al., 1999). Cependant, ces effets ne sont pas stables au long cours (Volkmann et al., 2004), ce
qui entraine parfois le remplacement de la stimulation pallidale par celle du NST (Houeto et
al., 2000 ; Vitek, 2002). Enfin, il semble que le site optimal de stimulation du GPi ne soit pas
clairement défini ce qui conduit a une variabilité des effets bénéfiques obtenus. En effet, la
stimulation de la zone postéro-ventrale du pallidum entraine une aggravation de 1’akinésie
couplée a une diminution de la rigidité et des dyskinésies alors que la stimulation d’une partie
plus dorsale ou plus médiane de ce noyau supprime les symptomes moteurs de la maladie

mais peut conduire a I’apparition de mouvements anormaux involontaires (Bejjani et al.,
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1997). L’ensemble de ces résultats montrent que le choix de la cible est primordial pour la

reproductibilité des effets de la stimulation haute fréquence.

L'essor de la stimulation du noyau
subthalamique (NST) est venu des limites ou
des difficultés rencontrées avec la stimulation
thalamique ou pallidale (Fig 8). Le choix de
cette nouvelle cible s'appuie sur des données
récentes relatives au fonctionnement des
ganglions de la base. En effet, une

amélioration des symptdmes parkinsoniens a

été observée chez des singes traités au MPTP
o . . 1- noyau subthalamique 2-Thalamus
apres 1ésion ou stimulation du NST (Bergman 3- Globus pallidus

et al., 1990 ; Aziz et al., 1991; Benazzouz et .
- Figure 8 -

al., 1993). La premiére investigation clinique | Schéma d’implantation d’électrodes
dans le NST chez ’homme

de la stimulation du NST s’est faite a

Grenoble, il y a plus de 10 ans (Pollak et al., 1993). Depuis, la SHF du NST est devenue une

approche thérapeutique de choix pour le traitement des symptomes moteurs de la MP. Ces
effets sont similaires a ceux induits par un traitement L-DOPA et persistent au long cours
(Vingerhoets et al., 2002). Ainsi, une amélioration de 1’akinésie, de la rigidité, de la marche et
des périodes de dystonie et de tremblement est observée sous stimulation du NST (Limousin,
1995; Limousin et al., 1995; Pollak et al., 1996 ; Thobois et al., 2002 ; Krack et al., 2003).
L’apparition de mouvements involontaires a été reportée dans quelques cas, mais ces effets
secondaires peuvent facilement étre supprimés en modifiant les parameétres de stimulation
(Limousin et al., 1996). Enfin, la stimulation du NST permet de réduire de fagon considérable
voire de supprimer les doses quotidiennes de médicaments dopaminergiques (L-DOPA et
agonistes) prescrits aux patients (Moro et al., 1999 ; Molinuevo et al., 2000), ce qui conduit a

une amélioration des dyskinésies induites par la L-DOPA (Krack et al., 1997).
Les effets distincts produits par la stimulation haute fréquence du thalamus, du pallidum et du

noyau subthalamique sur les différents symptomes de la MP montre que la thérapie

neurochirurgicale doit étre ajustée au profil symptomatique de chaque patient.
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Thalamus Pallidum (GPi) Noyau subthalamique

lésion  SHF 1ésion SHF lésion  SHF
Bradykinésie - - + ++ + 4t
Tremblement ++ ++ + + + ++
Rigidité + + + + + ++
Dyskinésies +/- +/- ++ ++ + ++
Réduction du traitement i ) ) ] N s

pharmacologique

Tableau 4: Récapitulatif des principaux effets de la lésion ou de la stimulation haute fréquence
(SHF) du thalamus, du globus pallidus et du noyau subthalamique sur les principaux symptomes
moteurs de la maladie de Parkinson (D’aprés Thobois et al., 2005).

1.6.3. Perspectives thérapeutiques

1.6.3.1. Les greffes de tissus embryonnaires

La MP est due a une dégénérescence du systéme dopaminergique nigro-strié. L’idée de traiter
la maladie en remplagant les neurones dopaminergiques détruits a émergé il y a plus de 25 ans
(Perlow et al., 1979). La transplantation striatale de cellules feetales mésencéphaliques a
d’abord été étudiée chez 1’animal (voir pour revue Bjorklund et Steveni, 1985 ; Dunett et
Richards, 1990) puis chez le patient parkinsonien. De nombreuses études cliniques, confortées
par des approches anatomiques et d’imagerie fonctionnelle, ont montré que les greffes
striatales de cellules souches dopaminergiques étaient suivies d’une réduction des symptomes
moteurs parkinsoniens et que les cellules greffées étaient fonctionnelles en termes d’activité
métabolique et de libération de DA (Lindvall et al., 1992 ; Sawle et al., 1992 ; Peschanski et
al., 1994 ; Kordover et al., 1995 ; Piccini et al., 1999, 2000). Cependant, ces études ne
concernaient qu’un petit nombre de patients et étaient hétérogénes quant aux quantités de
cellules greffées et au type de protocole de greffe utilisé. En 1999, deux études en ‘double
aveugle’ ont alors été conduites chez 74 patients. Malgré la survie des cellules greffées,
aucune amélioration clinique n’a été démontrée 12 a 24 mois apres I’intervention (Freed et al.,
2001 ; Olanow et al., 2003). De plus, ces études ont confirmé 1’apparition de dyskinésies
séveres chez 15 a 56 % des patients opérés (Olanow et al., 2003 ; Hagell et al., 2002), ce qui
laisse supposer que les greffes n’ont pas permis une restauration fonctionnelle de la
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transmission dopaminergique. Ainsi, ces études tendent a montrer que les bénéfices produits
par les greffes de cellules embryonnaires ne suffisent pas a traiter la MP car elles sont
uniquement dirigées vers la restauration du systéme dopaminergique nigro-stri¢, alors que la

MP touche également d’autres systémes neuronaux (Lang et Obeso, 2004).

1.6.3.2. Les facteurs neurotrophiques

L’utilisation de facteurs neurotrophiques pourrait constituer une thérapie intéressante de la
MP. En effet, ceux-ci semblent pouvoir promouvoir le développement et le maintien des
neurones dopaminergiques (Bjorklund et al., 1997). Le GDNF (glial cell line-derivated
neurotrophic factor) en particulier apparait capable de stimuler spécifiquement la survie et le
bourgeonnement in vitro des neurones dopaminergiques (Lin et al., 1993).

Compte tenu des résultats encourageants obtenus lors d’essais pré-cliniques réalisés dans des
modeles rongeurs ou primates de la MP (Gash et al., 1996 ; Rosenblad et al., 1998; Grondin et
al., 2002), des essais cliniques utilisant des infusions intra-ventriculaires (Nutt et al., 2003) ou
intra-parenchymateuses (Gill et al., 2003) de GDNF ont été réalisées. La libération
ventriculaire de GDNF n’a entrainé aucun bénéfice moteur. Par contre, son administration
locale au niveau du striatum a conduit & une amélioration des symptomes moteurs, une
réduction de la médication et une augmentation de la capture de 18F-DOPA suggérant ainsi
un effet trophique direct du GDNF ou/et un effet sur la fonctionnalité des terminaisons
dopaminergiques (Gill et al., 2003). Bien que les patients parkinsoniens semblent bien tolérer
ce type de traitement, 1’utilisation d’un systéme mécanique pour délivrer le GDNF est soumis
a des risques potentiels lors de I’implantation, a des risques d’infection et a une diffusion
limitée de la substance active. C’est pourquoi [’utilisation de vecteurs adénoviraux ou
lentiviraux qui permettent le transfert direct in vivo de I’ADN complémentaire codant pour le
GDNF, semble offrir une meilleure stratégie thérapeutique.

De nombreuses études ont été réalisées sur les effets d’injections intrastriatales d’adénovirus
ou de lentivirus codant pour le GDNF humain dans des modéles animaux de la MP. Chez le
rat, lorsque I’injection des adénovirus codant pour le GDNF était réalisée avant la mise en
place de la l1ésion du systeme dopaminergique nigro-strié¢ par injection de 6-OHDA, une
prévention de la dégénération dopaminergique et des déficits comportementaux était observée
(Bilang-Bleuel et al., 1997 ; Kirik et al., 2000). Par ailleurs, ’injection intrastriatale de
vecteurs lentiviraux exprimant le GDNF chez des rats (Rosenblad et al., 2000 ; Georgievska

et al., 2002) ou des singes (Kordower et al., 2000 ; Palfi et al., 2002) préalablement rendus
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parkinsoniens par des injections de 6-OHDA ou de MPTP, conduisait a une repousse du
systéme dopaminergique nigro-stri¢ et a une récupération des symptomes moteurs. Malgré ces
résultats pré-cliniques encourageants, de nombreuses études visant & améliorer 1’innocuité des
vecteurs viraux et a contrdler la libération de GDNF dans le temps doivent encore étre

réalisées avant d’envisager la thérapie génique comme un traitement de la MP.

II. MODELES ANIMAUX DE LA MALADIE DE PARKINSON

Les mod¢les animaux de la MP devraient théoriquement pouvoir répondre aux critéres
suivants : similarité des mécanismes a I’origine du processus dégénératif, reproduction des
symptomes cliniques et anatomopathologiques, prédictabilité des effets des traitements testés.
En pratique, aucun mod¢le n’est jamais complet. Bien que les modéles animaux de la MP
possédent tous en commun une lésion du systéeme dopaminergique nigrostri¢, la majorité
d’entre eux présentent au moins deux limitations. D’abord, I’age des animaux utilisés n’est
pas comparable a celui des patients. Ensuite, le protocole employé pour induire les 1ésions
dopaminergiques ne reproduit pas la mise en place progressive du phénomeéne dégénératif de
la maladie (voir pour revue Féger et al., 2002).

Il existe différents types de modeles de la MP dont les principaux sont les modéles génétiques
et les modeles produits par injection de neurotoxine. Les modéles génétiques ont
essentiellement été développés chez la souris et porte sur la surexpression ou au contraire
I’absence d’expression (knock-out) du géne codant pour 1’alpha-synucléine, impliqué dans les
formes génétiques de la MP. Parmi les neurotoxines employées pour induire un déficit
dopaminergique on trouve :

- le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) qui est utilisé dans de
nombreuses especes (souris, singe, chien, chat, mouton et poisson (Gerlach et Riederer, 1996)
possedant une sensibilité différente a cette molécule. Les rongeurs sont moins sensibles que
les primates et la quantité nécessaire pour intoxiquer une souris et environ 30 fois supérieure a
celle utilisée pour le singe. Le rat est quant a lui insensible au MPTP administré en périphérie,
probablement du fait de I’importante activit¢ MAO-B présente dans 1’endothélium des
capillaires cérébraux qui métabolise le MPTP avant que celui-ci n’ait pu passer la barricre
hémato-encéphalique (Schmidt et Ferger, 2001). De ce fait, chez le rat, le MPTP est
généralement administré par voie intracérébrale directement dans le striatum.

Le modele d’intoxication au MPTP est majoritairement utilisé chez la souris et le primate.
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- la 6 hydroxy-dopamine (6-OHDA) et plus récemment la roténone, utilisées chez le
rat. Cependant, compte tenu du manque de spécificité d’action de la roténone sur les neurones
dopaminergiques (car elle n’utilise pas le DAT pour s’accumuler dans les neurones) et de la
grande variabilité interindividuelle de la susceptibilité a cette molécule, les Iésions du systéme
dopaminergique induites dans ce modele ne sont pas reproductibles (Ferrante et al., 1997 ;
Betardet et al., 2000). Enfin, seul le MPTP est clairement relié¢ a des cas de parkinson humain
(Langston et al., 1983).

Nous avons choisi de rappeler ici quelques données sur les modeles de rat 6-OHDA et de
singe MPTP qui sont les modé¢les animaux de la MP les plus fréquemment utilisés, et qui

correspondent a ceux dont nous nous sommes servis pour réaliser notre travail.

1I.1. Le rat 6-OHDA

11.1.1. Mécanisme d’action de la 6-OHDA

Le premier modéle de rat 6-OHDA fut mis au point

en 1968 par Ungerstedt (Ungerstedt, 1968). La 6- A NH,

OHDA est, comme son nom 1’indique, une forme OH

hydroxylée de la dopamine (Fig 9A). Sa structure OH
chimique, trés proche de celle de la DA (Fig 9B) et

de la noradrénaline, lui permet d’étre oH N
spécifiquement captée par les transporteurs B )
catécholaminergiques (Blum et al., 2001) et

explique ainsi sa spécificité pour ces mémes

neurones. Afin de restreindre la sélectivité d’action

de la 6-OHDA aux seuls neurones OH

dopaminergiques, les animaux peuvent étre traités OH

avec un inhibiteur des transporteurs _ Figure 9 -
catécholaminergiques, la désipramine, qui possede | Structure chimique de la 2,4,5-
une haute affinité pour les transporteurs Zﬁhgfllf;gzg?;ggggﬁﬁn?m ot
noradrénergiques (Blum et al., 2001). Une fois dans de la dopamine (B)

les neurones, la 6-OHDA, par un mécanisme (D’apres nutbutter.blogspot.com)

d’auto-oxydation, induit un stress oxydatif via la

production de composés réactifs de I’oxygeéne, comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) et la
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6-OHDA quinone (Hastings et Zigmond, 1997), qui provoque des altérations structurales et

fonctionnelles des protéines, lipides membranaires et acides nucléiques (Fig 10).

I1.1.2. Site d’injection de la 6-OHDA

La 6-OHDA ne passe pas la barriére hémato-encéphalique, et doit donc étre injectée in situ au
niveau du faisceau médian du télencéphale basal (MFB), de la SNc ou du striatum.

La Iésion dopaminergique par injection de 6-OHDA dans le MFB entraine une
dégénérescence totale des corps cellulaires dopaminergiques de la SNc et de I’aire tegmentale
ventrale (ATV), dépassant ainsi 1’atteinte Iésionnelle observée chez les patients parkinsoniens.
En effet, méme si une dégénérescence des neurones dopaminergiques de I’ATV est observée
dans les stades les plus avancés de la MP, elle n’est que partielle (45-60 %) (Jellinger, 1991).
Le protocole de Iésion par injection de 6-OHDA au sein de la SNc permet d’obtenir une
dégénérescence plus spécifique de cette structure (90%) et ainsi un modele animal plus proche
de la maladie. Différentes atteintes Iésionnelles peuvent étre produites avec ce modele en
fonction du site d’injection choisi. Une Iésion tres latérale (+ 2.3 mm par rapport a la ligne
médiane) permet d’éviter une atteinte de I’ ATV alors qu’une 1ésion plus médiane (+ 1.2/ 1.5)
entraine la perte de 30% des cellules de I’ATV, mimant ainsi un stade avancé de la MP
(Jellinger, 1991). La 1ésion par injection de 6-OHDA dans la SNc est assez reproductible (voir
pour revue Schwarting et Huston, 1996 a ,b).

Enfin, le protocole de 1ésion par injection de 6-OHDA dans le caudé-putamen a été développé
plus récemment et permet une atteinte rétrograde spécifique des différentes afférences
dopaminergiques de cette structure (Sauer et Oertel, 1994). En effet, il est possible de
sélectionner les sous-territoires striataux au sein desquels 1’injection de toxine est faite et ainsi
d’étudier ’implication de chacun de ces sous-territoires dans les processus sensori-moteurs
dans lesquels interviennent les ganglions de la base (voir pour revue Deumens et al., 2002).
De plus, la réalisation de lésions partielles au sein du complexe caudé-putamen permet
d’obtenir des mod¢les animaux mimant la phase précoce de la MP. Cependant, comme pour
I’ensemble des 1ésions partielles, la 1ésion sélective des différents territoires fonctionnels du

striatum par injection de 6-OHDA semble difficilement reproductible.






I1.1.3. Mode de Iésion : unilatérale versus bilatérale, totale versus partielle

Les 1ésions bilatérales présentent 1’avantage de mimer au plus preés la dégénérescence
observée chez les patients parkinsoniens dans les stades avancés de la maladie et préviennent
la survenue de possibles effets compensatoires induits par le coté intact contralatéral.
Cependant, elles sont moins utilisées que les 1ésions unilatérales car elles entrainent une
aphagie et une adipsie séveres chez les animaux et ainsi un taux de perte élevé (Ungerstedt,
1971). De plus, elles n’induisent pas d’asymétrie comportementale et ne permettent donc pas
I’évaluation de 1’efficacité de la lésion par des tests comportementaux de rotations
pharmacologiquement induites (voir matériel et méthodes). Enfin, elles ne permettent pas a
chaque animal d’étre son propre contrdle. Cependant, 1’utilisation du c6té non 1ésé comme
témoin du coté 1ésé doit se faire avec précaution. En effet, 1a 1ésion unilatérale d’une partie du
systtme dopaminergique peut entrainer des modifications d’activité des structures

controlatérales saines (White-Cipriano et Waszczak, 2005).

L’utilisation de protocoles de Iésions totales évite la variabilité du taux de dénervation,
observée chez les animaux partiellement 1ésés, due au manque de reproductibilité, mais aussi
aux mécanismes compensatoires existant dans ce type de l1ésions (Blanchard et al., 1996 ;
Finkelstein et al., 2000). Ainsi la majorité des travaux menés sur les variations de 1’activité
des ganglions de la base utilisent des animaux porteurs d’une 1ésion dopaminergique totale et

présentant une déplétion dopaminergique striatale supérieure a 90%

I1.1.4. Aspects comportementaux des Iésions a la 6-OHDA

Les déficits comportementaux développés suite a I’injection de 6-OHDA peuvent nous
informer sur 1’étendue de la 1ésion produite.

Ainsi, dans les modeles unilatéraux, les rotations induites par des drogues, telles que les
agonistes dopaminergiques, peuvent étre utilisées comme indicateur de la déplétion en DA.
En effet, I’injection intra-péritonéale d’apomorphine entraine 1’apparition de rotations
controlatérales au co6té 1ésé alors que I’injection d’amphétamine induit des rotations
ipsilatérales. On considére qu’une 1ésion des neurones dopaminergiques de la SN¢ supérieure
a 50 %, correspondant a une perte de la densité¢ des fibres dopaminergiques striatales
supérieure a 90 %, est nécessaire pour induire des rotations apres injection de faibles doses

d’apomorphine (Hudson et al., 1993). Cependant, les mécanismes a 1’origine de ces rotations
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ne sont pas compris et beaucoup d’expérimentateurs critiquent la fiabilité de ce test comme
indicateur de la perte neuronale (Chang et al., 1999).

Différents tests comportementaux ont été développés pour permettre [’analyse des
composantes motrices de la symptomatologie parkinsonienne (Lindner et al., 1999). Ainsi, le
‘stepping test’ permet d’évaluer 1’akinésie du membre antérieur, le Rotarod permet d’analyser
I’initiation du mouvement et la coordination motrice et le test de 1’escalier permet 1’étude du

controle fin du mouvement.

En conclusion, le modele 6-OHDA posséde de nombreux avantages dus notamment a 1’espéce
utilisée et a la bonne reproductibilité de la 1ésion. Toutefois, ce modele présente des
différences majeures avec la pathologie humaine. La 1ésion n’affecte que les neurones
dopaminergiques, la mort des neurones n’est pas progressive, ni corrélée a la présence de
corps de lewy. Enfin, les modifications comportementales ne sont comparables qu’en partie

avec la symptomatologie parkinsonienne.

I1.2. Le singe MPTP

11.2.1. Mécanismes d’action du MPTP

La découverte de la toxicité du MPTP s’est faite par hasard, lorsque, aprés s’étre injectés
accidentellement cette molécule, de jeunes toxicomanes ont développé un syndrome

parkinsonien sévere (Langston et al., 1983).

Le MPTP traverse aisément la barriére hémato-encéphalique pour étre oxydé en un
intermédiaire instable, le 1-methyl-4-phenyl-1,2-dihydropyridinium (MPDP') par une
monoamine oxydase B surtout présente au niveau des astrocytes (Takada et al., 1990 ; Di
Monte et al., 1991) et des neurones sérotoninergiques (Figl1). Le MPDP' s’oxyde ensuite
spontanément en 1-methyl-4-phenylpyridine (MPP" qui représente le composé neurotoxique
(Castagnoli et al., 1985). Le MPP" est ensuite libéré dans 1’espace extracellulaire par
I’intermédiaire de transporteurs des monoamines présents sur les cellules gliales (Russ et al.,
1996) puis capté au niveau des terminaisons dopaminergiques via le transporteur
membranaire de la dopamine (DAT) (Fig 11) (Javitch et al., 1985). Cette étape conditionne la
spécificité d’action du MPP" sur les neurones dopaminergiques. Une fois dans les neurones

dopaminergiques, le MPP" peut étre séquestré dans des vésicules synaptiques par
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Le MPP " bloque la chaine dé¢

transporteur d’électron.

- Figure 11 -
Mécanisme d’action du MPTP



I’intermédiaire du transporteur vésiculaire de la DA (VMAT), ce qui ’empéche d’exercer son
action neurotoxique (Fig 11). Il peut également former des dépdts intracellulaires dans les
neurones dopaminergiques en se fixant a la neuromélanine (D’Amato et al., 1986). Ce
phénomene expliquerait la sensibilité particuliére des neurones dopaminergiques de la
substance noire pars compacta (contennant de la mélanine) aux effets du MPP" par rapport
aux neurones dopaminergiques de ’aire tegmentale ventrale ou de 1’aire rétrorubrale (Herrero
et al., 1993).

Enfin, le MPP" non séquestré s’accumule dans les mitochondries ou il inhibe le complexe I de
la chaine respiratoire induisant ainsi un déficit énergétique, une perte de 1’homéostasie
calcique et une augmentation de la production de radicaux libres, menant a la mort de la

cellule (Fig 11).

Dans la suite de ces rappels bibliographiques qui concernent le protocole d’intoxication
utilisé, les déficits moteurs et la dénervation dopaminergique induits par le MPTP, nous nous

sommes limités au cas du singe, sur lequel nous avons réalisé notre travail.

11.2.2. Protocoles d’intoxication au MPTP

Différents protocoles d’intoxication au MPTP ont été utilisés avec des doses, fréquences et
modes d’injection (intraveineux, intramusculaire, intrapéritonéale) trés variables. Les
premicres études mises en place employaient des intoxications aigués a fortes doses sur de
courtes périodes (1 a 4 mg/kg/jour pendant 4 jours consécutifs) (Jenner et al., 1986),
provoquant une atteinte des neurones dopaminergiques rapide et sévere pouvant conduire a la
mort de ’animal. Actuellement, les équipes tentent de développer des protocoles plus
chroniques afin d’obtenir une dégénérescence plus progressive du systéme dopaminergique
nigro-strié. Ces protocoles chroniques utilisent, pour une méme dose totale de MPTP, des
doses plus faibles et des injections espacées sur de plus longues périodes. L’équipe de
Schneider a en effet montré que pour un traitement chronique ne provoquant pas de
symptomes moteurs chez les animaux intoxiqués, la dose totale de MPTP injectée pouvait étre
deux fois supérieure a celle utilisée pour un traitement aigu générant des symptdmes moteurs
(Schneider et al., 1988 ; Schneider et Kovelowski, 1990). Certains de ces protocoles
chroniques utilisent des doses relativement fortes de MPTP (0,5 a 2,5 mg/kg) mais injectées
une seule fois par semaine sur des durées pouvant aller jusqu’a 21 mois (Perez-Otano et al.,

1991; Hantraye et al., 1993 ; Varastet et al., 1994 ; Wullner et al., 1994). D’autres protocoles
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utilisent des doses beaucoup plus faibles (0,01 a 0,175 mk/kg) injectées trois fois par semaine
(Schneider et Kovelowski, 1990). Néanmoins, probablement pour des contraintes de temps,
de nombreuses équipes utilisent des protocoles semi-chroniques avec des doses de MPTP de
0,15 a 0,5 mg/kg injectées 3 a 5 fois par semaine (Elsworth et al. 1987 ; Song et Haber, 2000).
Enfin, des injections unilatérales intracarotidiennes de MPTP ont également été effectuées

afin de développer des modeles « hémiparkinsoniens » (Schneider et Dacko, 1991).

11.2.3. Déficits moteurs induits par un traitement MPTP

Le MPTP est particulierement utilisé chez les primates non humains et les sub-primates. I1 est
généralement injecté par voie intramusculaire ou intraveineuse ce qui conduit a une 1ésion
bilatérale du systeme dopaminergique mésencéphalique.

L’injection de MPTP (a partir de 0,3 mg/kg) entraine, dans la demi-heure qui suit, des
comportements moteurs aigus qui se caractérisent par des mouvements anormaux et une
dystonie des membres et du tronc.

Les symptomes assimilés a ceux de la MP apparaissent dans les trois a quatre jours qui
suivent I’injection. Le tableau clinique développé par les animaux intoxiqués au MPTP est
trés proche de celui de la MP idiopathique avec la présence d’une akinésie, d’une
bradykinésie, d’une rigidité, d’une flexion caractéristique du dos (posture voutée), d’un
ralentissement des mouvements et enfin 1’existence de ‘freezing’ (arréts brutaux au cours du
mouvement) (Burns et al., 1983 ; Degryse et Colpaert, 1986). Le tremblement de repos est le
symptome moteur le plus difficile a obtenir. Il n’est observé que chez le singe vert, a une
fréquence de 4 a 6 Hz, proche de celle existante chez le malade parkinsonien (Frangois et al.,
1999) et ne semble pas corréler avec le niveau de dénervation dopaminergique (Herrero et al.,
1993). Chez d’autres espéces comme le marmouset, le babouin ou le macaque, des
tremblements d’action similaires a des secousses musculaires ont également été décrits.

Outre les troubles moteurs, les singes intoxiqués au MPTP développent également des
symptdmes cognitifs dont I’apparition peut précéder celle des symptomes moteurs (Schneider
et Kovelowski, 1990 ; Schneider et Pope-Coleman, 1995 ; Slovin et al., 1999). Comme chez
le patient parkinsonien, ces singes présentent des déficits de mémoire visuospatiale, de
planification et de changement de stratégie au cours des taches (Schneider et Pope-Coleman,

1995).
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I1.2.4. Topographie de la perte dopaminergique

L’intoxication au MPTP produit chez le singe une dégénérescence neuronale qui touche
inégalement les différentes aires dopaminergiques du mésencéphale. L’atteinte préférentielle
de la SNc (A9) a été montrée chez différentes especes de singes intoxiqués (Jacobowitz et al.,
1984 ; Langston et al., 1984 ; Chiueh et al., 1985 ; German et al., 1988 ; Elsworth et al.,
1990). La Iésion de la substance noire prédomine dans les parties latérale et ventrale chez les
singes traités de facon chronique (Schneider, 1990 ; Hantraye et al., 1993 ; Varastet et al.,
1994), les aires tegmento-ventrale (A10), péri- et rétro-rubrale (A8) étant moins atteintes
(Jenner et al., 1986 ; German et al., 1988 ; Herrero et al., 1993). L’atteinte différentielle de ces
aires dopaminergiques par le MPTP est probablement corrélée a 1’expression de 1’état
symptomatique des animaux. En effet, une atteinte de I’aire A10 n’est observée que chez les
animaux développant des symptomes moteurs et elle est d’autant plus importante que les
symptomes développés sont séveres (Elsworth et al., 1990 ; Pifl et al., 1992).

Dans le striatum, on note une perte importante et non homogeéne en DA et fibres
dopaminergiques. Néanmoins, chez les singes intoxiqués de fagon aigué, la topographie de
dénervation dopaminergique n’est pas similaire a celle des malades parkinsoniens. En effet,
chez ’homme, I’atteinte prédomine dans le putamen postérieur alors que chez le singe MPTP,
la perte est équivalente dans le putamen et le noyau caudé avec une prédominance dans les
parties caudales et dorsolatérales (Elsworth et al., 1987, 1989 ; Pifl et al., 1988). Une perte
plus faible de DA est également observée dans les parties ventrales du striatum (noyau
accumbens et parties ventrales du putamen et du noyau caud¢) chez le singe (Elsworth et al.,
1987, 1989 ; Pifl et al., 1991 ; Graybiel et al., 1993 ; Parent et Lavoie, 1993). Les protocoles
d’intoxication chronique induisent une atteinte plus représentative de celle observée chez
I’homme avec une perte préférentielle de I’innervation dopaminergique du putamen par
rapport au noyau caudé¢ et une relative préservation des parties ventrales (Hantraye et al.,
1993 ; Wullner et al., 1994). Cette différence de topographie de la perte dopaminergique selon
les protocoles d’intoxication a été confirmée dans une étude de Pérez-Otano (Pérez-Otano et
al., 1994).

Enfin, bien que des inclusions cytoplasmiques aient été décrites dans des modeles de singes

MPTP, celles-ci ne présentent pas les caractéristiques des corps de Lewy (Forno et al., 1986).

Nous pouvons donc conclure que le tableau clinique et anatomo-pathologique du singe MPTP

est tres représentatif de celui observé dans la MP, faisant ainsi du singe MPTP le modele le
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plus adapté a 1’¢tude de la MP. Néanmoins, ce modele présente quelques limites. En effet,
quel que soit le protocole d’injection utilisé, une variabilité¢ de la sensibilité des animaux au
MPTP est observée, et se traduit par le développement de symptdmes moteurs plus ou moins
séveres pour une méme dose injectée. D’autre part, on observe souvent chez ces animaux des
phénomeénes de récupération motrice qui prennent place malgré une perte importante des
neurones dopaminergiques au sein du mésencéphale et une baisse des concentrations en DA
dans le striatum (Eidelberg et al., 1986 ; Smith et al., 1993), alors qu’une telle récupération
n’est jamais observée chez le malade parkinsonien. Cette récupération semble essentiellement
liée a la sévérité de 1’état symptomatique développé par ’animal. En effet, il a été montré que
des animaux atteints séveérement dés le début du traitement ne récupéraient pas alors que ceux
ayant développés des symptomes modérés présentaient tous la capacité a récupérer (Taylor et

al., 1997, Elsworth et al., 2000).

III. LE SYSTEME DES GANGLIONS DE LA BASE CHEZ LE RONGEUR ET LE
PRIMATE

Les ganglions de la base constituent un ensemble de structures sous-corticales
anatomiquement interconnectées et impliquées dans le contrdle de la posture et du
mouvement par 1’intégration d’informations sensorielles, cognitives et motivationnelles
(Mink, 1996). Ces structures sont au nombre de cinq : le striatum (ou caudé-putamen) se
positionne comme ’entrée de ce circuit ; la substance noire pars reticulata (SNr) et le globus
pallidus interne (noyau entopédonculaire chez le rat) en sont les structures de sortie; le globus
pallidus (GP ou partie externe du globus pallidus chez ’homme et le singe) et le noyau
subthalamique (NST) sont considérés comme des structures de relais entre le striatum et les
structures de sorties. L’association du thalamus a ce complexe explique la dénomination de
noyau gris centraux (NGC).

Ces structures sont connectées pour former plusieurs boucles cortico-sous-corticales. De
nombreuses aires corticales (frontales, pariétales, temporales et limbiques) envoient des
projections vers les ganglions de la base qui sont en retour connectés au cortex frontal,
incluant le cortex pré-frontal, pré-moteur et les aires motrices supplémentaires, via le
thalamus (Alexander et Crutcher, 1990 ; Alexander at al., 1990).

Parall¢lement a ce rdle des ganglions de la base dans la motricité, il existe aussi un circuit
limbique impliqué dans des fonctions cognitives et mnésiques. Ainsi, les ganglions de la base

integrent-ils des informations sensorimotrices, associatives et limbiques pour produire des
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- Figure 12 -
Schéma illustrant le maintien de I’organisation topographique au sein des différentes structures
des ganglions de la base chez le rat.
LGP: Globus Pallidus Latéral; SNR: Substance Noire Réticulée; MGP: Globus Pallidus Médian.
(D’apres ‘the rat nervous system’ third edition, G. Paxinos, Elsevier Academic Press, 2004).



comportements contexte-dépendants. Bien que les études anatomiques montrent que la
topographie des entrées corticales est conservée a chaque niveau des ganglions de la base (Fig
12) a P’intérieur des différentes boucles motrice, oculomotrice, préfrontale et limbique
(Alexander et Crutcher, 1990), suggérant ainsi une ségrégation du traitement des
informations, des passerelles existent entre ces boucles. Nous reviendrons sur 1’organisation
fonctionnelle des ganglions de la base dans le paragraphe II1.2.

Le dysfonctionnement des ganglions de la base engendre de profonds désordres moteurs qui
peuvent étre de deux types : hyperkinétiques, comme dans la chorée de Huntington
(caractérisée par la dégénérescence des neurones efférents du stritaum) ou encore dans
I’hémiballisme (manifestation clinique d’un hypofonctionnement ou d’une lésion du NST), ou
hypokinétiques comme dans la MP.

Au cours de ce chapitre, chaque structure appartenant aux ganglions de la base sera présentée
séparément. Nous terminerons cette partie en présentant I’organisation anatomo-fonctionnelle
de Iensemble de ces structures d’abord selon le modele ‘classique’ proposé par Albin en
1989 (Albin et al., 1989) puis, en tenant compte des remises en question récentes apportées a
celui-ci. Enfin, compte tenu des différences fonctionnelles existant entre les especes, les
rappels bibliographiques présentés ici concerneront uniquement le rat et le singe, les deux

modeéles utilisés au cours de ce travail.

ITI.1. Anatomie descriptive et connectivité

III.1.1. Le Striatum Noyau caudé

¥

amen d
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Le striatum est composé de trois parties :
le noyau caudé, le putamen et le noyau

accumbens. Chez les primates, le caudé

et le putamen sont séparés par une
cloison dans laquelle le réseau cortico-

fugal fusionne avec la capsule interne

) Noyau
. 1 t
(Fig 13). Chez les rongeurs, e accumbens
notamment le rat, les fibres cortico- Amygdale
fugales sont dispersées et il n’existe pas _ Figure 13 -
de séparation entre ces deux noyaux. Schéma en trois dimensions d’un

striatum de singe
(D’apres http://www.biocfarm.unibo.it)
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-Figure 14 -

Schéma illustrant I’innervation dopaminergique des striosomes et de la matrice du striatum (A) a partir

des différentes structures dopaminergiques du mésencéphale (B, C et D).

Les neurones dopaminergiques qui se projettent sur la matrice proviennent de la partie dorsale de la
SNc, de I’ATV et de ’aire rétrorubrale (B, C et D). Ceux se projettant sur les striosomes proviennent

de la partie ventrale de la SNc et des ilots dopaminergiques présents dans la SNr (B, C et D).

CP: caudé-putamen; SNC: Substance Noire Compacte; VTA: Aire Tegmentale Ventrale; RRF: Aire

Rétro-Rubrale
(D’apres ‘the rat nervous system’ third edition, G. Paxinos, Elsevier Academic Press, 2004).



C’est pourquoi le terme caudé-putamen ou striatum est souvent utilisé. Chez le rat et le singe,
comme dans la plupart des espéces, le noyau accumbens est situé ventralement. le noyau
caudé et le putamen sont respectivement situés médialement et latéralement chez le singe et
forment la partie dorsale du striatum chez le rat.

Le striatum présente une hétérogénéité neurochimique qui a été décrite pour un grand nombre
de neuropeptides, de neurotransmetteurs et d'enzymes participant au métabolisme de ces
neurotransmetteurs (Graybiel et Ragsdale, 1978 ; Herkenham et Pert, 1981). Cette
hétérogénéité neurochimique confére au striatum une organisation régionale dite "en
mosaique" qui permet de différencier deux compartiments: la matrice et les striosomes.

Les striosomes, pauvres en acétylcholine estérase mais riches en substance P, neurotensine et
tyrosine hydroxylase se différencient de la matrice, riche en acétylcholine estérase (AChE),
somatostatine et calbindine (Fig 14A) (Gerfen 1985; Graybiel, 1990 ; Gerfen et Wilson 1996).
La matrice occupe plus de 85% de la surface striatale alors que les striosomes ne constituent
que 10 a 20% du ce volume au sein duquel ils forment un labyrinthe tridimensionnel.

Par ailleurs, il faut noter que cette compartimentation neurochimique est étroitement liée a la
topographie des afférences et des efférences striatales (Graybiel et Ragsdale 1978; Divac,
1983; Gerfen, 1984, 1989, 1992 ; Gerfen et Young, 1988; Gerfen et al., 1985, 1987a, 1987b;
Herkenham et Pert 1981). En effet, la matrice recoit plutot les afférences dopaminergiques
provenant de la partie dorsale de la SNc (aire A9), de l'aire tegmentale ventrale (aire A10) et
du noyau rétrorubral (aire A8) (Fig 14 A, B, C et D), et les afférences corticales
sensorimotrices et cingulaires, alors que les striosomes recoivent les projections issues de la
partie ventrale de la SNc, des ilots dopaminergiques présents dans la SNr et des cortex
limbique et pré-limbique (Fig 14 A, B, C et D). De plus, la matrice projette préférentiellement
dans la SNr et I'EP alors que les sites de projection des striosomes sont situés dans la SNc
(Jimenez-Castellanos et Graybiel, 1987). Cette voie striato-nigrique est d'ailleurs considérée
comme une boucle de retour de l'innervation dopaminergique nigrostri¢e, assurant une sorte
de feedback régulateur (Domesick, 1981).

Cependant, les neurones striataux a projection pallidale ou nigrale ne semblent pas étre
répartis selon 1'organisation des compartiments patch/matrix (Gerfen et Young, 1988). Enfin,
les neurones thalamiques provenant des noyaux intralaminaires et qui se projettent sur le
striatum obéissent a la répartition patch-matrix (Beckstead 1985 ; Berendse et al. 1988 ;
Herkenham et Pert 1981 ; Xu et al. 1991). Les afférences provenant des noyaux

parafasciculaires (PF)/centro-médian (CM) fournissent des entrées directes dans la matrice
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alors que les patchs regoivent des projections issues de zones plus restreintes des noyaux

intralaminaires du thalamus.

I11.1.1.1 Les neurones striataux

On distingue principalement deux types de neurones striataux : les neurones intrinséques au
striatum, encore appelés interneurones et les neurones de projection dits neurones épineux, car
riches en épines dendritiques (Chang et al., 1981 ; voir pour revue Gerfen et Wilson, 1996 ;

Kawagushi, 1997).

Les neurones épineux représentent 90 a 95 % des neurones du striatum. Ce sont des neurones

de taille moyenne qui possédent un soma ovoide

ou polygonal (10 & 20 um de diameétre) dont les
dendrites sont couvertes d’épines sauf sur leurs
parties proximales. Les neurones épineux sont

essentiellement GABAergiques et co-expriment

des peptides différents selon le territoire sur

lequel ils se projettent. Les neurones striataux - Figure 15 -
Représentation de I’étendue des
dendrites (noir) et des axones
en plus du GABA, innerveraient collatéraux (gris) d’un
interneurone cholinergique
(D’apres Paxinos, 2004) striatal.

qui expriment la dynorphine et la substance P

préférentiellement la SNr et I’EP ou GPi alors
que les neurones co-localisant le GABA et
I’enképhaline innerveraient préférentiellement
le GP (voir pour revue Heimer et al., 1995 ;

Gerfen and Wilson, 1996). Cependant, cette

répartition semble plus complexe. Des études 100 um
neurochimiques ont montré qu’il existait une
population de neurones co-exprimant la - Figure 16 -

Représentation de I’étendue de
I’arbre dendritique d’un

(Besson et al., 1990) et que certains neurones interneurone GABAergique striatal
(D’apres Paxinos, 2004)

substance P, I’enképhaline et la dynorphine

striataux projetaient a la fois sur le complexe

pallidal et la SNr (Loopuijt et Van Der Kooy,

Ar



- Figure 17 -
Photographies d’interneurones GABAergiques Striataux immunoréactifs pour la
parvalbumine (A) ou la somatostatine (B)

® Neurones immunoréactifs a la parvalbumine

O Neurones immunoréactifs a la somatostatine

1 mm

- Figure 18 -

Représentation schématique de la distribution des interneurones striataux
GABAergiques co-exprimant la parvalbumine (@ ) ou la somatostatine ( o ) .
Remarquez le gradient de répartition inversé de ces deux types d’interneurones
striataux: les neurones a parvalbumine sont plus nombreux dans la partie dorso-
latérale du striatum alors que ceux a somatostatine sont plus nombreux dans la région
ventrale.

(D’apreés ‘the rat nervous system’ third edition, G. Paxinos, Elsevier Academic Press,

2004).




1985 ; Kawagushi et al ; 1990 ; Parent et al., 1995 ; Wu et al., 2000 ; Levesque et al., 2003).
De plus, des interactions entre ces deux voies de projection ont également été mises en

¢vidence au niveau de colatérales d’axone du striatum (Yung et al., 1996).

Les interneurones striataux représentent entre 5 et 10 % de la totalité¢ des neurones du
striatum. Ils constituent une population hétérogéne parmi laquelle on distingue deux
populations : les neurones cholinergiques et les GABAergiques (Kawagushi et al., 1995).

Les neurones cholinergiques ou cellules non épineuses de type II sont les plus gros des
neurones striataux (20 a 50 um) et sont caractérisés par une arborisation dendritique et
axonale étendue (500-700 um) (Fig 15) (Bolam et al., 1984 ; Phelps et al., 1985 ; DiFiglia,
1987 ; Kawaguchi et al., 1997). Ils représentent 1 a 2 % de la population totale des neurones
striataux, et sont repartis de fagon homogéne au sein du striatum.

Les interneurones GABAergiques sont des cellules de taille moyenne (10 a 30 um) fusiformes
ou polygonales (Fig 16). On en distingue trois types selon qu’ils co-expriment la
parvalbumine (Fig 17 A) (Cowan et al., 1990 ; Kita et al., 1990), la calrétinine (Bennett et
Bolam, 1993) ou la somatostatine (Fig 17 B). Les neurones a calrétinine sont essentiellement
localisés dans la partie dorso-médiane du striatum tandis que les neurones a parvalbumine
(Fig 18), bien que distribués sur I’ensemble du striatum, sont plus nombreux dans la région
dorso-latérale. Ces derniers présentent une arborisation dendritiques rayonnante, localisée a
proximité du corps cellulaire et leur arborisation axonale est dense. Les neurones a
somatostatine ou cellules non épineuses de type I et I1I, forment une population minoritaire de
cellules de petite taille (12-25 pum) co-localisant également le neuropeptide Y (Smith et
Parent, 1986 ; Béal et al., 1987 ; Rushlom et al., 1995 ; Figueredo-Cardenas et al., 1996) et

dont la répartition au sein du striatum suit une gradient dorso-ventral (Fig 18).

Bien qu’en faible proportion, les interneurones striataux participent activement a la circuiterie
9

locale au sein du striatum du fait de leur dense arborisation dendritique.

I11.1.1.2. Les afférences striatales

Les projections cortico-striatales (Fig 19) représentent la principale source d’afférences du
striatum. Elles sont de nature glutamatergique et proviennent de I’ensemble du cortex cérébral
et en particulier des cortex sensorimoteur et pré-moteur (voir pour revue Gerfen et Wilson,

1996). Différentes régions corticales convergent vers un méme territoire du striatum,
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- Figure 19 -
Représentation schématique des principales afférences du striatum

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus
interne (noyau entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau
Subthalamique; NPP: Noyau Pédonculon-Pontin; SNe: Substance
Noire pars compacta; SNr: Substance Noire réticulée.



suggérant un role intégratif de celui-ci, mais selon une somatotopie bien précise (voir pour
revue, McGeorge et Faull, 1989). Brievement, les régions dorsale et latérale du striatum sont
massivement innervées par le cortex sensorimoteur (avec conservation de 1’organisation
somatotopique rostro-caudale) alors que la région ventrale, en particulier le noyau accumbens,
recoit des afférences de 1’hippocampe (Kelley et Domesick, 1982), du cortex préfrontal, des
cortex insulaire, périrhinal et entorhinal (Krayniak et al., 1981; Sorensen et Witter, 1983) et
intervient plutét dans les fonctions limbiques des ganglions de la base. L’organisation
topographique des projections corticostriatales respecte donc une régionalisation
fonctionnelle. Cette organisation particuliére a permis de proposer différents modeles de
fonctionnement des ganglions de la base pour le traitement des informations corticales,
toutefois, aucun d’entre eux ne semble pleinement satisfaisant. Il est a noter que ces
projections cortico-striatales forment des synapses de type asymétrique sur la téte des épines
dendritiques des neurones de projection (Somogyi et al., 1981 ; Dube et al., 1988 ; Smith et
al., 1994) et sur les prolongements dendritiques des interneurones (Lapper et Bolam, 1992 ;

Bennett et Bolam, 1994).

Les projections thalamo-striatales (Fig 19) proviennent des noyaux intralaminaires du
thalamus et plus particuliérement du complexe centromédian parafasciculaire (CM/PF)
(Deschenes et al., 1995). De nature glutamatergique, elles représentent des entrées striatales
similaires aux afférences corticales et sont organisées topographiquement selon les axes
antéro-postérieur et médio-latéral (Van Der Kooy et Carter, 1979). Il est a noter que les
neurones striataux recevant les afférences thalamiques semblent appartenir & une population
neuronale distincte de celle recevant les afférences corticales (Dube et al., 1988; Smith et al.,

1994).

Les projections nigro-striatales. (Fig 19). Le striatum recoit une importante afférence
dopaminergique, principalement originaire de la substance noire compacte (SNc) qui innerve
le striatum dorsal et qui forme le systéme dopaminergique nigro-stri¢ (Faull et Carman, 1968).
Il recoit aussi, dans une moindre mesure, des afférences dopaminergiques provenant de
I’ATV, qui innerve principalement le striatum médian et ventral, ainsi que de 1’aire
rétrorubrale (voir pour revue Joel et Weiner, 2000). Les axones des neurones du systéme
nigro-strié¢ se divisent en quatre ou cinq branches principales qui s’étendent a I’intérieur du
striatum dorsal, puis se ramifient en une multitude de prolongements fins portant de

nombreuses varicosités (Gauthier et al., 1999). Cette innervation divergente est organisée
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- Figure 20 -
Représentation schématique des principales efférences du striatum

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus
interne (noyau entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau
Subthalamique; NPP: Noyau Pédonculon-Pontin; SNe¢: Substance Noire
pars compacta; SNr: Substance Noire réticulée.



selon une topologie précise: les fibres originaires de la région médiane de la SNc innervent la
partie médiane du striatum alors que celles partant de la partie antérieure de la SNc se
projettent dans le striatum postérieur (Faull et Mehler, 1978). Les terminaisons
dopaminergiques issues des neurones dopaminergiques mésencéphaliques établissent des
contacts synaptiques symétriques de type "en passant" (voir pour revue Gerfen et Wilson,
1996 ; Bolam et al., 2000) localisés au niveau du cou des épines dendritiques, des troncs

dendritiques proximaux et parfois méme des corps cellulaires de ces neurones.

La SNc, le cortex et le thalamus constituent I’origine des trois principales voies afférentes
striatales. Cependant d’autres projections, quantitativement mineures, ont ét¢ mises en
¢vidence et proviennent notamment du pallidum, du noyau basolatéral de I’amygdale, du
noyau subthalamique, du noyau dorsal du raphé, de la formation réticulée et du noyau

pédonculopontin (Veening et al., 1980 ; Mori et al., 1985; Parent, 1990) (Fig 13).

I11.1.1.3. Les efférences striatales

Le striatum projette massivement des efférences GABAergiques vers les deux segments du
pallidum (GPe (ou GP chez le rat), et GPi (ou EP chez le rat)) et la SNr (Fig 20). Ces
projections sont organisées topographiquement de telle sorte que la compartimentation
fonctionnelle du striatum demeure préservée dans les noyaux de sortie des ganglions de la
base et au niveau du GP (Brann et Emson, 1980 ; Mogenson et al., 1983 ; Gerfen, 1985 ;
Parent, 1990 ; Hazrati et parent, 1992 ; Parent et Hazrati, 1994 ; Deniau et al., 1996). Ainsi, au
niveau de la SNr, chaque région striatale projette sur toute la longueur de la SNr en respectant
les relations topographiques dans le sens médiolatéral mais en les inversant dans le sens
dorsoventral (Deniau et al., 1996). De plus, étant donné la forte densité cellulaire du striatum
par rapport a celle des structures cibles, il existe probablement un trés haut degré de

convergence des projections striatales sur ces structures (voir pour revue, Smith et al., 1998).
Enfin, des projections striatales ont également été¢ décrites au niveau de la SNc. Ces neurones,

dont les terminaisons neuronales co-localisent le GABA, la dynorphine et la substance P, sont

localisés au sein des striosomes (Kawagushi, 1997) (Fig 20).
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- Figure 21 -
Représentation schématique des principales afférences du globus pallidus

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne
(noyau entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP:
Noyau Pédonculon-Pontin; SNe¢: Substance Noire pars compacta; SNr:
Substance Noire réticulée.



111.1.2. Le Globus Pallidus

Chez le primate, le pallidum est séparé par la lame médullaire en deux segments, le segment
médian ou interne (GPi) et le segment latéral ou externe (GPe). Chez les rongeurs, le segment
interne du pallidum, appelé noyau entopédonculaire, se restreint a un groupe cellulaire situé

dans le pédoncule cérébral.

II1.1.2.1. Les neurones pallidaux

Les segments pallidaux se composent principalement de neurones de projection qui utilisent
le GABA comme neurotransmetteur. Ils s'individualisent en deux populations neuronales
différentiables sur la base de leur arborisation dendritique.

La premiére population est caractérisée par des neurones possédant un arbre dendritique
discoide orienté perpendiculairement aux afférences sriatales (Kita et Kitai, 1994 ; Nambu et
Linas, 1997). Ce type cellulaire est observé dans toute I’étendue de la structure (Kita et Kitai,
1994 ; Nambu et Linas, 1997). Du corps cellulaire de ces neurones de taille moyenne (100 a
300 pm®) a grande (>300 pm?®) partent 2 & 5 dendrites primaires longues et de gros diamétre
se ramifiant assez peu et dépourvues d’épines dendritiques (Kita et Kitai, 1994).

La seconde catégorie cellulaire est composée de neurones présentant un arbre dendritique
radial (Kita et Kitai, 1994 ; Nambu et Linas, 1997). Ces neurones, moins nombreux que les
premiers, présentent un corps cellulaire de petite taille (<100 pm®) ou de taille moyenne (100
a4 300 um?) d’ou partent 3 a 5 dendrites primaires courtes et fines recouvertes plus ou moins
densément d’épines dendritiques (Kita et Kitai, 1994 ; Nambu et Linas, 1997).

La taille et la diffusion du champ dendritique apparaissent similaires quel que soit le type
cellulaire considéré avec des collatérales présentes au sein méme du pallidum et se ramifiant

pour innerver le striatum, la capsule interne, le NST, la SNr et I’EP ou GPi.

II1.1.2.2. Les afférences pallidales

Le striatum représente, tant chez le singe que chez le rat, la principale afférence du GP au
niveau duquel la topographie fonctionnelle de la mosaique striatale est conservée (Brann et
Emson, 1980 ; Chang et al., 1981 ; Mogenson et al., 1983) (Fig 21). Ces projections forment
une arborisation diffuse établissant des synapses symétriques avec les neurones pallidaux
(Parent et Hazrati, 1995 a,b; Smith et al., 1998) sur toute la longueur de leurs dendrites. Chez
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Vue parasagittale d’une
reconstruction des projections
d’un neurone du GPe sur le
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Représentation schématique des principales efférences du globus pallidus

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne
(noyau entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP:
Noyau Pédonculon-Pontin; SNe¢: Substance Noire pars compacta; SNr:

Substance Noire réticulée.



le singe, les boutons terminaux des fibres striatales représentent plus de 80 % des contacts

synaptiques s’établissant sur les neurones du GP (Shink et Smith, 1995).

Le pallidum (GP et GP/EP) recoit ¢galement des afférences glutamatergiques provenant du
NST (Kita et Kitai, 1987; Van Der Kooy et Hattori, 1980 ; Robledo et Féger, 1990) et des
noyaux intralaminaire du thalamus (Mouroux et al., 1997) (Fig 21). Des afférences
dopaminergiques provenant notamment des collatérales des fibres de la voie nigro-striée ont
été également décrites chez le rat, le singe, et chez ’homme (Gauthier et al., 1999; Jan et al.,
2000 ; Prensa et al., 2000) (Fig 21). Le GP est aussi innervé par ’EP ou GPi (Fink-Jensen et
Mikkelsen, 1991) et le noyau pédoculopontin (NPP) (Scarnati et al., 1987).

I11.2.2.3. Les efférences pallidales

I11.2.2.3.1. Les efférences du GPe ou GP

Un double marquage rétrograde a permis de mettre en évidence que les axones des neurones
pallidaux se projettent sur les neurones de la SNr et du noyau EP (GPi) (Fig 22, 23) a la fois
chez le rat et le singe (Hazrati et al., 1990; Smith et Bolam 1990, 1991; Bolam et Smith, 1992;
Kita et Kitai, 1994; Shink et al., 1996). Des études ultrastructurales ont permis de préciser que
ces projections pallidales établissaient de larges contacts symétriques répartis de fagon
relativement égale sur le soma (30 %) et sur la partie proximale (39 %) ou distale (31 %) des

dendrites (Smith et Bolam, 1990).

Les neurones pallidaux projettent massivement, par le biais de collatérales d’axones, sur le
NST (Fig 22, 23) et ¢tablissent des contacts synaptiques sur I'ensemble de ces neurones
(Smith et al., 1990 ; Kita et Kitai, 1994). Ces projections pallidales sur le NST respectent une
topographie médiolatérale et rostrocaudale (Parent et Hazrati, 1995b). Les neurones situés
dans la partie latérale du GP se projettent préférentiellement dans les deux tiers latéraux du
NST, alors que ceux situés dans la région médiane du GP et dans le pallidum ventral sous
commissural se terminent respectivement dans les parties ventromédiane et dorsomédiane du
tiers médian du NST (Parent et Hazrati, 1995a ; Smith et al., 1998). La réciprocité de ces
projections pallido-subthalamiques a également ét¢ montrée (Groenwegen et Berendse, 1990 ;
Shink et al., 1996). La majorité des neurones du GP projette a la fois sur le NST et les
structures de sorties des ganglions de la base, SNr et GPi/EP par des collatérales d’axone
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(Kita et Kitai, 1994). L’activité¢ des neurones pallidaux influence donc fortement celle des
neurones du NST (Ryan et al. 1992) mais ne suffit pas a expliquer a elle seule I’activité
¢lectrique du NST (Hassani et al. 1996).

Il existe également des projections du GP sur le striatum (Fig 23), dont la présence a été
confirmée chez le rat, le chat et le singe (Beckstead, 1983 ; Staines et al., 1981; Kita et Kita,
2001). Ces projections pallido-striatales finissent par représenter une entrée importante vers le
striatum depuis que 1’on sait que chaque neurone du GP se projettant sur la SNr envoie une

collatérale vers le striatum (Staines et Fibiger 1984).

Enfin, le GP projette également sur les neurones de la SNc (Smith et Bolam, 1990 ; Bevan et
al., 1996) et sur plusieurs noyaux thalamiques : le noyau réticulé (Shammah-Lagnado et al.,
1996 ; Kayahara et Nakano, 1998) et le noyau paraventriculaire (Sugimoto et Hattori, 1984)
mais aussi sur les colliculi inférieurs (Yasui et al., 1990) et sur le NPP (Moriizumi et Hattori,

1992) (Fig 23).

111.2.2.3.2. Les efférences du GPi ou EP

Les neurones de I’EP/GP1i projettent essentiellement sur le thalamus, plus particuliérement sur
les noyaux ventrolatéral et ventro-antérieur (voir pour revue Parent et Hazrati, 1995a). Ils se
projettent également sur le noyau pédoculopontin et 1’habénula avec un faisceau de
projections beaucoup plus important chez le rongeur que chez le singe (Van Der Kooy et

Carter, 1981, voir pour revue Parent et Hazrati, 1995a).

II1.1.3.Le Noyau Subthalamique

Le NST est un petit noyau fortement vascularisé et contenant une population neuronale dense,
localisée dans la portion caudale du diencéphale, entre la partie ventrale de la zona incerta et
la partie dorsale des pédoncules cérébraux. Tout comme le striatum, le NST présente des
territoires fonctionnels distincts, reflétés par 1’organisation topographique de ses nombreuses
afférences. Ainsi, la partie médiane du NST est interconnectée avec des structures appartenant
a la partie limbique du circuit des ganglions de la base, tandis que la partie latérale du NST est
plutot liée a des structures impliquées dans le circuit moteur des ganglions de la base
(Groenewegen et Berendse, 1990 ; Smith et al., 1990). Les études morphologiques réalisées
avec de récentes méthodes de tragage semblent montrer que le NST était plus qu’un simple

53



500 pm

- Figure 24 -
Projection d’un neurone du NST sur le GPi, GPe et la SN, vue dans un plan
parasagittal. Dans ce cas on remarque une arborisation abondante et étendue au niveau du
GPe. (D’apres Parent et al., 2001).




relais des informations pallidales. Sa relation étroite avec les principales structures des
ganglions de la base indique que le NST joue probablement un rdle pivot dans I’organisation

fonctionnelle des noyaux gris centraux (Kitai et Kita, 1987; Levy et al., 1997).

II1.1.3.1. Les neurones subthalamiques

Chez le rat, le NST apparait comme une structure homogene, composée essentiellement, si ce
n’est exclusivement, d’un seul type de neurones de projection utilisant le glutamate comme
neurotransmetteur (Robledo et Féger 1990). A I’inverse, chez le singe, cing types distincts de
neurones de projection ont pu étre identifiés sur la base de leurs structures cibles (Sato et al.,
2000).

Des corps cellulaires fusiformes, polygonaux ou ovoides des neurones du NST (25 a 50 um
de diametre) partent 3 a 4 dendrites primaires qui se ramifient ensuite en prolongements fins
partiellement recouverts d’épines dendritiques (Hammond et Yelnik, 1983 ; Kita et al., 1983).
Les dendrites du NST peuvent présenter jusqu’a 6 ramifications successives et s’étendent
principalement dans le plan du noyau. Le champ dendritique épouse la forme et les
dimensions du NST, cependant, chez le rat, certaines dendrites sortent des limites ventrale,
rostrale et dorsale pour se terminer respectivement dans le pédoncule cérébral, la capsule
interne et la zona incerta (Hammond et Yelnik, 1983). On parle de ‘noyau ouvert’. Chez le
primate, le noyau est dit ‘fermé’ car limité dorsalement par un faisceau de fibres. L’axone des
neurones du NST se divise en deux branches principales dont I’une part dorsolatéralement
dans le pédoncule cérébral pour se terminer dans le complexe pallidal alors que la deuxi¢me
branche innerve la substance noire réticulée (Fig 24) (Hammond et Yelnik, 1983 ; Kita et al.,
1983). Le marquage intracellulaire a la HRP montre que, chez le rat, la branche subthalamo-
pallidale est plus fine que la branche subthalamo-nigrale (Kita et al., 1983). Cette différence
de diamétre axonal entre les projections ascendantes et descendantes n’est pas retrouvée chez
le singe (Sato et al., 2000).

Enfin, les données de la littérature divergent quant a la présence d’interneurones au sein du
NST. Quelques études ont identifié des interneurones chez le rat (Chang et al., 1983) et le
singe (Rafols et Fox, 1976 ) alors que d’autres ne les ont pas observés (Yelnik et Percheron,

1979).
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Représentation schématique des principales afférences du noyau subthalamique

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne (noyau
entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP: Noyau Pédonculon-
Pontin; SNe: Substance Noire pars compacta; SNr: Substance Noire réticulée.



II1.1.3.2. Les afférences subthalamiques

Le NST recoit des projections massives du cortex (Kitai et Deniau, 1981 ; Canteras et al.,
1990) et du GP/GPe (Carter et Fibiger, 1978) (Fig 25). La SNc, (Campbell et al., 1985;
Hassani et al., 1997), l'aire tegmentale ventrale (Hassani et al., 1997), le noyau
pédonculopontin (PPN), le complexe centro-médian et le noyau parafasciculaire du thalamus
et le raphé dorsal projettent également sur le NST (Gerfen et al.,1982 ; Groenewegen et

Berendse, 1990; Parent et Hazrati, 1995) (Fig 25).

Les projections cortico-subthalamiques: sont massives, ipislatérales et de nature
glutamatergique. Chez le singe, la principale projection corticale du NST provient du cortex
moteur primaire. Ces projections se terminent dans la partie dorsolatérale du noyau et
présente une organisation somatotopique (Nambu et al., 1996). Le NST recoit également des
projections en provenance du cortex pré-moteur, de 1’aire motrice supplémentaire (AMS) et
de la pré-AMS qui se localisent également sur de larges régions dorsales du noyau mais plus
ventralement que celles provenant du cortex moteur primaire (Nambu et al., 1997b). La
région ventro-médiane du NST regoit quant a elle des projections des aires oculomotrice et
oculomotrice supplémentaire (Stanton et al., 1988). Chez le rat, les cortex moteur et somato-
sensoriel primaires, préfrontal, cingulaire médian et dans une moindre mesure le cortex
insulaire (Canteras et al., 1990) représentent la source majeure des afférences corticales du
NST. La majorité de ces afférences corticales proviennent de la couche V (Kitai et Deniau,
1981) et certains neurones corticaux projettent a la fois sur le NST et le striatum via des
collatérales d’axone (Féger et al., 1994). Le cortex moteur primaire projette largement sur
toute 1’é¢tendue du NST selon une organisation rostro-caudale et médio-latérale précise

(Afsharpour, 1985).

Les projections pallido-subthalamiques ont été décrites plus haut dans le paragraphe

concernant les efférences pallidales (I11.1.2.3.1.).

Les projections thalamo-subthalamiques provenant du CM/PF ont été décrites a la fois chez le
rat (Gerfen et al., 1982 ; Sugimoto et Hattori, 1983 ; Féger et al., 1994; Groenewegen et
Berendse, 1990) et le singe (Sadikot et al., 1992). Chez le rat, ces projections proviennent
principalement de la partie médiane du PF (Gerfen et al., 1982 ; Sugimoto et Hattori, 1983 ;
Groenewegen et Berendse, 1990). Des expériences de double marquage rétrograde chez le rat
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indiquent que ces projections thalamo-subthalamiques proviennent de neurones différents de
ceux qui projettent dans le striatum (Féger et al., 1994). Ces neurones thalamo-
subthalamiques se terminent sur les neurones du NST qui projettent sur le GP (Sugimoto et
Hattori, 1983). Des études neurochimiques, pharmacologiques et électrophysiologiques
suggérent fortement que ces projections thalamo-subthalamiques sont excitatrices et utilisent
le glutamate (Glu) comme neurotransmetteur (Mouroux et al., 1995). L’organisation
topographique médiolatérale du noyau parafasciculaire est relativement bien conservée au
niveau du NST (Groenewegen et Berendse, 1990, Bevan et al., 1995). Cependant, un
recouvrement des projections du PF médial et latéral est observé dans le quart rostral du NST,
ce qui pourrait constituer une zone de convergence entre les canaux d’informations limbique

et sensorimoteur (Bevan et al., 1995).

L’innervation dopaminergique nigro-subthalamique est principalement issue de la SNc. Cette
innervation directe des neurones du NST n’a été établie de fagon claire que trés récemment,
d’abord chez le rat puis chez le primate et ’homme (Hassani et al., 1997 ; Gauthier et al.,
1999 ; Hedreen, 1999 ; Francois et al., 2000). Chez le rat et I’homme, la SNc projette sur
I’ensemble du NST avec une certaine correspondance topographique puisque les parties
dorsolatérale et ventrolatérale de la SNc innervent préférentiellement les régions dorsolatérale
et ventrolatérale du NST (Hassani et al., 1997). Chez le singe, il semblerait que la partie

ventrolatérale du NST ne regoive pas d’innervation dopaminergique (Lavoie et al., 1989).

Le noyau pédonculo-pontin (NPP) envoie des projections bilatérales denses sur toute
I’¢tendue du NST et lui fournit sa principale afférence cholinergique (Hammond et al., 1983 ;
Canteras et al., 1990 ; Lavoie et Parent, 1994). En plus des terminaisons cholinergiques, des
terminaisons glutamatergiques et GABAergiques en provenance du NPP ont également été
mises en évidence dans le NST (Bevan et Bolam, 1995). Plus récemment, il a été montré que
la plupart des terminaisons cholinergiques au sein du NST présentaient une forte

immunoréactivité au glutamate (Clarke et al., 1997).
Chez le rat, la partie rostrale du raphé dorsal projette de fagon diffuse et bilatérale sur le NST

(Mori et al., 1985 ; Canteras et al., 1990). Les fibres sérotoninergiques innervent plus

particulierement les parties ventrales et médianes du NST chez le singe (Mori et al., 1985).
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- Figure 26 -

Représentation schématique des principales efférences du noyau subthalamique

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne (noyau
entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP: Noyau
Pédonculon-Pontin; SN¢: Substance Noire pars compacta; SNr: Substance Noire
réticulée.



II1.1.3.3. Les efférences subthalamiques

La nature glutamatergique excitatrice des terminaisons des neurones du NST sur chacune de
ses structures cibles est aujourd’hui bien établie. Elle repose sur des observations
immunohistochimiques (Kita et Kitai, 1987 ; Parent et Smith, 1987 ; Smith et Parent, 1988) et
¢lectrophysiologiques (Nakanishi et al., 1987, 1991 ; Robledo et Féger, 1990).

Les principales structures cibles du NST

Les efférences du NST se projettent principalement sur le GP (GPe chez le primate) I’EP ou
GPi et la SNr (Fig 26) (Van Der Kooy et Hattori, 1980 ; Hammond et Yelnik, 1983). Chez le
rat, les neurones du NST émettent de nombreuses collatérales. Des marquages intracellulaires
(Hammond et Yelnik, 1983 ; Kita et al., 1983), des études électrophysiologiques (Hammond
et al., 1983) et l'utilisation de traceurs (Bevan et al., 1994) ont montré qu'un méme neurone du
NST envoyait des collatérales dans le GP, I'EP et la SNr (Fig 24) (Deniau et al. 1978 ; Van
Der Kooy et Hattori, 1980). Chez le singe, le degré de collateralisation est plus faible
(Carpenter et al., 1981 ; Smith et al ., 1990) et les neurones du NST envoyant des collatérales
sur les trois cibles principales du noyau ne représentent que 20% de la population totale (voir
pour revue Hamani et al., 2004). L’utilisation de technique de double marquage avec des
traceurs antérogrades a permis de montrer que les neurones de la SNr et de I’EP/GPi qui
recoivent des afférences en provenance du NST sont également les cibles des neurones du
striatum et du GP/GPe (Bolam et al., 1993 ; Bevan et al., 1994 ; Smith et al., 1998).
Néanmoins, les fibres subthalamiques projettent sur un grand nombre de neurones pallidaux
ou elles forment des contacts sur les corps cellulaires alors que les fibres striatales projettent
de fagon plus restreinte sur quelques neurones en formant des contacts sur les dendrites

distales (Hazrati et Parent, 1992a, b, c).

Somatotopie des projections

L’organisation topographique dorso-ventrale et médio-latérale du NST est parfaitement
conservée au niveau de ces structures cibles (Van Der Kooy et Hattori, 1980 ; Kita et Kitai,
1987 ; Bevan et al., 1994) sauf pour le GP ou une inversion de la topographie dorso-ventrale
est observée. De plus, il a été montré chez le primate que les neurones des territoires
sensorimoteur, associatif et limbique du NST sont réciproquement connectés avec les

neurones des mémes territoires fonctionnels dans le GPe (GP chez le rat) et innervent les
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-Figure 27 -
Schéma d’une coupe sagittale de substance noire montrant I’organisation des neurones
dopaminergiques de la SNc et des neurones GABAergiques de la SNr.
Notez les dendrites de la partie ventrale de la SNc qui s’étendent au niveau de la SNr. Notez
¢galement que le champ dendritique des neurones de la partie dorsale de la SNr s’étend dans
les 3 dimensions de I’espace, alors que les dendrites des neurones de la partie ventrale
restent confinées dans le plan ventral du noyau.
SNCD: Substance Noire Compacte Dorsale; SNCV: Substance Noire Compacte Ventrale;
SNR: Substance Noire Réticulée.
(D’apres ‘the rat nervous system’ third edition, G. Paxinos, Elsevier Academic Press, 2004).



neurones des territoires fonctionnels correspondant dans le GPi (EP chez le rat) (Shink et al.,

1996).

Les autres efférences

D'autres projections du NST, plus discretes, ont été décrites sur la SNc (Kita et Kitai, 1987,
Smith et al., 1990), le striatum (Kita et Kitai, 1987), le NPP (Hammond et al., 1983 ; Kita et
Kitai, 1987), la moelle épinicre (Kita et Kitai, 1987 ; Takada et al., 1987) et le cortex (Jackson
et Crossman, 1981) (Fig 26).

111.1.4. La Substance Noire

II1.1.4.1. Les neurones nigraux

La Substance Noire (SN), située dans le mésencéphale ventral, se divise en deux parties :

- La SN compacte (SNc), dense, située dorsalement, contient de nombreux corps
cellulaires dopaminergiques. Elle représente, avec ’ATV et Iaire rétrorubrale, 1’'une des 3
régions dopaminergiques du mésencéphale. La répartition de I’arborisation dendritique de ces
neurones permet de les classer en deux groupes : 1'un constitué des neurones situés dans la
partie dorsale de la SNc, dont les dendrites restent principalement dans cette structure ; 1'autre
représenté par des neurones situés dans la partie ventrale de cette SNc et dont les dendrites
s’étendent ventralement dans la SNr (Fig 27) (Francois et al., 1987; Tepper et al., 1987).

- La Substance Noire réticulée (SNr) est plus volumineuse et caractérisée par une
faible densité de corps cellulaires. Elle est essentiellement constituée de neurones
multipolaires GABAergiques présentant des corps cellulaires de taille variable et de forme
particulicrement irréguliere (16 a 50 um sur leur grand axe et de 8 a 32 um sur leur petit axe)
(voir pour revue Gerfen et Wilson, 1996). L’arbre dendritique de ces neurones peut s’étendre
jusqu’a 1,5 mm dans 1’axe rostro-caudal, 700 pm en medio-latéral et 400 um dans I’axe
dorso-ventral. Il peut ainsi couvrir 50 a 80 % de la longueur de la SNr et 70 % de sa largeur.
(Frangois et al., 1987; Grofova et al., 1982). L’ orientation du champ dendritique d’un neurone
dépend de la position de celui-ci a I’intérieur de la structure. Les neurones de la partie dorsale
ont des dendrites qui s’étendent suivant les 3 axes alors que les neurones de la partie ventrale

ont des dendrites qui restent confinées dans le plan ventral du noyau (Fig 27).
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- Figure 28 -

Représentation schématique des principales afférences de la substance noire réticulée

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne (noyau
entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP: Noyau Pédonculon-
Pontin; SNe: Substance Noire pars compacta; SNr: Substance Noire réticulée.



La SNr contient aussi quelques neurones dopaminergiques (Gerfen, 1985) et des
interneurones GABAergiques (Francois et al., 1994). La SNr est considérée avec I’EP/GPi

comme une des principales structures de sortie du réseau des ganglions de la base.

II1.1.4.2. Les afférences nigrales

La SNc regoit des afférences GABAergiques inhibitrices du striatum, du GP/GPe, et de la SNr
(Hajos et Greenfield, 1994; Smith et Bolam, 1990; Smith et al., 1998), des afférences
excitatrices glutamatergiques du NST (Kita et Kitai, 1987; Parent et Hazrati, 1995a) et du
cortex cérébral ainsi que des afférences excitatrices cholinergiques du NPP. Des afférences
sérotoninergiques provenant du raphé (Corvaja et al., 1993; Moukhles et al., 1997) et des
afférences inhibitrices provenant de 1’habenula latérale (Herkenham et Nauta, 1979) ont

¢galement été décrites.

La SNr présente des connexions B I
P Afférences subthalamiques

similaires a celles du EP/GPi.
Elle recoit des afférences
GABAergiques du striatum (Fig
28 ; Fig 29) avec une

organisation topographique tres ,
précise ou la somatotopie des
projections corticales sur le

striatum est conservée au niveau
de la SNr (Deniau et al., 1996 ; _ Figure 29 -
Mailly et al., 2001). Cette Représentation schématique de la localisation
synaptique des afférences striatales,
subthalamiques et pallidales au niveau des
sous-territoires sensorimoteur, neurones GABAergiques de la SNr.

(D’apres Paxinos, 2004)

organisation fonctionnelle en

associatif et limbique a été mise

en évidence au sein des noyaux de sortie des ganglions de la base par des études utilisant la
HRP injectée dans les sous-territoires fonctionnels du striatum. Deniau et al. (1996) ont ainsi
décrit la conformation en pelure d’oignon de la SNr montrant que la partie la plus ventrale de
cette structure recoit les projections striatales a caractére extéroceptif, la partie intermédiaire,
les projections issues des régions striatales sensorimotrices alors que les enveloppes dorsale et

ventrale sont innervées par les régions striatales connectées aux aires corticales préfrontales.
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- Figure 30 -

Représentation schématique des principales efférences de la substance noire réticulée

GPe: Globus Pallidus externe (GP chez le rat); GPi: Globus Pallidus interne (noyau
entopédonculaire chez le rat); NST: Noyau Subthalamique; NPP: Noyau Pédonculon-
Pontin; SNe: Substance Noire pars compacta; SNr: Substance Noire réticulée.



La SNr regoit ¢galement des afférences GABAergiques du GP et du noyau accumbens (Smith
et al., 1998 ; Deniau et al., 1994) (Fig 28 ). Ces projections forment des synapses symétriques
sur les parties distales et proximales des dendrites des neurones GABAergiques de la SNr (Fig
29). Les afférences glutamatergiques issues du NST (Fig 28) forment des contacts synaptiques
asymétriques sur la partie distale de ces mémes dendrites (Fig 29) (Kita et Kitai, 1987 ). Des
afférences du cortex moteur, de I’amygdale, du raphé dorsal, du noyau parafasciculaire, des
noyaux pédonculopontin ipsi- et contro-latéraux (Gerfen et al., 1982) ont également été mises
en évidence (Fig 28). Enfin, la SNr re¢oit ¢galement une afférence dopaminergique qui résulte

de la libération de DA par les dendrites de la SNc¢ (Fig 28) (Gauthier et al., 1999).

II1.1.4.3. Les efférences nigrales

Les principales efférences de la SN¢ sont le striatum, le NST et le GP. La voie nigro-striale a
déja été décrite plus haut paragraphe 1.3 . D'autres projections moins nombreuses partent vers
le cortex cingulaire antérieur et suprarhinal, le septum latéral, I’amygdale, les tubercules

olfactifs et le locus coeruleus.

Les projections de la SNr sont similaires a celles de I’EP/GPi. Elle projette des efférences
GABAergiques, essentiellement vers le thalamus plus précisément les noyaux ventro-médian
chez le rat et les noyaux antéro-ventral, ventro-latéral et dorso-médian chez le primate. Les
neurones efférents de la SNr se projettent également sur la SNc¢ (Deniau et al., 1982; Tepper
et al., 1995), le NPP (Kang et Kitai, 1990) et le colliculus supérieur (Parent et Hazrati, 1995a)

(Fig 30). La topographie de ces efférences conserve 1’organisation lamellaire de la SNr.

II1.2. Organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base

II1.2.1. Le modgele classique

Sur la base de données anatomiques, pharmacologiques et physiologiques, obtenues chez
I’animal et chez ’homme, un mod¢le d’organisation anatomo-fonctionnelle des noyaux gris
centraux comprenant deux circuits paralléles a initialement été proposé par Albin et
collaborateurs en 1989 (Fig 31A). Repris par Alexander et Crutcher (1990) et Delong (1990),
et considéré comme modele de référence de I’organisation des noyaux gris centraux, il fournit
une explication concernant le contréle du mouvement au sein des ganglions de la base a 1’état
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Représentation schématique de I’organisation fonctionnelle des ganglions de la base, basée sur le
modele courant, chez un individu sain (A) et chez un patient parkinsonien (B). Dans les conditions
pathologiques (B), les fleches épaisses et pointillées représentent respectivement les voies
hyperactives et hypoactives. (D apres Albin et al., 1989).



normal et a permis de conceptualiser les modifications fonctionnelles induites par la
dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée dans la MP (Delong, 1990).

Selon le modele proposé par Albin et collaborateurs (1989), le striatum, qui regoit une
afférence excitatrice massive de 1’ensemble du cortex, constitue I’entrée du circuit des
ganglions de la base. Il est connecté aux structures de sorties, la SNr et le GPi (EP chez le rat),
par I’intermédiaire de 2 voies dites ‘directe’ et ‘indirecte’. La voie directe, mono-synaptique
et inhibitrice, est composée de neurones striataux GABAergiques qui colocalisent la
substance P et/ou la dynorphine et qui projettent directement sur les structures de sortie. La
voie indirecte, poly-synaptique, est globalement excitatrice puisque composée de deux
connexions inhibitrices et une excitatrice. La premiére connexion est représentée par les
neurones striataux, exprimant le GABA et les enképhalines, qui projettent sur le GPe (GP
chez le rat). La seconde connexion se fait par la projection des neurones GABAergiques
pallidaux sur le NST. Enfin, la derniére connexion correspond a la projection des neurones
glutamatergiques du NST sur les structures de sortie. Ces structures envoient ensuite des
projections GABAergiques inhibitrices sur le thalamus qui exerce un effet excitateur sur le
cortex cérébral, activant les sorties motrices (Fig 31A).

Selon ce schéma d’organisation, les propriétés fonctionnelles du double circuit direct-indirect
proviennent des influences opposées que posséde chaque voie sur les structures de sortie des
ganglions de la base. Ainsi, I’activation de la voie directe, qui inhibe les structures de sorties
des ganglions de la base, désinhibant ainsi la voie thalamo-corticale, a un effet permissif sur
I’expression des activités corticales. Ce processus de désinhibition est considéré comme
central dans la physiologie des ganglions de la base et participerait a l'initiation du
mouvement. A I’inverse, la mise en jeu de la voie indirecte aura un effet répresseur sur
I’expression des programmes moteurs par renforcement de I’inhibition des voies thalamo-
corticales. Ce processus participerait au contréle de l'amplitude du mouvement et de
l'inhibition de programmes moteurs inappropriés.

Dans des conditions physiologiques normales, il s’établit donc au niveau des structures de
sortie des ganglions de la base, un équilibre subtil entre I’action inhibitrice de la voie directe
et ’action excitatrice de la voie indirecte.

Cet équilibre est sous le contrdle des neurones dopaminergiques de la SNc. Comme nous
I’avons déja indiqué dans les rappels anatomiques du striatum (cf paragraphe I11.1.1), de
nombreux travaux tendent a indiquer que les récepteurs dopaminergiques de type D1 sont
préférentiellement localisés au niveau des corps cellulaires des neurones appartenant a la voie
directe, tandis que les récepteurs D2 sont préférentiellement localisés sur les neurones striato-
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pallidaux appartenant a la voie indirecte. L’activation des récepteurs DI, couplés a une
protéine Gs, induit une stimulation de 1’adénylate cyclase et conduit & une excitation des
cellules sur lesquelles ils sont localisés (Jensen et al., 1996). La mise en jeu des récepteurs
D2, couplés a une protéine Gi, aboutit a une réduction de 1’activité neuronale (Huff, 1996). La
DA nigrale, libérée au niveau striatal, induit donc 1’activation des neurones de la voie directe
et ’inhibition des neurones de la voie indirecte.

La perte progressive des neurones dopaminergiques, observée dans la MP, entraine
I’installation d’un déséquilibre entre ces deux voies : la voie directe deviendrait ‘hypoactive’
tandis que la voie indirecte serait ‘hyperactive’. Ces phénomeénes ayant tous deux pour
conséquences une augmentation de I’activité des structures de sortie des ganglions de la base

(Fig 31B).

II1.2.2. Remise en cause du mode¢le classique

Le schéma conceptuel d’organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base en deux
circuits paralléles, initialement proposé par Albin et collaborateurs (1989), a apporté une aide
précieuse dans la compréhension des troubles moteurs associés aux pathologies affectant cet
ensemble de structures. Toutefois, ce modele ne prend pas en compte toute la complexité des
ganglions de la base, notamment 1’existence de certaines voies anatomiques (Chesselet et
Delfs, 1996). Ainsi, les études biochimiques et électrophysiologiques sont de plus en plus
nombreuses a remettre en cause ce schéma classique (voir pour revue, Albin et al., 1995 ;

Levy et al., 1997 ; Parent et Cicchetti, 1998 ; Obeso et al., 2000).

I1.2.2.1. La remise en cause du concept de voie directe et indirecte

Des ¢tudes ont mis en évidence que les neurones efférents du striatum, a 1’origine des voies
directe et indirecte, possédaient de nombreuses collatérales conduisant a une interconnection
de ces deux voies initialement décrites comme totalement ségrégées. En effet, certaines
terminaisons striatales du GPe/GP sont immuno-positives pour la substance P, suggérant que
des neurones de la voie ‘directe’ émettent également des collatérales sur le GPe/GP. De fagcon
symétrique, des terminaisons immuno-positives pour I’enképhaline sont retrouvées dans le
GPi/EP et la SNr (Kawagushi et al., 1990 ; Wu et al., 2000).

Le concept de ségrégation de 1’expression des récepteurs dopaminergiques D1 et D2 au
niveau striatal en fonction des voies de projection est également remis en cause. En effet, des
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¢tudes d’hybridation in situ ont montré qu’il existait une colocalisation des ARNm des
récepteurs D1 et D2 dans de nombreux neurones striataux (Surmeier et al., 1996 ; Aizman et
al., 2000), méme si le niveau d’expression de chaque type de récepteur était différent selon les
neurones observés, striato-pallidaux ou sriato-nigraux (Gerfen et Young, 1988 ; Gerfen et al.,
1990 ; Lemoine et Bloch, 1995).

Par ailleurs, la remise en cause des concepts de voie directe et indirecte est attestée par des
données anatomiques qui montrent 1’existence de projections directes du GPe/GP sur les
structures de sortie des ganglions de la base (Parent et Hazrati, 1995b). Ainsi, le GPe/GP peut
interagir directement avec la SNr et le GP/EP sans passer par un relais anatomique représenté
par le NST. De plus, les relations existant entre le GPe/GP et le NST, les deux structures de la
voie indirecte, semblent plus complexes qu'une simple fonction de relais entre le striatum et
les voies de sortie. En effet, les neurones du NST, qui recoivent des afférences du GPe/GP
projettent en retour sur les neurones du GPe/GP, donnant ainsi naissance a une boucle de
contrdle rétroactif de 1’activité de la voie indirecte (Robledo et Féger, 1990 ; Parent et Hazrati,
1995 ; Smith et al., 1998). De méme, il a ét€ montré que les neurones du GPe/GP projettaient
sur les noyaux réticulaires du thalamus, suggérant que cette structure pourrait influencer les
fonctions motrices indépendamment des structures de sortie (Shammah-Lagnado et al., 1996).
Enfin, dans le mod¢ele d’Albin et collaborateurs (1989), la voie cortico-subthalamique est
sous-représentée. Aujourd’hui, de nombreuses études ont pu montrer 1’existence de
projections directes du cortex sur le NST (Féger et al., 1994 ; Bevan et Bolam, 1995 ; Smith et
al., 1998), replagant ainsi le NST comme une structure d’entrée des ganglions de la base au
méme titre que le striatum. Cette afférence au NST assure ainsi un transfert rapide des

informations corticales aux structures de sortie des ganglions de la base.

I1.2.2.2. Remise en question de I’hypoactivité du GPe/GP en situation

parkinsonienne

Selon le schéma classique des ganglions de la base, I’hyperactivit¢ du NST, observée apres
déplétion dopaminergique, est due a une diminution de I’activité des neurones du GPe (GP
chez le rat) (Albin et al., 1989 ; Delong, 1990). Cependant, cette hypoactivité du GPe/GP est
aujourd’hui remise en cause (Obeso et al., 1997). Bien que des études relatent la baisse de
fréquence de décharge des neurones du GPe/GP aussi bien chez le singe trait¢ au MPTP, que
chez le rat 6-OHDA (Filion et Tremblay, 1991 ; Pan et Walters, 1988), d’autres travaux plus

récents, réalisés chez le singe et ’homme, ne montrent pas de variation d’activité
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GABAergique (ARNm de la GAD) ou métabolique (ARNm codant pour la sous-unité I de la
cytochrome oxydase) de ces mémes neurones (Levy et al., 1997 ; Vila et al., 1997). Des
¢tudes similaires suggerent méme une hyperactivité de cette strutcure chez le singe MPTP et
le rat 6-OHDA (Kincaid et al., 1992 ; Soghomonian et Chesselet, 1992 ; Herrero et al., 1996).
Enfin, des études électrophysiologiques ont montré qu’une Iésion du GPe/GP n’induisait
qu’une faible augmentation (20%) de 1’activité de décharge des neurones du NST en
comparaison avec I’augmentation induite par une lésion de la SNc (Hassani et al., 1996).
L’ensemble de ces données suggere que 1’activité anormale du NST dans la MP n’est pas
seulement due a une hypoactivité du GP. Compte tenu de la réciprocité d’innervation entre le
NST et le GPe/GP (Parent et Hazrati, 1995b ; Smith et al., 1998), I’absence de modification
d’activité¢ du GP pourrait s’expliquer fonctionnellement par la double influence du striatum,

inhibitrice, et du NST, excitatrice, dont les effets s’antagonisent.

II1.2.2.3. Origine de I’hyperactivit¢ du NST apreés dénervation

dopaminergique

De nombreuses ¢études montrent une augmentation de 1’activité du NST apres lésion
dopaminergique (Hollerman et Grace, 1992 ; Hassani et al., 1996 ; Kreiss et al., 1997 ; Ni et
al., 2000). Outre les projections du GPe/GP, le NST regoit des afférences excitatrices d’un
certain nombre de structures extrinseques aux ganglions de la base (cortex, thalamus, NPP).
Des études de tracage rétrograde couplées a I’hybridation ‘in situ’ mesurant les niveaux
d’expression des ARNm de la sous-unité I de la cytochrome oxydase (Col), ont montré, de
fagon intéressante, qu'une 1ésion dopaminergique induisait une augmentation de 1’activité des
neurones du NPP et des noyaux CM/PF du thalamus projettant sur le NST (Orieux et al.,
2000) ainsi qu’une baisse d’activité des neurones cortico-subthalamiques. Ces résultats
suggérent que ces modifications pourraient jouer un réle important dans la genése du patron
d’activité anormale du NST, en situation parkinsonienne. La suppression de ’innervation
dopaminergique du NST participerait ¢galement a la mise en place de son hyperactivité. En
effet, la perte des neurones de la SNc entrainerait une levée du controle inhibiteur exercé par
ces afférences dopaminergiques au travers des récepteurs D1 et, de facon moindre, des

récepteurs D2 (Kreiss et al., 1997 ; Hassani et Féger, 1999).
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II1.2.3. Proposition de nouveaux schémas d’organisation anatomo-

fonctionnelle des ganglions de la base

L’une des évolutions majeures du schéma classique d’organisation fonctionnelle des
ganglions de la base est de placer le NST au méme niveau fonctionnel que le striatum.
Jusqu’ici considéré comme un simple relais, le NST devient une ‘structure d’entrée’ des
ganglions de la base capable d’intégrer directement les informations d’origine corticale. Dés
lors, les ganglions de la base sont considérés comme un circuit a double entrée : une entrée
‘inhibitrice’, le striatum, et une entrée ‘excitatrice’, le NST, premier maillon d’un ensemble de
boucles cortex-ganglions de la base-cortex dont 1’activité est régulée par des circuits internes

de modulation.

II1.3. NST et troubles du mouvement

II1.3.1. NST, hémiballisme et dyskinésies

La mise en évidence de I’implication du NST dans les pathologies liées au mouvement s’est
faite grace a des observations cliniques qui montraient que certains patients présentaient des
mouvements hémiballiques aprés avoir subi un accident vasculaire cérébral affectant le NST
(Martin, 1927; Whittier, 1947; Lee et Marsden, 1994). Ces mouvements anormaux ont pu étre
reproduits chez le primate non humain en lésant le NST par injection d’acide kainique ou par
¢lectrocoagulation (Whittier et Mettler, 1949 ; Hammond et al, 1979), permettant ainsi de
corréler clairement la 1ésion du NST a la génération de mouvements anormaux de type
hémiballique. Paradoxalement, 1’injection locale d’antagonistes GABAergiques au niveau du
NST était capable de reproduire 1’apparition de ces mémes mouvements hémiballiques chez le
singe (Crossman et al., 1980 ; Crossman, 1987) et chez le rat (Perier et al., 2002).

De facon intéressante, la stimulation ¢lectrique du NST peut également conduire a
I’apparition de mouvements anormaux. Ainsi, des troubles dyskinétiques et des ballismes ont
pu étre observés chez certains patients stimulés a haute fréquence au niveau du NST (Krack et
al., 1999) notamment lors du réglage des parametres de stimulation (Benabid et al., 2000) ou
lors de 1’application d’une stimulation de trop forte intensité. De tels effets secondaires ont
¢galement été observés chez le rat 6-OHDA (Salin et al., 2002) et le singe sain (Beurrier et al.,

1997) lors de I’application, au niveau du NST, d’un courant de forte intensité.
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Finalement, le role précis joué par le NST dans I’apparition de mouvements hémiballiques

reste encore a ce jour un sujet de débat.

II1.3.2. NST et MP

Durant ces vingt dernic¢res années, les études expérimentales conduites dans des mod¢les
animaux de la MP (rat 6-OHDA ou singe MPTP) ont permis de mieux comprendre les
conséquences induites par la dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée.
Plusieurs de ces études ont démontré récemment que le NST était impliqué dans la
physiopathologie de la MP. Ainsi I’étude menée par Bergman et collaborateurs a montré
qu'une lésion neurotoxique de cette structure supprimait les symptomes moteurs
parkinsoniens induits par l'injection de MPTP chez le singe (Bergman et al., 1990 ; Aziz et al.,
1991). Par la suite, de nombreux travaux menés chez le rat 6-OHDA, le singe MPTP et chez
I’homme ont montré que le NST était le siege de multiples altérations a I’état parkinsonien.
Ces altérations se caractérisent d’un point de vue électrophysiologique par une augmentation
de la synchronisation et de la fréquence de décharge des neurones du NST et la mise en place
d’une activité en ‘bouffées’ (Bergman et al., 1994; Hassani et al., 1996; Kreiss et al., 1997).
D’un point de vue métabolique, on observe une surexpression des ARNm codant pour la sous-
unité I de la cytochrome oxydase (Vila et al., 2000; Orieux et al., 2000) attestant d’une
hyperactivité métabolique. De plus, des études, menées chez le rat 6-OHDA, ont montré
qu'une lésion du NST abolissait les comportements rotatoires induits par 1'apomorphine
(Burbaud et al., 1995; Blandini et al., 1997), normalisait la fréquence et le profil de décharge
des neurones de la SNr (Burbaud et al., 1995; Murer et al., 1997) et prévenait, au niveau du
striatum, de I'EP et du GP, les modifications d'expression de la GAD (acide glutamique
décarboxylase) induites par la 1ésion de la SNc (Delfs et al., 1995).

Ainsi, sur la base de ces observations, I'hyperactivité du NST s’est révélée comme un élément
clé dans l'apparition des symptomes moteurs observés dans la MP. L'inhibition de cette
hyperactivité sous thalamique ou du moins ses conséquences ont fait 1'objet d'un enjeu
thérapeutique majeur dans le traitement de la MP notamment par le développement

d'approches neurochirurgicales que nous avons déja évoqué plus haut (cf paragraphe 1.6.2.2).






II1.3.3. NST et stimulation électrique a haute fréquence: un traitement de la MP

La SHF du NST représente a ce jour le traitement le plus efficace des différents types de
perturbations motrices du malade parkinsonien (Benabid et al. 1991, Krack et al. 1997) et des
dyskinésies tardives induites par la L-DOPA (Limousin et al., 1995; Krack et al., 1997).
Toutefois, les mécanismes par lesquels la SHF du NST contribue a la restauration
fonctionnelle des processus moteurs impliquant les ganglions de la base sont encore mal
connus et suscitent de nombreuses discussions dans la littérature internationale (Benabid et

al., 1994, 2002; Lozano et al., 2002; Vitek, 2002 ; McIntyre et al., 2004 ; Garcia et al., 2005).

La similitude des effets produits par la 1ésion et la stimulation du NST a initialement mené a
penser que la SHF induisait une inhibition des neurones du NST via un phénoméne de
blocage de dépolarisation (Benazzouz et al., 1995 ; Beurrier et al., 2001; Magarinos-Ascone et
al., 2002). Cette hypothése a été renforcée par des études métaboliques et
électrophysiologiques qui ont montré une diminution de I’expression des ARNm du Col dans
le NST (Salin et al., 2002 ; Tai et al., 2003) et une baisse de ’activité de la SNr et de I’EP
chez le rat aprés stimulation subthalamique (Benazzouz et al., 1995). Cependant, compte tenu
des artéfacts liés a la stimulation, ces données ont été obtenues immédiatement apres 1’arrét de
celle-ci et ne rendent donc compte que des post-effets liés a cette stimulation électrique.
Ainsi, des questions subsistent quant aux mécanismes induits par la SHF du NST pendant
qu'elle se pratique et non pas aprés son interruption. Par ailleurs, de récentes études
électrophysiologiques menées sur des tranches de cerveau de rat ont montré que les neurones
du NST pouvaient étre activés par dépolarisation a des fréquences bien supérieures a celle
utilisée en clinique humaine (Bevan et Wilson, 1999).

Ces arguments, qui ont conduit a la remise en question de la théorie du ‘blocage de
dépolarisation’, ont rapidement été renforcés par d’autres données. Tout d’abord, une étude
réalisée sur des tranches de cerveau de rat a montré que la SHF (100-140 Hz) du NST
induisait une excitation des neurones du NST (Lee et al., 2003). Ensuite, des données
¢lectrophysiologiques obtenues chez le singe ont montré que la SHF du NST induisait une
augmentation de I’activité des neurones du GPi, structure de projection du NST (Hashimoto et
al., 2001). Enfin, des études de microdialyse réalisée chez le rat sain ont permis d’observer
une augmentation des taux de Glu et de GABA au niveau de la SNr au cours de la SHF du
NST (Windels et al., 2000), suggérant ainsi 1’implication de mécanismes a la fois inhibiteurs

et excitateurs.
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Au final, la question de I’effet inhibiteur ou excitateur de la SHF du NST ne semble pas
posséder une réponse simple. Au niveau du NST, un consensus s’accorde a dire que la SHF
supprimerait 1’activité spontanée et pathologique de celui-ci pour la remplacer par un patron
d’activité plus régulier calqué sur la stimulation elle-méme (Garcia et al., 2003, 2005).
Cependant, la SHF n’affecte pas de la méme fagon le soma et les axones, de méme que les
fibres passant a travers ou a proximité de la structure stimulée (McIntyre et al., 2004 a et b).
De plus, des études comportementales, ¢lectrophysiologiques et neurochimiques montrent que
les effets de la SHF sont largement dépendant des paramétres de stimulation utilisés. A basse
fréquence (10-50Hz), la stimulation du NST n’améliore pas, voire aggrave les symptomes
moteurs parkinsoniens (Rizzone et al., 2001 ; Moro et al., 2002) et ne permet pas de
normaliser ’activité pathologique du NST, quelles que soient la valeur des autres parametres
de stimulation (Garcia et al., 2005). Cette absence d’effet s’accompagne d’une absence de
modifications des taux de Glu et de GABA dans la SNr et le GP chez le rat (Windels et al.,
2003). Enfin, Maurice et collaborateurs ont montré qu’au cours de la SHF du NST, Pactivité
des neurones de la SNr de rats anesthésiés dépendait de ’intensité de stimulation. Pour des
fortes intensités (> 80 pA) les neurones étaient activés alors qu’ils étaient inhibés pour de
faible intensité (20-80 pA) (Maurice et al., 2003). Ainsi, pour des parameétres classiquement
utilisés en clinique humaine (130-185 Hz, 60-100 ps, 1-3 mA), il est aujourd’hui admis que la
résultante des mécanismes de la SHF du NST correspond a une inhibition des voies de sortie
des ganglions de la base (GPi/EP et SNr) dans laquelle ’activation de la transmission
GABAergique semble jouer un role primordial. Les résultats d’un nombre croissant d’études
vont dans ce sens. En effet, des données électrophysiologiques obtenues chez le rat anesthésié¢
ont montré que ’application iontophorétique de bicuculline, un antagoniste des récepteurs
GABAA,, au sein de la SNr permettait d’abolir ’inhibition d’activité initialement induite au
sein de cette structure par la SHF du NST (Maurice et al., 2002). D’autres parts, des études de
microdialyse réalisées chez le rat 6-OHDA ont permis d’observer qu’une SHF du NST d’une
heure induisait une augmentation des taux de GABA au sein de la SNr (Windels et al., 2005).
La voie GABAergique pallido-nigrale semble directement impliquée dans 1’inhibition de
’activité des voies de sortie induite par la SHF du NST. En effet, la Iésion du GPe permet de
prévenir ’augmentation des taux de GABA observés dans la SNr de rats anesthésiés durant la
stimulation du NST (Windels et al., 2005). De méme, le blocage de ’activité du GPe par une
application locale de gabazine, un antagoniste des récepteurs GABAA permet de bloquer

I’inhibition des neurones du GPi induite par la SHF du NST chez le singe (Kita et al., 2005).
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De facon intéressante, les récentes recherches réalisées sur les mécanismes de la SHF du NST
portent un intérét particulier a la synchronisation des activités électriques au sein des
ganglions de la base. En effet, il a ét¢ montré que des activités pathologiques synchrones de
fréquence 3-7 Hz se développaient dans le GPi et le NST de singe traité au MPTP ainsi que
chez des patients parkinsoniens présentant des tremblements de repos. Une activité
oscillatoire de haute fréquence (15-25 Hz) a également été observée dans le NST et le GP de
ces mémes malades (Hutchison et al., 2004). Bien que 1’existence de relations directes entre
ces activités et la MP ne soit pas encore démontrée, la capacité de la SHF a induire une
désynchronisation de 1’activité des neurones présents au sein du NST et d’autres structures
des ganglions de la base pourrait expliquer en partie son efficacité thérapeutique (Meissner et

al., 2005 ; Foffani et al., 2006).

IV.NEUROTRANSMETTEURS ETUDIES

Le but de ce chapitre est de rappeler bricvement quelques généralités concernant le
métabolisme des différents neurotransmetteurs étudiés dans le cadre de notre travail chez le

rat et chez le singe.

IV.1. La dopamine

La DA est connue comme neurotransmetteur depuis sa découverte dans les années 50 par
Arvid Carlsson (Carlsson et al., 1958). Outre son implication dans le controle du mouvement,
les phénomenes de récompense et d’addiction, la DA est également impliquée dans des
pathologies telles que les désordres attentionnels et I’hyperactivité, la schizophrénie et

d’autres désordres psychiatriques.

IV.1. Le métabolisme de la dopamine

La DA est essentiellement synthétisée au niveau des terminaisons neuronales, bien qu’une
part non négligeable de la synthése se déroule aussi dans le corps cellulaire, le trajet axonal et
ses dendrites. Le précurseur de la DA est la L-tyrosine. Celle-ci est d’abord transformée au
niveau du cytosol de la cellule en L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) par la tyrosine
hydroxylase, enzyme limitante de la synthése de DA. La L-DOPA est ensuite transformée en

DA par décarboxylation grace a la L-DOPA décarboxylase ou décarboxylase des acides
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Réprésentation schématique du métabolisme de la dopamine

COMT: catéchol-O-méthyltransférase; MAO: monoamine oxydase; DOPA:
dihydrophénylalanine; DOPAC: acide 3,4-dihydroxyphénylacétique; HV A: acide
homovanilique.

PH: Phénylalanine Hydroxylase; TH: Tyrosine Hydroxylase; DDC: DOPA Décarboxylase;
MAQO: Monoamine Oxydase; COMT: Catéchol-O-Méthyl-Transférase.



aminés aromatiques (Elsworth et Roth, 1997) (Fig 32). Cette enzyme est ¢galement d’origine
cytosolique mais n’est pas limitante. C’est la raison pour laquelle I’administration de L-
DOPA permet d’accroitre la synthése de DA. L’essentiel de la DA synthétisée est stockée
dans des vésicules synaptiques situées au niveau des terminaisons neuronales. Cependant, il
existe également une faible quantité de DA cytoplasmique libre, régulée en permanence par
une enzyme de dégradation de ce neurotransmetteur au niveau intracellulaire : la monoamine
oxydase (MAQO). Malgré une libération permanente de DA, les concentrations intracellulaires
de ce transmetteur au niveau des terminaisons restent relativement stables.

La libération de DA se fait par exocytose au niveau des terminaisons pré-synaptiques. Quelle
que soit I’origine intracellulaire de la DA, sa libération dépend de la présence d’ions Ca**, de
la dépolarisation membranaire et de son intensité. Ainsi, la stimulation électrique des
neurones dopaminergiques induit une libération de DA, fonction de I’activité des cellules
dopaminergiques. Néanmoins, il existe vraisemblablement une libération non vésiculaire. Ce
type de libération s’effectue par le biais du transporteur membranaire de la DA (DAT) qui,
habituellement, assure la re-capture du neuromédiateur. Ce DAT peut, en effet, selon le
gradient de DA, fonctionner en sens inverse et permettre la sortie de ce neurotransmetteur.
Une libération dendritique Ca**-dépendante de DA a également été mise en évidence. Comme
nous 1’avons développé dans la partie concernant le NST, elle semble avoir un role
physiologique important (Rosales et al., 1997). La DA ainsi libérée va :

- 1) se fixer sur les récepteurs dopaminergiques post-synaptiques (Fig 33).

- 2) stimuler les récepteurs dopaminergiques pré-synaptiques portés par les neurones
dopaminergiques eux-mémes (auto-récepteurs) (Fig 33) modulant l'activité
¢lectrique des neurones pré-synaptiques et leur capacité a synthétiser et a libérer le
neurotransmetteur.

- 3) se fixer sur des récepteurs dopaminergiques portés par des neurones non-
dopaminergiques (hétéro récepteurs pré-synaptiques) (Fig 33).

- 4) étre libérée dans la fente synaptique ou elle sera dégradée en 3-méthoxytyramine
(3-MT) par les enzymes catéchol-O-méthyl transférase (COMT) présentes sur les
membranes des neurones du striatum, ou en DOPAC par les mono-amine-oxydase
(MAO) contenues dans les cellules gliales (Fig 33).

- 5) étre recaptée (80%) par les terminaisons dopaminergiques qui l'ont libérée,
mettant ainsi un terme a la stimulation des récepteurs pré- ou post-synaptiques (Fig

33). Cette DA est alors soit recyclée, i.e. "restockée" dans les vésicules en attente
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d'une nouvelle dépolarisation (6) (Fig 33), soit catabolisée en DOPAC par les MAO
neuronales (7) (Fig 33).
Il existe deux types de MAO : la MAO-A et la MAO-B. La DA est désaminée
majoritairement par la MAO A chez le rat et par la MAO B chez I'homme (Glover et al.
1977). La MAO B prédomine dans la glie ou elle est responsable de 1'effet toxique du MPTP

en le transformant en MPP".

IV.2. Les récepteurs dopaminergiques

Cinq types de récepteurs dopaminergiques ont été clonés (Bunzow et al., 1988 ; Sokoloff et
al., 1990; Sunahara et al., 1990,1991 ; Van Toll et al., 1991), ils sont regroupés en deux
familles: la sous-famille des D1, regroupant le récepteur D1 et le D5, et la sous-famille des
D2 contenant les récepteurs D2, D3 et D4. Ces récepteurs appartiennent a la super famille des
récepteurs a 7 domaines transmembranaires. Ce sont des récepteurs métabotropiques couplés
a une protéine G. Les récepteurs "D1-like" sont couplés positivement a I'adénylate cyclase ;
les "D2-like" le sont négativement ou sont indépendants de cette activité.

Les récepteurs D1 et D2 sont fortement exprimés dans le cerveau et particulierement au
niveau du striatum (noyau caudé, putamen, noyau accumbens). Initialement, une ségrégation
de ces deux types de récepteurs a ét¢ décrite aussi bien chez le singe que chez le rat avec une
localisation des récepteurs D1 sur les neurones épineux du striatum exprimant la substance P
et la dynorphine, et les récepteurs D2 sur les neurones striataux exprimant 1’enképhaline
(Gerfen et al., 1990 ; Le Moine et al., 1990, 1991 ; Aubert et al., 2000). Néanmoins, des
¢tudes plus récentes rapportent la colocalisation de ces deux types de récepteurs dans tous les
neurones de projection du striatum (Surmeier et al., 1992, 1993 ; Aizman et al., 2000).
Toutefois, les récepteurs D1 seraient plus fortement exprimés dans les neurones exprimant la
substance P par rapport a ceux exprimant I’enképhaline et inversement pour les récepteurs D2
(Aizman et al., 2000). Les récepteurs D2 sont aussi présents sur les terminaisons nigro-striées
en tant qu’auto-récepteurs et sur les terminaisons axonales cortico-striatales en tant que
récepteurs pré-synaptiques (Schwarcz et al., 1978). A ce titre, la DA peut ainsi moduler la
libération de Glu par les terminaisons corticales.

L’existence d’une innervation dopaminergique du NST n’a été démontrée chez le rat qu’en
1997 (Hassani et al., 1997) et chez ’homme qu’en 1999 (Hedreen, 1999). Les études ayant
entrepris de déterminer les types de récepteurs dopaminergiques présents dans le NST et leur

localisation sont arrivées a des résultats contradictoires. Cette question n’est donc pas résolue






a ce jour. Néanmoins, plusieurs études récentes ont montré que les récepteurs D1, D2, D3 et
D5 seraient présents au niveau du NST du rat (Flores et al., 1999 ; Hassani et Féger, 1999 ;
Zhu et al., 2002 ; Baufreton et al., 2003).

La SNr présente également une forte densité d’expression des récepteurs D1. Ceux-ci
semblent principalement localisés au niveau des afférences striatales (Harrison et al., 1990 ;
Caille, 1996). Enfin, les récepteurs D1 sont également présents dans le cortex cérébral alors
que les récepteurs D2 présentent une forte densité au niveau de la SNc. Les récepteurs D3 et

D4 sont préférentiellement localisés au niveau du systeme limbique (Sokoloff et al., 1990).

IV.2. Le glutamate

Le glutamate (Glu) est le principal neurotransmetteur
excitateur du systéme nerveux central (Fig 34). Il est
impliqué dans de nombreux processus physiologiques
complexes tels que la mémoire (LTP), I’apprentissage,

la plasticité au cours du développement, et la mort

neuronale. Il intervient également dans de nombreuses

pathologies telles que I’épilepsie, 1’ischémie cérébrale,

- Figure 34 -

la sclérose latérale amniotrophique, la maladie | Représentation de Cram de
la molécule de glutamate \
(d’aprés Biochemistry, 3
schizophrénie. édition, 1988)

d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la

1V.2.1. Métabolisme du Glu

La synthese du Glu se fait principalement selon deux voies :

- 1) par désamination de la glutamine.

- 2) par transamination de 1’a-cétoglutarate.
La glutamine, d’origine gliale, représente le précurseur majeur de la synthése du Glu. Elle est
synthétisée dans les cellules gliales par la glutamine synthétase (GS) a partir du glutamate
recapté de la fente synaptique. La glutamine est ensuite captée par les terminaisons axonales
et transformée en glutamate par la glutaminase (G), enzyme mitochondriale. La recapture de
la glutamine par les neurones glutamatergiques est une étape limitante de la synthése du Glu.

L'activité de la glutaminase est soumise a un rétrocontréle négatif du Glu. L’ a-cétoglutarate
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est un produit de dégradation du glucose par le cycle de Krebs. Sa transamination par
I’aspartate aminotransférase permet la production de Glu (Fig 35).

Le Glu peut ensuite étre libéré selon deux modes : 1) la libération vésiculaire, dépendante du
calcium et du potentiel de membrane ; 2) la libération non vésiculaire, moins bien connue.
Cette derniére s’effectuerait par 1’intermédiaire de 1’antiport cystine-Glu qui échange une
molécule de cystine extracellulaire contre une de Glu intracellulaire. Cet antiport serait
préferentiellement localisé sur les cellules de la glie (Baker et al., 2002).

Aprées avoir été libéré, le Glu est ¢liminé de la fente synaptique par recapture par les
transporteurs de haute affinit¢ du Glu (EAATS), localisés au niveau des neurones et des
cellules gliales (Fig 35) (Robinson, 1999). A I'intérieur des cellules gliales, le Glu est ensuite
transformé en glutamine par la glutamine synthétase. Dans les neurones, le Glu est changé en
a-cétoglutarate. Ces processus ont pour but de restituer aux neurones les précurseurs de la

synthése du Glu sous des formes qui ne peuvent pas se lier aux récepteurs.

IV.2.2. Les récepteurs du Glutamate

Il existe deux types de récepteurs au Glu. Les récepteurs ionotropiques (voir pour revue

Ozawa et al., 1998), qui contiennent un canal ionique, et les récepteurs métabotropiques,

couplés a une protéine G qui modulent la production de messagers intracellulaires.

Les récepteurs ionotropiques sont - -
Récepteur non NMDA Récepteur NMDA

subdivisés en 3 groupes, en

+*

Ca% Na
Glu_ > -

fonction de la spécificité de Glu ® Zn?*

I’agoniste qui se lie au récepteur :

les récepteurs NMDA, AMPA et

kainate (Fig 36). Ces trois types

de récepteurs sont retrouvés dans
- Figure 36 -

Récepteurs ionotropiques du Glu, NMDA et non

Cependant, les récepteurs | NMDA (AMPA et kainate)

(D’apres http://www.psy.dmu.ac.uk)

tout le systéme nerveux central.

NMDA, qui sont essentiellement

post-synaptiques, possédent une densité trés importante dans la région CA1 de I"hippocampe.
Les récepteurs AMPA, également préférentiellement post-synaptiques, sont présents surtout
au niveau de I’hippocampe, des couches moléculaires du gyrus denté et des couches

cellulaires du cortex cérébral. Enfin, les récepteurs kainate, présents en pré et post-synaptique,
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sont largement distribués dans la partie CA3 et les fibres moussues de 1’hippocampe et dans
les couches granulaires du cervelet.

Les récepteurs métabotropiques se divisent en 8 sous types, classés en 3 groupes en fonction
de leur homologie de séquence, de leur couplage au second messager et de leur séléctivité par
rapport a ’agoniste. Le groupe I comprend les récepteurs mGluR1 et 5. La stimulation de ces
récepteurs conduit a I’activation d’une phospholipase C et a la production de phosphoinositol.
Le groupe II comprend les récepteurs mGluR2 et 3. Le groupe III comprend les récepteurs
mGluR4, 6, 7 et 8. L’activation des deux derniers groupes de récepteurs entraine 1’inhibition
d’une adénylate cyclase (AC). Les récepteurs métabotropiques sont distribués dans tout le
systéme nerveux central et sont largement exprimés au sein des ganglions de la base. On
observe notamment que les récepteurs mGIluR2 sont présents dans toutes les structures des
ganglions de la base et que 1’ensemble des récepteurs du groupe I et II ainsi que les récepteurs
mGluR4 et 7 sont retrouvés au sein du striatum. La localisation propre des autres sous-types
de récepteurs au sein des différentes structures des ganglions de la base est plus hétérogéne et

est résumée dans le tableau ci-dessous.

Récepteur métabotropique Animal Localisation

mGluRI (Stephan et al., 1996) homme  cervelet, cortex, striatum, NST, SN,
thalamus, amygdale, hippocampe

mGluRS (Shigemoto et al., 1993) rat cortex,striatum, noyau accumbens, NST,
colliculus inférieur, bulbe olfactif, hippocampe

mGluR2 (Phillips et al., 2000) homme cortex, ganglions de la base, thalamus, cortex
cérébelleux, hippocampe

mGluR3 (Malakoff et al., 1996) homme  cortex, striatum, SNc¢, thalamus, cervelet,

mGIluR4 (Malakoff et al., 1996) homme  cortex, striatum, SNr, thalamus, cervelet

mGluR7 (Malakoff et al., 1996) homme  cortex, striatum, cervelet, hippocampe

mGluR6 rétine

mGluRS8

Tableau 5: Régions majoritaires d’expression des récepteurs métabotropiques du Glu de type

I, 11 et IIL.






V.2.3. Les transporteurs du Glu

Il existe de nombreux types de protéines capables de transporter le Glu (Danbolt, 2001).
Parmi, les principaux transporteurs on retrouve les EAATS, transporteurs de la membrane
plasmique de haute affinité sodium dépendants, et les VGLUTs (ou transporteurs vésiculaires)
transporteurs de basse affinité (100 a 1000 fois inférieure a celle des EAATS).

On dénombre cinq types d’EAATs: GLT, GLAST, EAAC, EAAT-4 et EAAT-5. Chaque type
de transporteurs possede une localisation cérébrale et cellulaire spécifique (Rothstein et al.,

1994 ; Robinson, 1999) résumée dans le tableau ci-dessous.

Transporteur GLAST GLT EAAC EAAT4 EAATS
Localisation . . gliale et
cellulaire gliale gliale neuronale neuronale neuronale
Lo?allsatlon cervelet ubiquitaire hippocampe, cellulc?s 'de rétine
cérébrale cortex Purkinje
Cceur, poumon, lacenta
Localisation placenta,moelle placenta, intestin, ceeur,
P moelle . . placenta
périphérique osseuse, muscle oSSeUSE foie, rein muscle

squelettique

Tableau 6 : localisation cérébrale et périphérique des différents transporteurs du Glu.

Les transporteurs gliaux (GLAST, GLT) possédent un role prépondérant dans le maintien des
concentrations extracellulaires de Glu a un niveau faible afin d’éviter les phénomenes de
toxicité dus a une exposition prolongée des neurones au Glu (Rothstein et al., 1996). Les
transporteurs neuronaux (EAAT4, EAATS) semblent posséder des effets plus subtiles au
niveau de la neurotransmission.

A ce jour, trois types de transporteurs vésiculaires au Glu ont été clonés : VGLUTI,
VGLUT2, VGLUTS3. Ces 3 transporteurs possédent une localisation complémentaire.
VGLUTI et 2 sont tous deux situés sur les synapses glutamatergiques au niveau de
I’hippocampe, du striatum (Hartig et al., 2003) du cortex cérébral et cérébelleux pour
VGLUTI et au niveau du di- (Hartig et al., 2003 ; Bacci et al., 2004) et du rhomb-encéphale,
pour VGLUT2. VGLUT3, quant a lui, a été localis¢ au niveau de neurones non

glutamatergiques (interneurones cholinergiques du striatum, interneurones gabaergiques de
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I’hippocampe et du cortex, neurones sérotoninergiques) ainsi que sur des tissus périphériques

(foie et rein) (Shigeri et al., 2004).

IV.3. Le GABA

Le GABA est le neurotransmetteur inhibiteur )‘\/\/ NH,
0

majeur du systéme nerveux central, avant la glycine

- Figure 37 -
Formule topologique de la
centrales des vertébrés et est spécifique du tissu | molécule de GABA.
(d’aprés Biochemistry, 3™ édition,
1988)

(Fig 37). Il est présent dans 30 % des synapses

nerveux ou il se localise au niveau neuronal et glial.

1V.3.1. Métabolisme du GABA

Le précurseur du GABA est le glutamate. Le GABA est synthétisé par décarboxylation du
glutamate grace a une enzyme, la glutamate décarboxylase (GAD) présente dans la fraction
cytosolique des terminaisons axonales GABAergiques (Fig 38). Il existe deux isoformes de la
GAD. : la GAD 65 et la GAD 67. Issues de deux genes différents, elles différent par leur
localisation cellulaire. En effet, la GAD 65 possede une localisation préférentiellement
axonale alors que la GAD 67 est plutot somato-dendritique. De plus, le GABA est étroitement
li¢ au cycle de Krebs par I’a-cétoglutarate et 1’aldéhyde semi-succinique, via la GABA
transaminase.

Apres libération dans la fente synaptique, le GABA est recapté par des transporteurs sélectifs
neuronaux et gliaux. Il en existe 4 types (voir pour revue Borden, 1996) : GAT-1 (Guastella et
al., 1990 ; Nelson et al., 1990 ; Liu et al., 1993), GAT-2 (Borden et al., 1992), GAT-3 (Liu et
al., 1993 ; Borden et al., 1994) et BGT-1(ou GAT-4) (Yamauchi et al., 1992). Ces
transporteurs sont couplés au Na™ et au CI', ces deux ions étant co-transportés avec le substrat,
ce qui leur permet de réaliser le transport du GABA contre le gradient électrochimique de
concentration. Les différentes études d’hybridation in situ (Rattray et Priestley, 1993 ; Brecha
et Weigmann, 1994 ; Durkin et al., 1995 ;) et d’immunohistochimie (Ikegaki et al., 1994)
réalisées chez le rat ont permis de déterminer la localisation cérébrale de ces différents
transporteurs. GAT-1 est le plus abondant des quatre types de transporteurs et il est exprimé
de facon ubiquitaire dans tout le cerveau (Durkin et al., 1995). Il a été montré que la
distribution des ARNm de GAT-1 était similaire a celle des neurones GABAergiques
déterminée par localisation du GABA ou de son enzyme de synthése la GAD (Pattray et
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Priestley, 1993). De plus, la majorité des cellules qui contenaient des ARNm de GAT-1 avait
I’apparence morphologique de neurones. Ceci a conduit a penser que les transporteurs GAT-1
étaient exprimés par les neurones GABAergiques et qu’ils étaient localisés sur la membrane
post-synaptique. Par la suite, des ARNm GAT-1 ont également été observés dans certaines
cellules gliales spécialisées telles que les cellules de Miiller de la rétine (Brecha et Weigmann,
1994) et les cellules de Bergmann dans le cervelet (Rattray et Priestley, 1993) ainsi qu’au
niveau de cellules gliales de I’hippocampe et de la SN (Radian et al., 1990). L’ensemble de
ces données indique donc que GAT-1 est localisé préférentiellement sur les neurones, mais
pas uniquement. De facon surprenante, des études d’hybridation in situ réalisées chez le rat
n’ont pas permis de mettre en évidence un signal ARNm GAT-2 au niveau du parenchyme
cérébral (Rattray et Priestley, 1993). Seules les leptoméninges (pie-mere et arachnoide) ont
présenté¢ un marquage ARNm GAT-2 (Durkin et al., 1995). Le méme type de résultat a été
obtenu lors d’études immunohistochimiques utilisant des anticorps anti-GAT-2 (Ikegaki et al.,
1994). Ces données suggerent que GAT-2 agirait indirectement sur la transmission
GABAergique en régulant le niveau de GABA du liquide céphalo-rachidien (Conti et al.,
2004). De plus, des études réalisées chez la souris semblent montrer que GAT-2 est plus
abondamment exprimé dans les méninges de I’embryon que dans celles de I’adulte (Liu et al.,
1993), ce qui suggere que ce transporteur jouerait un role dans le développement (Jursky et
Nelson, 1999). GAT-3 est exprimé dans de nombreuses régions du cerveau, mais toujours en
quantité moins importante que GAT-1 (Clark et al., 1992 ; Durkin et al., 1995). Observé
majoritairement au niveau des cellules astrocytaires, il est également retrouvé a la surface de
quelques populations neuronales (Durkin et al., 1995). Enfin, BGT-1 a été détecté dans
I’ensemble des régions cérébrales avec un marquage plus important au niveau de
I’hypothalamus antérieur (Borden et al., 1995a). Cependant, sa localisation cellulaire reste
encore un sujet de débat. En effet, des études d’hybridation in situ réalisées chez la souris ont
montré que seuls les neurones €étaient marqués (Borden et al., 1995a). Ces résultats n’ont pas
été confirmés in vitro puisque aucun marquage ARNm BGT-1 n’a été retrouvé au sein de
culture de neurones de rat (Borden et al., 1995b) alors qu’un marquage abondant a été observé
au niveau des cultures de cellules gliales (Borden et al., 1995b).

Apres sa recapture, le GABA est dégradé en succinate par I’intervention successive de deux
enzymes : la GABA transaminase mitochondriale (GABA-T), qui transforme le GABA en
acide succinique semi-aldéhyde et la semi-succinique aldéhyde déshydrogénase (SSA-DH),
qui transforme I’acide succinique semi-aldéhyde en succinate. Le succinate formé réinteégre le

cycle de Krebs (Fig 38). Ces étapes de dégradation du GABA sont étroitement associées au






compartiment glial. L’inactivation du GABA présent au niveau de la fente synaptique est
essentiellement liée au mécanisme de la re-capture. En effet il n’existe pas, a ce niveau,

d’enzyme de dégradation du GABA.

IV.3.2. Les récepteurs du GABA

Trois types de récepteurs GABAergiques, indexés A, B et C, ont été identifiés dans le systéme
nerveux central des vertébrés (voir pour revue Bowery, 1989; Chebib et Johnston, 1999;
Bormann, 2000). Les récepteurs GABAA et GABA( sont ionotropiques et couplés au canal
chlore. Le récepteur GABA, est un hétéro-oligomere de sous-unités o, fet y (Macdonald et
Olsen, 1994 ; McKernan et Whiting, 1996) largement répandu dans le systéme nerveux
central. Il est bloqué par la bicuculline (antagoniste compétitif) et la picrotoxine (antagoniste
du canal CI') et est stimulé par le muscimol (agoniste) (Macdonald et Olsen, 1994) (Fig 39A).
Il posséde également des sites de liaison aux stéroides, aux barbituriques, aux
benzodiazépines, aux convulsivants et a 1’alcool (Macdonald et Olsen, 1994) (Fig 39A). La
fixation du GABA sur son site de reconnaissance provoque I’ouverture d’un canal chlore (CI')
qui conduit a I’entrée de ces ions a I’intérieur de la cellule et provoque son hyperpolarisation.

Le récepteur GABA( est un homo-oligomeére de sous-unités p (Enz et Cutting, 1998)
sélectivement activé par 1’acide cis-4-aminocrotonique (CACA) (Bormann et Feigenspan,
1995 ; Feigenspan et Bormann, 1998) et inhibé par la 1,2,5,6-tetrahydropyridine-4-yl
(TPMPA) (Fig 39C) (Ragozzino et al., 1996). De plus, il est insensible a la bicuculline et au
baclofen (Bormann et Feigenspan, 1995 ; Cherubini et Strata, 1997) ainsi qu’aux différentes
drogues qui modulent ’activité des récepteurs GABA4 (benzodiazepines, barbituriques)

(Feigenspan et Bormann, 1998) (Fig 39C). Enfin, il différe fonctionnellement et de par sa

A C
GABA CX€A Bagioen GABA CACA Badlefen
Barbituriques — i Bicuculline TPMPA Barbitusiques . Biteetlline TPMPA
. . L
Neurostéroides - ‘m ' Benzodiazepines Neupm<tgides ‘m ' Benzggiazepines
Picrotoxine o) = Protéine kinase Picrotoxine £ - Protéine kinase
B

- Figure 39 -
Schéma des récepteurs ionotropiques (A,
GABA,; C, GABA,) et métabotropiques (B,
GABA;) du GABA.
(D’apres http://www.pharmzl.med.osaka-u.ac.jp)
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localisation spatiale du récepteur GABA, (Feigenspan et Bormann, 1998). En effet, les
récepteurs GABA 4, majoritairement post-synaptiques, sont fortement exprimés dans le cortex
cérébral, les noyaux thalamiques et la couche granulaire du cervelet (Bowery et al., 1984)
alors que les récepteurs GABA( sont plutdt concentrés au niveau de la rétine (Bormann et

Feigenspan, 1995 ; Enz et al., 1996).

Le récepteur GABAg est un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a une
protéine G activant des canaux calcique et potassique (Fig 39 B) (Bowery et al., 1990). Son
agoniste spécifique est le bacloféne et son antagoniste, le CGP 56119 (Bowery, 1989 ;
Marshall et al., 1999). Les récepteurs GABAgp qui peuvent étre situés au niveau pré ou post-
synaptiques, sont présents en fortes concentrations dans les couches I-III du cortex cérébral, le
striatum, le thalamus, les colliculus supérieurs, 1’hippocampe, le gyrus denté, la couche
moléculaire du cervelet et la corne dorsale de la moelle épiniére (Bowery et al., 1984 ; Mohler

etal., 2001).

IV.4. La sérotonine

Les effets de la sérotonine au niveau du systéme nerveux central sont nombreux et complexes.
La sérotonine est notamment impliquée dans 1’étiologie de nombreuses maladies mentales
telles que la dépression, 1’anxiété, la phobie sociale, la schizophrénie et les troubles
obsessionnels compulsifs. (Aghajanian, 1994 ; Hoyer et al., 2002 ; Lanfumey et Hamon,
2004). Mais elle est ¢galement impliquée dans la gene¢se des migraines, I’hypertension, les

désordres de I’alimentation et les vomissements (Leibowitz, 1990 ; Hoyer et al., 2002).

1V.4.1. Métabolisme de la sérotonine

H
La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine ?
(5-HT) (Fig 40) est synthétisée a partir
.. HO
du L-tryptophane. Celui-ci est d’abord \
hydroxylé en 5-hydroxytryptophane
sous l'influence de la tryptophane N
H
hydroxylase, cette transformation est
) o . - Figure 40 -
une étape limitante de la synthese. Le 5- Formule topologique de la molécule de
sérotonine (5-HT).
(d’apreés Biochemistry, 3™ édition, 1988)
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hydroxytryptophane est ensuite décarboxylée en sérotonine par la décarboxylase des acides
aminés L-aromatiques (Fuller, 1980) (Fig 41). Au niveau cérébral, la synthése de sérotonine
dépend de la quantité de tryptophane qui passe la barriere hémato-encéphalique. Seul le
tryptophane plasmatique libre, c'est-a-dire non li¢ a I'albumine, pénétre dans le cerveau
(Tissot, 1975).

La sérotonine libérée dans la fente synaptique est en grande partie recaptée par les
terminaisons présynaptiques grace a un transporteur spécifique qui présente un assez grand
polymorphisme génétique (Lotrich et al., 2001 ; Glatt et Reus, 2003). Elle est ensuite
transformée en molécules inactives par désamination oxydative de sa chaine aminée latérale
sous l'influence de la monoamine oxydase, ce qui conduit au 5-hydroxy-indol-acétaldéhyde

qui est ensuite oxydé en acide 5-hydroxy-indol-acétique (5-HIAA) (Fig 41).

IV.4.2. Les récepteurs de la sérotonine

14 sous-types de récepteurs sérotoninergiques ont ét¢ découverts chez les mammiferes
(Martin et Humphrey, 1994 ; voir pour revue Hoyer et al., 2002). Ces récepteurs sont
regroupés en 3 sous-groupes.

- Les récepteurs des sous-groupes SHT1 et SHT2 sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a des protéines G inhibitrices (Beer et al., 1993). Chacun
de ces sous-groupes contient de nombreux isoformes. Ainsi, le récepteur SHT1 en
posséde au moins 5 (SHT1A a SHTIF) et le récepteur SHT2 au moins 3 (SHT2A a
SHT2C) (Elhwuegi, 2004). Les récepteurs SHT1 sont principalement localisés au
niveau de I’hippocampe, de I’amygdale et des aires de projection du cortex frontal et
les SHT2 au niveau du cortex préfrontal (Elhwuegi, 2004). Les récepteurs SHT1A,
B et D semblent impliqués dans la régulation de la libération de sérotonine par les
neurones sérotoninergiques (Crespi et al., 1990 ; Pineyro et Blier, 1999), ce qui
n’apparait pas étre le cas des récepteurs de type SHT2 (Pineyro et Blier, 1999).

- Le récepteur SHT3 est un récepteur canal qui possede une structure similaire a celle
de la sous-unité alpha du récepteur nicotinique de 1’acétylcholine (Elhwuegi, 2004).
Il est largement exprimé au niveau du tractus solitaire et participerait aux propriétés
émétiques de la sérotonine (Elhwuegi, 2004).

- Enfin, les récepteurs SHT4 a SHT7 sont tous couplés a des protéines Gs et leur
activation conduit a la production d’AMP cyclique (voir pour revue Hoyer et al.,

2002). Au niveau du systéme nerveux central, les récepteurs SHT4 semblent

on






moduler la libération de neurotransmetteurs et pourraient jouer un rdle important
dans les performances mnésiques (Barnes et Barnes, 1998). Les récepteurs SHT6
interviendraient dans le contrdle des fonctions cholinergiques centrales (Woolley et
al., 2001) et les récepteurs SHT7 seraient impliqués dans la physiopathologie des
désordres affectifs (Roth et al., 1994).
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I. ANIMAUX

La totalité¢ des expériences conduites sur des animaux dans ce travail de these ont été réalisées
en accord avec la Directive Européenne de 1986 (86/609/EEC) et le ministere de 1’agriculture

(autorisation numéro 38-R 1001).

Les rats utilisés au cours de ce travail étaient des males Sprague Dawley (Janvier, Le Genest
St Ile, France) pesant entre 280 et 360 g (sauf pour les Iésions ou les animaux pesait 180 g).
Ces animaux étaient maintenus dans une animalerie a température constante (24°C), avec un
cycle lumicre-obscurité 12h-12h. L’eau et la nourriture étaient fournies ad libitum. Aprés leur
livraison, les animaux bénéficiaient d’une période d’adaptation d’une semaine avant d’étre

intégrés dans un protocole expérimental.

I1. CHIRURGIE

I1.1 Principe de la chirurgie stéréotaxique

La stéréotaxie cérébrale permet, a 1’aide d’un cadre stéréotaxique de repérer une structure
cérébrale dans les trois dimensions de I’espace. Les coordonnées des structures cérébrales
sont regroupées au sein d’atlas stéréotaxiques spécifiques a chaque espéce. Ces coordonnées
sont déterminées pour une gamme d’individus (d’animaux) de poids ou de stade d’évolution
défini.

Les coordonnées que nous utilisons pour le repérage de la SNc, du NST et de la SNr chez le
rat sont celles données par la 4°™ édition de 1’atlas de Paxinos et Watson (1986). Nous avons
choisi de déterminer ces coordonnées en fonction d’un repére osseux, le bregma ou d’un
repére virtuel, le zéro interaural (Iésion de la SNc). Ces deux reperes présentent I’avantage
d’étre fiables et facilement repérables et pour des animaux entrant dans une gamme de poids

déterminée.

I1.2. Lésion unilatérale de la Substance Noire pars compacta (SNc)

Les différents groupes de rats hémiparkinsoniens, encore appelés "rats 6-OHDA", utilisés

dans cette étude ont tous subi une 1ésion totale unilatérale (coté gauche) de la substance noire

on



- Figure 42 -
Cadre stéréotaxique David Kopf pour rat et accessoires stéréotaxiques associés

Lésion Totale
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- Figure 43 -
Coupe coronale d’un cerveau de rat montrant la position de la canule d’injection de
la 6-OHDA au niveau nigral (d’apres ’atlas stéréotaxique de Paxinos et Watson,
1986) pour une lésion totale (LT) de la SNc.



pars compacta (SNc). Les Iésions de la SNc, induisant une dénervation dopaminergique, sont

réalisées par injection in situ de 6 hydroxy-dopamine (6-OHDA).

Les rats sont d’abord anesthésiés par injection intra-péritonéale d’hydrate de chloral (400
mg/kg) puis sont placés sur un cadre stéréotaxique (David Kopf Instruments, Tujunga, USA)
(Fig 42). La peau du crane est incisée sur sa longueur et les aponévroses sont écartées a I’aide
de cotons tige. L’o0s du crane est perforé avec une micro-perceuse au niveau des coordonnées
calculées pour I’injection. La canule d’injection (acier inoxydable, Dex = 250 um), reliée au
cadre stéréotaxique par un bras stéréotaxique (coté droit), et fixée perpendiculaire a I’axe
horizontal (Fig 42), est descendue dans le parenchyme cérébral selon les coordonnées

suivantes (barre d’incisives placée a 3 mm sous le plan interaural) (Fig 43) :

Coordonnées lésion totale
(par rapport au zéro interaural)

Antéro-postériorité 3,0 mm
Latéralité 2,1 mm
Hauteur 2,5 mm

Chaque animal recoit une injection unilatérale (c6té gauche) de 3 ul de 6-OHDA (Sigma, St
Quentin-Fallavier, France) a 3 mg/ml diluée dans du NaCl stérile 0,9 % contenant 0,2 %
d’acide ascorbique. La vitesse d’injection est de 0,5 ul.min

Apres I'injection, la canule est laissée en place pendant quelques minutes pour permettre une
bonne diffusion tissulaire de la neurotoxine. Enfin, la canule est retirée délicatement afin
d’¢éviter les phénomenes d’aspiration. La peau de 1’animal est ensuite suturée a ’aide
d’agrafes chirurgicales et désinfectée avec de la Bétadine™ (Polyvidone iodée, Viatris
Manufacturing, Merignac, France).

Un délai de 3 a 4 semaines post-injection est respecté avant d’intégrer ces animaux au

protocole de microdialyse. Cette période est nécessaire pour atteindre une dégénérescence

maximale et stable de la voie dopaminergique nigro-striée.

on
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- Figure 44 -
Coupes coronales de cerveau de rat montrant le positionnement de I’électrode de
stimulation dans le NST (A), du guide canule dans la SNr avec un angle de 17°(B) et
des canules d’injection dans la SNr (C) (d’aprés P’atlas stéréotaxique Paxinos et
Watson, 1986)

NST: Noyau Subthalamique; SNr: Substance Noire pars réticulata.



I1.3. Implantation de I’électrode de stimulation, du guide canule de la sonde de dialyse et

des canules d’injection d’agents pharmacologiques

Les animaux sont endormis dans une enceinte ou circule un mélange d’air médical (22 % O,
78 % N, ; 1 L/min) contenant 5 % d’halothane (Halothane vétérinaire, Belamont, Boulogne
Billancourt, France). Les animaux sont ensuite maintenus anesthésiés pendant toute la durée
de I’intervention grace a un systéme de masque fixé au cadre stéréotaxique qui permet de
délivrer de facon continue le méme mélange d’air médical contenant une concentration

d’halothane réglable de 1 a 5 %.

Le tableau ci-dessous indique les coordonnées stéréotaxiques utilisées (en mm par rapport au
bregma) pour I’implantation unilatérale (c6té gauche) de 1’électrode de stimulation (ES) au
niveau du NST (Fig 44A4), du guide canule de la sonde de dialyse (GCD) dans la SNr (Fig
44B), et pour 'implantation bilatérale des canules d’injection pharmacologique (CinjP) au

sein de la SNr (Fig 44C).

Coordonnées des structures NST SNr

(par rapport au bregma) (ES) GCD CinjP
(Inclinaison de 17°)

Antéro-postériorité (mm) -3,7 -5,3 -5,3

Latéralité (mm) 2,4 5,0 +/- 2,4

Hauteur (mm) -7,8 -1,3 -8,0

Coordonnées stéréotaxiques utilisées pour I’implantation de 1’électrode de stimulation (ES) au
niveau du NST, du guide canule de la sonde de dialyse (GCD) dans la SNr et des canules

d’injections pharmacologiques (CinjP) au sein de la SNr.

Les implantations de 1’¢électrode de stimulation, du guide canule de la sonde de dialyse et des
canules d’injection pharmacologique ont été réalisées 3 a 4 jours avant les expériences de
microdialyse intracérébrale ou d’injections d’agents pharmacologiques.

Aprées avoir été anesthésiés, les animaux sont placés sur un cadre stéréotaxique (Fig 42), barre
d’incisives placée a 3,2 mm sous la plan interaural. Leur température est maintenue constante
a 37°C a I’aide d’une couverture chauffante (Harvard Apparatus, Holliston, USA). La peau du
crane est ouverte longitudinalement et les aponévroses sont écartées.

Les procédures d’implantation que nous avons ensuite suivies ont été les suivantes :
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- Figure 45 -
Schéma de criane de rat permettant de repérer la localisation du dispositif
expérimental utilisé pour la stimulation (A et B), la dialyse (A) et les injections
pharmacologiques (B) chez I’animal éveillé.



1) Pour I’électrode de stimulation (Fig 454 et 45B) :

Apres avoir repéré les coordonnées du bregma avec la pointe de 1’électrode de stimulation, les
coordonnées de son site d’implantation sont déterminées et positionnées et un trou est réalisé
dans 1’os du crane a ’aide d’une mini-perceuse. Avant d’étre descendue au niveau du NST,
I’¢électrode de stimulation, correspondant a un fil de platine-iridium isolé par du téflon (Dex =
110 wm, Phymep, Paris, France) et dénudé¢ a une extrémité sur une longueur de 400 um (D
de la pointe de 1’¢lectrode = 76 um), est soudée a une des deux branches d’un pédestal
(Phymep, Paris, France) qui permettra la connection électrique avec le stimulateur. Deux vis
chirurgicales (Perrigot, Grenoble, France) sont ensuite fixées sur 1’os du crane, ['une en avant
de I’¢lectrode de stimulation et I’autre en arriere. Ces deux vis permettront de mieux sceller
I’ensemble du dispositif avec du ciment dentaire (Meliodent self repair, Perrigot, Grenoble,
France). De plus, sur la vis positionnée en arriere de I’¢électrode est soudé un fil de platine (L
= 3 cm) qui sera utilis¢ comme pdle positif de 1’¢électrode de stimulation et connecté a la
seconde branche du pédéstal. Une fois 1’¢électrode de stimulation descendue délicatement et
positionnée au niveau du NST, I’ensemble est scell¢ sur la surface du crane a I’aide de ciment
dentaire. Plusieurs minutes d’attente sont nécessaires pour permettre au ciment dentaire de

sécher et de durcir.

2) Pour le guide canule de la sonde de microdialyse (Fig 454) :

Le guide canule a travers lequel sera descendue la sonde de dialyse est mis en place avec une
inclinaison a 17° par rapport a la verticale. En effet, compte tenu de I’encombrement stérique
induit par I’¢lectrode de stimulation déja en place dans le NST, cette inclinaison a 17° facilite
I’implantation du guide canule. De plus, elle permet d’optimiser la surface de contact entre la
membrane de dialyse et le parenchyme de la SNr en traversant la structure sur toute sa
longueur, alors qu’une implantation verticale ne permettrait de la traverser que sur sa hauteur.
Les coordonnées stéréotaxiques utilisées pour I’implantation unilatérale de ce guide canule au
niveau de la SNr sont précisées dans le tableau 1. Une fois le guide canule positionné,
I’ensemble du dispositif électrode + guide canule est recouvert de couches successives de
ciment dentaire jusqu’au niveau du pédéstal. A noter que ces guides canules sont constitués de
polyuréthane biocompatible (CMA12, Phymep, Paris, France).

Apres D’intervention, 1’animal est placé dans une cage spécifiquement réservée aux
expériences de dialyse sur animal éveillé, afin qu’il s’habitue a son nouvel environnement. La

dialyse est réalisée 3 a 4 jours apres I’intervention 1) pour permettre a I’animal de récupérer

or
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Photographies du poéle négatif (A) et positif (B) de I’électrode de stimulation
monopolaire utilisée chez le rat éveillé libre de ses mouvements.



de son opération, 2) pour s’affranchir de toute interférence avec I’anesthésique utilisé lors de

I’implantation chirurgicale.

3) Pour les guides canules d’injections d’agents pharmacologiques (Fig 45B) :

Pour les expériences d’injections intranigrales d’agents pharmacologiques, deux guides
canules d’injection en inoX (Dex = 0,40 mm, Djy = 0,30 mm, L = 12 mm ; Cortat, Courrentlin,
Suisse), implantés de facon bilatérale au sein de la SNr, ont permis de descendre les canules
d’injections jusqu’a cette structure. Le choix d’une injection bilatérale s’est bas¢ sur le fait
que nous voulions éviter tout déséquilibre d’action droite/gauche de I’agent pharmacologique
et étre slrs que 1’effet comportemental observé était bien lié uniquement a la stimulation
¢lectrique du NST. Les coordonnées stéréotaxiques utilisées pour 1’implantation de ces guides

canules sont précisées dans le tableau 1.

ITI. STIMULATION HAUTE FREQUENCE DU NOYAU SUBTHALAMIQUE

II1.1. Matériel et connection électrique

Les stimulations électriques du NST ont été réalisées avec une électrode monopolaire.
Comme précisé plus haut, cette électrode est constituée d’un fil de platine iridium isolé par du
téflon. Son extrémité servant de pole négatif a été¢ dénudée sur une longueur de 400 um et son
impédance a été mesurée a 5 kQ (Fig 46A4). Le pdle positif de 1’¢électrode était constitué d’une
vis fixée sur la surface du crane (Fig 46B).

Au cours de nos expériences de stimulation du noyau subthalamique chez le rat éveillé libre
de ses mouvements, nous avons utilis¢ un signal électrique délivré par un générateur
d’impulsions (Acupulser A310, WPI, Stevenage, Angleterre) relié a un isolateur (Stimulus
Isolator A360, WPI) (Fig 47). Ce systeme a permis de générer un signal "carré" de fréquence
(F en Hz), largeur d’impulsion (d en us) et intensité (I en wA) réglables.

Pour relier I’animal au générateur, nous avons choisi d’employer un matériel électrique 1)
résistant afin qu’il subisse les tensions induites par les mouvements répétitifs de I’animal sans
étre détérioré; 2) léger et maniable afin de ne pas entraver les déplacements de I’animal dans
sa cage. Le connecteur tournant électrique a deux voies (SL2C, Plastic one, Virginia, USA)
(Fig 484) rassemble 1’ensemble de ces qualités. Fixé sur un systéme de bras articulé

(MAB32) (Fig 48B), il permet, en plus de la connexion électrique de I’animal, le passage de

or



- Figure 47 -
Générateur d’impulsion
Acupulser A310 et unité
d’isolation associée (World
Precision Instrument)
produisant un signal carré
monopolaire utilisé durant

la stimulation du NST chez
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mouvements.
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- Figure 48 -
Photographies du systéme de connection ¢électrique utilisé chez le rat éveillé libre de

ses mouvements. Le connecteur tournant électrique a deux voies (SL2C) (A), le
systéme de bras articulé (MAB32) (B), et le cable électrique gainé (C).



la tubulure nécessaire a la microdialyse. Il est relié¢ au stimulateur par un cable électrique
gainé de type 305-SL/2 (Plastic one) (Fig 48C) et a ’animal via un cable gainé de type 305-
305 (Plastic one) qui vient se ficher au niveau du pédestal implanté sur I’animal au cours de la

chirurgie.

II1.2. Choix de I’électrode de stimulation

Le choix de notre ¢lectrode de stimulation repose principalement sur deux criteéres :

1) Le souhait d’avoir une méthodologie la plus proche possible de celle utilisée en clinique
humaine. Or, chez les malades Parkinsoniens, les électrodes implantées sont en platine
(Medtronic, USA) et le plus souvent utilisées en stimulation mono-polaire.

2) Au cours des études précédentes réalisées au laboratoire chez I’animal anesthésié¢, nous
avons utilisé une ¢€lectrode de type SNEX 100 (Dex= 250 wm ; Phymep, Paris, France). Cette
électrode nous a paru inadaptée pour une implantation chronique du fait de sa difficulté de
fixation mais également a cause des dommages tissulaires qu’elle induit au niveau de la zone

stimulée apres plusieurs heures de stimulation (Harnack et al., 2004; Temel et al., 2004).

II1.3. Parameétres de stimulation chez le rat éveillé

II1.3.1. Etude des comportements moteurs induits par la stimulation électrique

du NST en fonction des paramétres utilisés

Nous avons étudié, chez des rats normaux et hémiparkinsoniens, 1’influence des paramétres
de stimulation sur le comportement moteur induit par la SHF du NST au cours de deux séries
d’expériences. Dans la premicre série, la fréquence et la largeur d’impulsion de la stimulation
ont ¢t¢ maintenues constantes a des valeurs respectives de 130 Hz et de 60 us et seule
I’intensité de stimulation a été progressivement augmentée de 0 a 1000 uA. Le comportement
moteur des animaux a été observé tout au long de cette incrémentation.

Dans la deuxieme série d’expériences, des stimulations de fréquence (10, 60, 130, 150 ou
200Hz) ou de largeur d’impulsion (20, 40, 60, 80 ou 100us) variables ont ét¢ appliquées aux
animaux. Lorsque la fréquence variait, la largeur d’impulsion a été maintenue constante a une
valeur de 60 us. A I’inverse, lorsque la largeur d’impulsion variait, la fréquence a été

stabilisée a 130 Hz. Au cours de ces stimulations, 1’intensité a été progressivement augmentée
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jusqu’a la valeur ‘seuil’ induisant I’apparition d’un mouvement dyskinétique de la patte avant
située du coté controlatéral a la stimulation du NST. Au cours de ces études de fréquence et
de largeur d’impulsion de la stimulation, nous avons également modifi¢ la polarité de
I’¢lectrode de stimulation et nous avons étudié les comportements moteurs a la fois avec une
polarité négative et positive. En effet, la majorité des patients parkinsoniens étant stimulés
avec une ¢lectrode de polarité négative, il nous a paru important de mesurer I’influence de la

polarité de I’¢lectrode sur les autres parametres de stimulation.

II1.3.2. Parameétres utilisés au cours des expériences de dialyse ou de

microinjections intranigrales d’agents pharmacologiques

Comme dit précédemment, nous avons choisi nos parameétres de stimulation afin qu’ils soient
les plus proches possibles de ceux utilisés en clinique. Ainsi, la fréquence de 130 Hz et la
largeur d’impulsion de 60 us sont identiques a celles couramment appliquées aux malades
Parkinsoniens (Limousin, 1995, 1998 ; Volkmann et al., 2000; Moro et al. 2002). L’intensité
de stimulation a di étre adaptée a la taille de I’animal. Les études comportementales que nous
avons réalisées ont permis de montrer que 1’apparition d’un mouvement dyskinétique de la
patte avant située du coté contralatéral a la stimulation représentait un bon critére de
stimulation ‘effective’ du NST comme décrit précédemment chez I’homme (Guridi et Obeso,
2001 ; Postuma et Lang, 2003).

Ainsi, pour nos expériences de microdialyse, nous avons utilisé deux valeurs d’intensité de
stimulation. La premicre, que nous avons appliquée a un premier groupe expérimental (rats
intacts, n = 12; rats hémiparkinsoniens, n = 14) a été fixée a une valeur I; correspondant a une
intensité ‘seuil” évoquant ’apparition de dyskinésies de la patte avant controlatérale au coté
stimulé. Cette intensité I; sera souvent dénommeée dans notre texte intensité dyskinésiante.

La deuxiéme intensité, appliquée a un deuxiéme groupe expérimental (rats intacts, n = 13; rats
hémiparkinsoniens, n = 17) a été fixée a une valeur I, correspondant a une intensité non
dyskinésiante. La valeur I, a été arbitrairement fixée a la moitié de la valeur I}, et a été définie
pour chaque animal. Le choix d’utiliser deux valeurs d’intensité pour notre étude
neurochimique s’est appuyé sur les études électrophysiologiques rapportées par Maurice et
collaborateurs (Maurice et al., 2003). Ces auteurs ont effectivement montré que ’activité¢ des
neurones de la SNr pouvait étre différente (activation ou inhibition) sous I’effet de la SHF du
NST selon I’intensité de stimulation utilisée. Il était donc important pour nous de vérifier si

ces modulations de I’activité de la SNr sous I’effet de la SHF du NST pouvaient étre corrélées
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a des variations de contenus ou de ‘libération’ de neuromédiateurs excitateurs comme le
glutamate ou inhibiteurs comme le GABA.
Les intensités I; et I, étaient spécifiques a chaque animal et respectivement comprises entre

60-200 nA et 30-100 nA.

Fréquence Largeur d’impulsion Intensité
(Hz) (1s) (pA)
130 60 60< I,< 200
30< I,< 100

IV. MICRODIALYSE INTRACEREBRALE CHEZ LE RAT EVEILLE

La microdialyse intracérébrale est un outil qui permet une analyse dynamique et temporelle
des variations d’une ou de plusieurs substances présentes dans le milieu extracellulaire
cérébral (neurotransmetteurs, ...) et ceci dans des conditions proches des conditions
physiologiques puisqu’elle peut étre réalisée in vivo sur animal anesthésié ou vigile. C’est une
technique invasive qui implique I’implantation d’une sonde de microdialyse ou circule en
permanence un liquide de perfusion (liquide céphalo-rachidien artificiel) qui, recueilli de
fagon fractionnée a la sortie de la sonde, est appelé dialysat. Les dialysats sont utilisés pour
mesurer la concentration des substances d’intérét. Cette mesure, souvent réalisée par
chromatographie liquide haute performance (CLHP) peut se faire directement au fur et a
mesure de la collecte des dialysats (mesure ‘on line’) ou de facon retardée (mesure ‘off line’).

Dans ce cas, une fois collectés, les dialysats sont conservés a - 80° C.

IV.1. Principe de la microdialyse

La microdialyse repose sur une diffusion simple des substances de faible poids moléculaire a
travers une membrane semi-perméable en fonction de leur gradient de concentration. La
microdialyse permet ainsi soit de recueillir des molécules au sein d’une structure cérébrale ou
autre, soit d’injecter des drogues au niveau de cette structure via la sonde. Dans ce dernier cas,
la drogue étant plus concentrée dans le liquide de perfusion, elle passera naturellement au

niveau de la structure par diffusion.

on
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Schéma (A) et photographie (B) d’une sonde de dialyse fabriquée au
laboratoire et utilisée chez le rat.



IV.2. Les sondes de microdialyse
IV.2.1. Fabrication des sondes

Les sondes de microdialyse que nous utilisons sont réalisées au laboratoire. Un tube de
polyéthyléne d’un centimetre de long environ (Diy= 0,38 mm, Dey= 1,09 mm ; Biotroll
Diagnostic, chenneviéres les louvres, France) est emboité a I’extrémité d’un tube en inox de
longueur adaptée a la structure a dialyser (Diy = 24 gauges ; Phymep, Paris, France). Une
encoche est réalisée dans le tube de polyéthyléne, juste au-dessus du tube en inox afin de
pouvoir glisser un cathéter de silice (Din= 75 um, Dex= 150 um ; Phymep) jusqu’a I’extrémité
du tube en inox. Cette encoche est ensuite étanchéifiée par une pointe de colle époxy 5
minutes (Devcon, Wellingborough, Angleterre). Au niveau de I’extrémité libre du tube inox,
la longueur du tube de silice est adaptée a la structure a dialyser et une membrane dialysante
semi-perméable préalablement fermée a une extrémité par un bouchon de colle époxy 30
minutes vient recouvrir le tube de silice. La membrane est rendue solidaire de 1I’ensemble par

une pointe de colle époxy 5 minutes (Fig 494 et 49B).
IV.2.2. Spécificité rat

Les sondes utilisées chez le rat ou le singe sont congues selon le méme principe de fabrication
et avec les mémes matériaux, seules la taille du tube inox, la longueur de la membrane
dialysante et sa nature changent. Ces modifications ont été nécessaires afin de s’adapter a la
taille des cerveaux des animaux et des structures dialysées. Le tableau ci-dessous résume les

particularités des sondes utilisées chez le rat.

Structure Longueur tube Membrane dialysante

Animal Lo .
nma dialysée inox(cm) Longueur (mm) | Nature

Rat SNr 3 1 Cuprophane
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IV.2.3. Rendement des sondes in vitro

Avant leur utilisation, les sondes de dialyse sont testées in vitro, leur débit est vérifié et leur
rendement est calculé de la maniére suivante : Rendement = [ Cgialysat] / [ Coecher] * 100. Ceci
permet d’écarter les sondes non fonctionnelles et de vérifier I’homogénéité des lots utilisés.
Pour ce faire, les sondes sont placées dans un bécher contenant une solution standard d’acides
aminés ou de catécholamines de concentration connue (Glu= 0,2ng/ul ; GABA= 0,05ng/ul ;
DA, DOPAC, HVA et 5-HT = 0,1ng/ul) et perfusées en continu avec du liquide céphalo-
rachiden artificiel (LCR) a un débit de 1 ul.min"'. Aprés 1h30 d’équilibration, des micro-
fractions sont recueillies et dosées dans des conditions identiques a celles des

expérimentations in vivo.

IV.3. Protocole de dialyse

IV.3.1. Importance et choix des paramétres de dialyse

De nombreux paramétres rentrent en compte dans la reproductibilité et 1’optimisation des
résultats d’une dialyse réalisée sur un animal vivant. Ainsi il est important de bien choisir la
composition du milieu de perfusion, le débit de perfusion, la longueur et la nature de la
membrane dialysante et de les adapter aux structures a dialyser.

Composition du milieu de perfusion :

La nature du liquide de perfusion entre en jeu dans la récupération des molécules d’intérét
présentes dans le milieu intracérébral. Pour optimiser cette récupération, la composition du
liquide de perfusion doit étre la plus proche possible du milieu perfusé. Dans nos expériences
(rat et singe), nous avons donc utilisé du liquide céphalorachidien artificiel de composition
identique a celle déterminée par Benveniste et Huttemeier (1990) : NaCl 149 mM ; KCI 2,8
mM ; MgCl, 1,2 mM ; CaCl; 1,2 mM, Glucose 5,4 mM.

Le pH était ensuite ajusté a 7,3 a I’aide d’un tampon phosphate (Na,HPO, / NaH,PO,) et le
LCR filtré sur un filtre millipore 0,22 wm.

Vitesse de perfusion

Le taux de récupération des molécules est aussi largement influencé par la vitesse de
perfusion du milieu. Un débit trop élevé peut induire des forces de convection importantes

autour de la sonde et ainsi augmenter la résistance au niveau des pores de la membrane



- Figure 50 -
Photographie du systéme de connection électrique et de microdialyse utilisé chez le
rat éveillé libre de ses mouvements



dialysante. Des études ont permis de déterminer que la vitesse de perfusion optimale d’une
expérience de dialyse se situait entre 1 et 2,5 ul.min™ (Khan et Shuaib, 2001; De Lange et al.,
2000). Au cours de nos expériences, nous avons utilisé un débit de perfusion de 1 ul.min™
chez le rat. Le débit a été adapté en fonction de la taille de la structure dialysée (le volume de
diffusion du LCR étant d’autant plus grand que le débit est élevé) et du volume de dialysat
nécessaire, qui dépend de la concentration des molécules analysées par la suite par
chromatographie.

Nature et longueur de la membrane dialysante :

Enfin, le taux de récupération des molécules présentes dans le milieu extracellulaire cérébral
est aussi dépendant de la surface de la membrane dialysante entrant en contact avec le tissu
dialysé. Il faut donc que cette surface soit la plus grande possible tout en respectant la taille et
I’homogénéité du tissu dialysé. Ainsi, pour la dialyse de la SNr dont le volume ne représente
qu’environ 2,5 mm’ (L = 2 mm, | = 1,5 mm, H = 0,8 mm) chez le rat, nous utilisons des
membranes de 1 mm de long.

Enfin, le matériau utilisé pour la membrane dialysante doit étre biocompatible, avec une taille
de pores adaptée au passage des molécules qu’on souhaite étudier. Chez le rat, nous avons
utilisé du Cuprophane, une membrane de cellulose biocompatible (Hospal Industry, Meyzieu,
France). Sa limite de perméabilité de 10 kD est adaptée au passage des acides aminés que

nous étudions dont le poids moléculaire est d’une centaine de Daltons.

IV.3.2. Déroulement de la dialyse

Les sondes de dialyse sont préparées quelques jours avant 1’expérience de dialyse. La veille
de I’expérience, elles sont perfusées toute la nuit avec une solution de LCR artificiel afin
d’étre équilibrées. Le flux continu de LCR est assuré par une pompe pousse seringue
(CMA/100, Phymep, Paris, France) dont le débit est réglé a 1 ul.min™".

Le jour de la dialyse, le débit a la sortie du systéme de dialyse sur animal éveillé est vérifié,
I’animal est connecté au connecteur fluide tournant et la sonde de dialyse est glissée dans le
guide canule (Fig 50). Les dialysats obtenus durant I’heure et demie qui suit I’implantation de
la sonde de dialyse dans la SNr sont écartés afin d’éliminer les perturbations
parenchymenteuses provoquées par I’implantation de la sonde. Les fractions sont ensuite
collectées durant 5h selon le schéma suivant : 2h avant ’application de la SHF du NST, cette

période permettant de déterminer les valeurs des taux de base des neurotransmetteurs étudiés ;
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1h pendant la durée de la stimulation et encore 2h apres ’arrét de la stimulation afin de
déterminer I’effet post-stimulation. Les fractions sont recueillies toutes les 15 minutes par un
micro-collecteur réfrigéré a 4°C (Microsampler 820, Univentor, Phymep, Paris, France). Le

volume final collecté par échantillon étant de 15 ul.

stimulation
iH
(F = 130Hz: d = 60 us: I variable)

1 : 1 ] :
1H30 : 2H 2H 5
Equilibration i Pré-stimulation Post-stimulation
I > > |
Taux de base Effets induits par la SHF
du NST

L’ensemble des tubes collectés est conservé a -80°C pour étre dosé plus tard par CLHP. Le
volume minimal de liquide extracellulaire a recueillir est conditionné par la sensibilité de la

technique de CLHP utilisée pour doser les neurotransmetteurs.

IV.4. Dosage des neurotransmetteurs étudiés par Chromatographie Liquide a

Haute Performance (CLHP)

La chromatographie est une technique analytique permettant la séparation, 1’identification et
la quantification des composés d’un mélange. Elle est basée sur les différences d’affinité des
substances a analyser a 1’égard de deux phases non miscibles : la phase stationnaire et la
phase mobile. Chacun des composés du mélange est soumis a une force de rétention (phase
stationnaire) et une force d’entrainement (phase mobile). L’équilibre qui en résulte abouti a
une migration différentielle des composés a analyser a travers la phase stationnaire, ce qui

permet leur séparation.
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- Figure 51 -
Photographie d’une chaine de chromatographie liquide & haute performance

1: Ecran de controéle; 2: Systéme de pilotage informatique; 3: Solvants;
4: Pompe; 5: Injecteur; 6: Détecteur.



IV.4.1. Matériel nécessaire a la technique de CLHP

Toute installation de CLHP comporte un certain nombre de modules aux fonctions bien
définies : le solvant ou phase mobile, la pompe, I’injecteur, la colonne ou phase stationnaire,
et le détecteur (Fig 517). L ordre de ces différents éléments dont nous rappélerons briévement

le rdle ci-apres est représenté par le schéma suivant:

colonne
pompe(s)

P
G\ A< "

solvants d'élution

é?ie' .":_':-:_:l ;:-'_':-L;l:l'!'.;

L’injecteur, généralement automatique, est une vanne haute pression a plusieurs voies,
assurant une injection tres bréve d’un volume précis d’échantillon en téte de colonne.

La colonne, tube en acier, calibré, contient la phase stationnaire, si¢ge de la séparation. En
CLHP, la séparation étant basée sur le principe de la polarité, la colonne sera choisie en
fonction du caractére polaire ou apolaire des molécules a analyser. En effet, une phase
stationnaire polaire aura plus d’affinité pour les composés polaires, tandis qu’une phase
apolaire retiendra plus facilement les composés apolaires. Il existe sur le marché une grande
quantité de phases stationnaires afin de répondre a la séparation du plus grand nombre de
molécules. Cependant, les phases les plus utilisées restent les phases stationnaires a base de
gel de silice (matériau polaire) sur lequel a été greffées des molécules organiques apolaires de
taille variable, de 2 a 18 atomes de carbone (C2 a C18), entrainant ainsi une modification de
la polarité de départ. Ces phases sont appelées RP 2 ou RP 18 pour ‘reverse phase’ ou phase
inverse par rapport a la polarité initiale du gel de silice (polaire) et s’appliquent bien a la

séparation de petites molécules apolaires comme les acides aminés et les catécholamines.






La pompe assure le passage de la phase mobile dans tout le systeme, pompe-injecteur-
colonne-phase stationnaire, de facon continue et a débit constant. La phase mobile peut étre
constituée d’un ou de plusieurs solvants dont le pouvoir éluant dépend de leur propre polarité.
La phase mobile devra présenter une affinité plus forte que la phase stationnaire pour le
composé a analyser de manicre a le faire migrer le long de la colonne.

La colonne est suivie du détecteur, choisi en fonction des propriétés physico-chimiques de la
molécule a analyser. Dans nos analyses, nous avons utilis¢ des détecteurs spectrochimique et

spectrofluorométrique.

IV.4.2. Dosage des acides aminés

Le dosage des acides aminés est assuré par une CLHP couplée a une détection

spectrofluorimétrique induite par laser.

IV.4.2.1. Principe de la détection

Une fluorescence est évoquée lorsque des atomes ou des molécules, excités par I’absorption
d’un rayonnement électromagnétique, reviennent a leur état fondamental en libérant 1’exces
d’énergie sous forme de photons. Les acides aminés n’étant pas naturellement fluorescents, un
réactif fluorophore, le naphtaléne-2,3-dicarboxaldehyde (NDA) doit étre greffé sur leur
structure moléculaire. Cette réaction se fait en présence d’ion cyanide (CN) et en milieu
alcalin (tampon borate, pH=8.7). Ce processus est appelé "dérivation" ou "dérivatisation" et

s’effectue avant I’injection de 1’échantillon sur la colonne, selon la réaction suivante :

CN
HvN-|CH-R |
o — | | ] . N-CHR +2H0

1V.4.2.2. Matériel

Le systéeme chromatographique utilis¢é se compose d’un dégazeur (DG 1310, Shimadzu,
Champs-sur-Marne, France), d’un sélecteur de solvant (FCV 10 AL, Shimadzu), de deux

pompes (LC 10-AT, Shimadzu), d’un injecteur automatique réfrigéré (Triathlon, Polymer
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Laboratories, Marseille, France) et d’un détecteur fluorimétrique a induction laser (Zelatif,
Picométrics, Toulouse, France). Un logiciel spécifique (Class LC 10, Shimadzu) pilote le

systéme analytique et traite les données.

IV.4.2.3. Paramétres analytiques appliqués

Tous les solvants utilisés sont de qualité extrapure, spécifiques pour [’analyse
chromatographique. Toutes les solutions sont filtrées sur des filtres Millipore aréactifs de
porosité : 0,22 um.

La phase mobile (A) est constituée de NaH2PO4 40 mM ajustée a un pH 6 avec une solution
de NaOH 10N et additionnée de 12 % d’acétonitrile. Le débit de la phase mobile est fix¢ a
0.35 mL/min. Afin d’améliorer la séparation des acides aminés et également de diminuer le

temps d’analyse, un gradient d’acétonitrile (phase B) est réalisé selon le protocole suivant :

Temps (en min) 0 3 4 7 11 13
Concentration phase mobile (A) en % 84 80 60 50 84 84
Concentration acétonitrile (B) en % 16 20 40 50 16 16

La préparation des standards est réalisée a partir de solutions meres stockées a
-80°C et gardées 2 mois maximum. Ces dernieres contiennent séparément le glutamate et le
GABA a la concentration de 1 mg/mL dans du tampon borate. L’intensité de fluorescence
étant proportionnelle a la quantité d’acides aminés injectée, la quantification des acides
aminés dans les dialysats se fait par rapport a une "solution standard" de la molécule d’intérét,
de concentration connue et injectée dans les mémes conditions. Cette solution standard est
préparée quotidiennement et correspond a une dilution de la solution mére dans du tampon
borate. La concentration finale est adaptée en fonction des exigences expérimentales ou de la
structure dialysée.

La dérivatisation est réalisée automatiquement par 1’auto-injecteur thermostaté a 20°C : 2 ul
d’échantillon sont mélangés a 2 ul de mélange borate/NaCN et 1 pl de solution NDA 2.5 mM.
Apres 10 min de contact, 2 pl de produit dérivé et dilué selon les besoins sont injectés sur la
colonne. Tous les parametres de la dérivatisation ont été ajustés pour optimiser la

fluorescence.
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La colonne est une colonne RP 18 de 100 mm de long, 2,1 mm de diamétre interne et 3,5 pm
de granulométrie.

Le détecteur de fluorescence est équipé d’un laser hélium-cadnium. La longueur d’onde
d’excitation est de 442 nm et celle d’émission de 490 nm.

Dans ces conditions analytiques, les limites de détection du glutamate et du GABA sont

respectivement de 2 et 100 fentogrammes sur colonne (ou 6,8 et 480 pmoles).

Récapitulatif des parametres analytiques appliqués pour le dosage des acides aminés

Phase mobile NaH,PO, 40 mM, pH 6, 12 % ACN

Débit 0,35 mL/min

Dérivation 2 uLL d’échantillon + 2 uL. de mélange borate/NaCN + 1 uL. NDA
Volume injecté 2 ul.

Colonne RP 18 100 mm x 2,1 mm, 3,5 yum

Détecteur Ao, 442 nm e 490 nm

IV.4.3. Validation de la techniques analytique

La méthode analytique utilisée pour le dosage des acides aminés a été chaque fois validée par
trois tests: la répétabilité, la reproductibilité et la linéarité.

La répétabilité intra-essais est testée en effectuant des injections répétées (n=9) de la méme
solution de standards. Elle est représentée par le coefficient de variation, exprimé en
pourcentage, et correspondant aux erreurs de répétabilité. Celles-ci ne doivent pas dépasser
5%.

La reproductibilité inter-essais est estimée en effectuant des injections répétées (n=9) de
différentes solutions standards d’acides aminés sur 3 jours. Ce parameétre est représenté par un
coefficient de variation, exprimé en pourcentage et ne doit pas dépasser 5%.

Et enfin, la linéarité est la capacité d’obtenir des résultats directement proportionnels a la
concentration de I’acide aminé présent dans I’échantillon. Elle est représentée par le
coefficient de corrélation, pour un intervalle de concentration défini (6,8-3400 nM pour | e

Glu et 0,48-48 nM pour le GABA), et doit étre le plus proche possible de 1.
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Glutamate GABA

Répétabilité: coefficient de variation 4,1 % 1,9 %
Reproductibilité: coefficient de variation 32 % 2,7 %
Linéarité: coefficient de corrélation 0,999 0,999

V.INJECTIONS INTRANIGRALES D’AGENTS PHARMACOLOGIQUES CHEZ LE
RAT EVEILLE LIBRE DE SES MOUVEMENTS

La corrélation que nous avons pu établir entre variations neurochimiques et apparition ou non
de dyskinésies, nous a permis d’établir I’'implication spécifique du Glu et du GABA dans ces
comportements moteurs. Dans une derniére partie expérimentale de ce travail, nous avons
voulu vérifier fonctionnellement in vivo les rdles exercés par le Glu et le GABA en étudiant
I’effet d’injections in situ d’agonistes et d’antagonistes de ces deux acides aminés, sur les

comportements moteurs observés.

V.1. Substances pharmacologiques injectées

Nous avons testé 3 types de substances pharmacologiques spécifiques des acides aminés sur 3
groupes d’animaux : 1) I’acide kynurénique, un antagoniste glutamatergique a large spectre;
2) le muscimol, un agoniste des récepteurs GABA4 et 3) un mélange 50/50 de NMDA (acide
N-methyl-D-aspartique) + AMPA (acide alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionique), agonistes des récepteurs du méme nom. Toutes les substances ont été
achetées chez Sigma-Aldrich (St Louis, USA) et dissoutes dans du NaCl 0.9 %. Les doses
injectées bilatéralement au sein de la SNr ont été respectivement : 0,5 ou 1 nM ; 0,8, 1,5 ou 3
nM et 1 ou 2 nM. Chaque groupe a regu 2 ou 3 concentrations différentes d’une méme
substance ainsi qu’une injection de véhicule. Ces injections ont été espacées au minimum de 2

jours.

V.2. Injections pharmacologiques et études comportementales réalisées

Les injections ont été réalisées a I’aide d’une canule en inox (Dex = 0,28 mm, Djp; = 0,18 mm,
L= 13,5 mm ; Cortat, Courrentlin, Suisse) reliée a une seringue de 10 ul (Hamilton, Bonaduz,

Suisse) par un cathéter de polyéthyléne (Dex = 1,09 mm, Diy = 0,38 mm; Phymep, Paris,
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France). Le volume injecté etait de 0,5 ul par coté et le débit, assuré par une pompe pousse
seringue (CMA/100, Phymep, Paris, France), de 0,25 ul/min. Les canules ont été laissées en
place durant la minute qui a suivi I’injection afin de permettre une bonne diffusion de la
substance injectée. L’injection achevée, I’animal a été replacé dans sa cage et connecté
¢lectriquement au stimulateur. 10, 20 et 30 minutes apres la fin de I’injection, une stimulation
de deux minutes, d’intensité I; ou I, a été appliquée a I’animal et ses réactions motrices ont
été observées et filmées. Deux groupes de 15 rats ont été utilisés pour ces expériences : un
groupe de rats intacts (n=15) et un groupe de rats hémiparkinsoniens (n=15). Chaque groupe a
été séparé en 3 sous-groupes de 5 animaux chacun. Deux de ces 3 sous-groupes ont été
stimulés avec une intensité I;, intensité dyskinésiante, et ont respectivement regus des
injections d’acide kynurénique (n=5) ou de muscimol (n=5). Les animaux du troisi¢éme sous-
groupe, stimulés avec une intensité I, non dyskinésiante, ont été injectés avec un mélange

NMDA+AMPA (n=5). Le protocole d’injection utilisé est résumé ci-dessous.

J-1 | J
Détermination du seuil : microinjections
de dyskinésie (I;) :
i 1H 100 10 102
| >—>—>—>
: 1
Vérification du Injection
seuil de bilatérale

dyskinésie (I;) intranigrale :
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V.3. Evaluation qualitative et quantitative du comportement moteur induit par

les injections pharmacologiques pratiquées

Les effets des injections pharmacologiques sur les comportements moteurs induits par la SHF
du NST ont été évalués a I’aide d’une échelle arbitraire définie comme suit :

0 : Absence de comportements moteurs spécifiques.

1 : Existence d’un comportement de ‘sniffing’.

2 : Présence d’une dystonie au niveau du tronc et de la téte.

3 : Apparition de mouvements dyskinétiques sur la patte avant située du c6té controlatéral a la
stimulation.

D’un point de vue quantitatif, nous avons également compté le nombre de mouvements

répétés observés pour chaque type de dyskinésie.

VI. CONTROLES HISTOLOGIQUES

VI.1. Evaluation de I’étendue de la lésion dopaminergique

Classiquement, 1’étendue de la lésion dopaminergique induite par la 6-OHDA peut-étre
¢valuée par deux approches.

La premicre est une approche in vivo réalisée environ deux semaines apres la 1ésion. Elle
consiste a observer des comportements rotatoires sous 1’effet d’agents agonistes
dopaminergiques. En effet, I’injection d’agonistes dopaminergiques chez un animal ayant subi
une lésion totale de la SNc induit un comportement rotatoire du c6té controlatéral a la 1ésion.
Ce comportement apparait quand environ 90 % des neurones ont ¢été détruits (Ungerstedt,
1968 ; Schwarting et Huston, 1996). 11 serait dii au développement d’une hypersensibilité a la
DA des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques du striatum (essentiellement D2) du
coté ipsilatéral a la 1ésion (Ungerstedt, 1971). Les animaux sont ainsi placés dans un cylindre
transparent en plexiglas (diameétre 31 cm) pendant environ 15 minutes (période d’habituation)
et subissent une injection d’une solution d’apomorphine (0,05 mg/kg/ip), agoniste
dopaminergique mixte D1 et D2, diluée dans une solution de Nacl 0,9 % avec acide
ascorbique. Les rotations complétes de 1’animal (360°) sont comptabilisées pendant 15
minutes a partir de leur apparition. Toutefois, ces agonistes dopaminergiques peuvent avoir
des interférences a long terme sur la transmission dopaminergique et les systemes de

neurotransmission associés tels que les systeémes glutamatergique et GABAergique. Aussi,






afin de prévenir ces interférences, nous avons préféré réaliser des vérifications post-mortem
de I’¢étendue de la 1ésion.

La deuxiéme approche que nous avons utilisée est une approche ‘post-mortem’ qui consiste
en une vérification anatomique basée sur une approche immuno-histochimique visant a
marquer les neurones dopaminergiques par détection de la Tyrosine Hydroxylase (TH),
enzyme de synthese des catécholamines. Cet immunomarquage est réalisé au niveau de la
SNc et du striatum, principale structure de projection de la SNe¢, sur des coupes de cerveaux

post-fixés.

VI.2. Protocole d’immunohistochimie de la Tyrosine Hydroxylase (TH)

Seuls les animaux traités a la 6-OHDA ont subi cet immunomarquage a la TH. Dans ce cas,
les animaux ont été sacrifiés par perfusion intracardiaque de 200 ml d’une solution de NaCl
0,9 % suivie de 200 ml d’une solution contenant 4 % de paraformaldéhyde (PFA, Sigma, St
Quentin Fallavier, France). Leurs cerveaux ont ensuite été prélevés et conservés une nuit a
4°C dans la PFA afin d’assurer une post-fixation efficace des tissus. Ils ont ensuite été placés
24h dans une solution de sucrose 20 % (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Allemagne) pour
permettre la cryoprotection des tissus, avant d’étre congelés dans une solution d’isopentane
(VWR International, Fontenay sous bois, France) refroidie a 1’azote liquide (-40°C). Des
coupes coronales de 20 um d’épaisseur ont alors pu étre réalisées a I’aide d’un cryostat (HM
500M, Microm, France) et conservées dans une solution d’antigel a - 20°C (glycérol 20 %,
¢thyléne glycol 20 %, eau distillée 37,5 % dans du tampon phosphate pH 7,3). Ainsi traitées,

elles pourront étre utilisées ultérieurement pour réaliser I’immunomarquage de la TH.

La technique d’immunohistochimie est basée sur ’interaction anticorps-antigéne, le complexe
anticorps-antigeéne étant ensuite révélé par un marquage spécifique fluorescent ou par réaction
enzymatique.

Le protocole d’immunohistochimie de la TH que nous avons utilisé¢ s’est déroulé comme suit.
Les coupes de cerveaux conservées dans 1’antigel ont été prélevées et rincées deux fois 10
minutes dans du tampon Tris Hel 0,1M (TBS) afin d’6ter toutes traces d’antigel. Les coupes
ont ensuite été incubées 1H dans une solution de sérum de chévre 3 % (Gpi, Sigma-Aldrich,
St Louis, USA) préparée dans du tampon TBST (TBS + Triton 0,3 %). Cette étape permet
d’induire la perméabilisation des membranes (TBST) et de saturer les sites non spécifiques du

tissu (sérum de chevre). Les coupes ont ensuite été placées a incuber une nuit a 4°C dans une
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solution de TBST a 1 % de Gpi contenant un anticorps primaire monoclonal anti-TH réalisé
chez la souris (Chemicon, Tenecula, CA, USA) et dilué au 500°. Le lendemain, les coupes ont
¢été rincées deux fois 10 minutes dans une solution de TBST puis incubées 1H30 dans une
solution de TBST a 1 % de Gpi contenant un anticorps secondaire biotinilé dilué au 100° et
réalisé chez la cheévre (Jackson Immuno Research Laboratories, Baltimore, USA). Aprés deux
nouveaux ringages de 10 minutes dans du TBST, les coupes ont été incubées 1H30 dans le
complexe streptavidine - peroxydase biotinylé préparé 30 minutes avant son utilisation (8 ul
streptavidine + 8 ul biotine dans 1 ml TBST ; ABC Kit, Vector Laboratories, Burtingame,
CA, USA). Le marquage de I’anticorps secondaire a ensuite été révélé par une réaction
enzymatique avec le peroxyde d’hydrogéne (H,O) en présence de Di-Amino-Benzidine
(DAB ; peroxydase substrat kit, Vector Laboratories, Burtingame, CA, USA). Cette réaction
permet la formation d’un complexe marron-brun (ou noir en présence de Nickel) stable, non
hydrosoluble. Enfin, la réaction a été neutralisée par de I’eau distillée.

Les coupes ainsi marquées ont été étalées sur des lames superfrost afin de sécher. Pour finir,
elles ont été déshydratées par passages successifs dans des bains d’alcool de concentration
croissante (35 % : 2min, 70 % : 5 min, 95 % : 2 min et 100 % : 5 min). Un dernier bain de 10
min dans une solution de LMR-SOL (Labo-Moderne, Paris, France) a permis de parfaire cette
déshydratation. Les lames ont finalement été recouvertes de lamelles collées a 1’aide d’un

milieu de montage (DPX, BDH Laboratory Supplies, England).

VIL.3. Localisation de I’électrode de stimulation, de la sonde de dialyse et des

canules d’injection d’agents pharmacologiques

Les vérifications histologiques concernant les implantations d’électrode de stimulation au sein
du NST, des sondes de dialyse au sein de la SNr ou encore des canules d’injection d’agents
pharmacologiques dans la SNr ont été systématiquement réalisées sur chaque animal de
chaque groupe expérimental étudié.

Tous les animaux intacts n’ayant pas subi de lésion dopaminergique ont été sacrifiés par
décapitation. Comme décrit précédemment pour les rats parkinsoniens, les cerveaux des rats
sains ont été¢ prélevés et congelés dans une solution d’isopentane a - 40°C. Des coupes
coronales de 20 um d’épaisseur ont été réalisées grace a un cryostat réfrigéré a - 18°C (HM
500M, Microm, Allemagne) et déposées sur des lames superfrost.

Toutes les coupes cérébrales, issues des animaux intacts (non fixées) ou hémiparkinsoniens

(fixées), ont par la suite été colorées au crésyl violet afin de procéder aux vérifications






d’implantation. Le protocole de coloration utilisé¢ a été le suivant : les lames ont d’abord été
plongées 5 minutes dans un bain de crésyl violet avant de passer successivement dans des
bains d’éthanol a 70, 95 et 100 % pendant 15 a 45 secondes. Puis, les lames ont été
maintenues deux fois 10 minutes dans un bain de LMR-SOL. Enfin, elles ont été montées
entre lame et lamelle. Aprés observation au microscope optique (Zeiss, Allemagne) au
grossissement 2,5, les animaux dont 1’¢électrode de stimulation, la sonde de dialyse ou les

canules d’injection étaient mal localisées ont été écartés des groupes expérimentaux.

VII. ANALYSE DES DONNEES EXPERIMENTALES

VII.1. Estimation des surfaces nigrales et striatales affectées par la lésion

dopaminergique

La perte des neurones dopaminergiques au niveau nigral a été déterminée en estimant le
nombre de neurones immuno-réactifs pour la TH présents dans la SNc du coté 1€sé et du coté
sain puis en comparant ces deux quantités. Ce nombre a été évalué avec un microscope Zeiss
Axiophot couplé a un systeme d’analyse d’image informatis¢ utilisant le programme IPS 32
(SAMBA 2005, SAMBA Technologies, Meylan, France). Pour chaque animal, le nombre de
neurones immuno-réactifs pour la TH a été compté sur trois niveaux de coupes coronales
(planche 38, 39 et 40 de I’atlas de Paxinos et Watson (1982)) du c6té 1ésé et du c6té non 1€sé.
Le nombre de cellules a été exprimé comme un nombre moyen par section et la perte de
cellules immuno-marquées pour la TH a été exprimée en pourcentage relatif par rapport au

cOté controlatéral.

La perte de I’innervation striatale, révélée par I'immunomarquage TH, a également été
observée sur 3 niveaux de coupes correspondant au niveau 13, 14 et 15 de 1’atlas de Paxinos
et Watson (1982). Les coupes marquées ont été digitalisées en utilisant une camera (CCD
monochrome CP-9003, Tokina Optical Co., Tokyo, Japon) et la densité optique moyenne du
striatum a été calculée en utilisant le programme Autoradio V4.03 (SAMBA Technologies,
Meylan, France). Les valeurs de densité optique ont été mesurées au niveau du striatum du
coté 1ésé et ont été comparées aux valeurs du coté non 1ésé. La densité a été exprimée en

pourcentage relatif par rapport au c6té contralatéral.






Pour toutes les mesures quantitatives réalisées, des masques des régions nigrales et striatales
analysées, correspondant a chaque plan anatomique étudié, ont été dessinés avec 1’aide du
systeme d’analyse informatisé. Ces masques ont ensuite été utilisés pour tous les groupes
expérimentaux afin d’assurer une comparaison adéquate des régions anatomiques

homologues.

VII.2. Analyse statistique des données neurochimiques et comportementale

Pour faciliter la compréhension et I’interprétation de nos résultats neurochimiques, nous
avons choisi de standardiser leur présentation, assurant ainsi une comparaison plus aisée des
variations de concentration en acides aminés dans chaque situation expérimentale. Cette
standardisation a consisté a exprimer les résultats en pourcentage de variation par rapport aux
taux de base de Glu et de GABA. La valeur de ce taux de base de référence, ramenée a 100%
a été établie en moyennant les valeurs des concentrations de Glu et de GABA obtenues durant
les recueils de la période de pré-stimulation. La durée de ces recueils a été de 2 heures, soit 8
recueils de 15 minutes. Chaque histogramme présenté refléte la variation des taux
extracellulaires de Glu et de GABA, par rapport a 100% du taux de base détecté
chronologiquement au cours de I’expérimentation. Les résultats sont donc exprimés en
pourcentage par rapport a la valeur moyenne des taux de base ramenée a 100 %. L’ensemble
de ces valeurs est exprimé en moyenne + SEM. Ces données neurochimiques ont ensuite été
traitées par un test de Mann et Whitney. Ce test nous a permis d’évaluer la significativité des
variations observées a partir de pourcentage de variation. Chaque animal a été son propre
contrdle pour apprécier les modifications des contenus de neurotransmetteurs induites par la
SHF du NST. Deux degrés de significativité ont été¢ définis p<0,05 et p<0,01. Pour les études
comportementales, les résultats obtenus chez les rats sains et les rats 6-OHDA ont été
comparés avec un test de Mann et Whitney. Les effets dus a la variation des parametres de
stimulation a I’intérieur d’'un méme groupe ont quant a eux ¢été traités avec un test de

Wilcoxon.
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RESULTATS: FARTIE ]






I. VERIFICATIONS PRELIMINAIRES

I.1. Stabilité des taux d’acides aminés dans nos conditions expérimentales

Afin de s’assurer de la reproductibilité de nos résultats et que les variations neurochimiques
observées au cours de la stimulation électrique du NST étaient bien liées a celle-ci, nous
avons vérifi¢é que, dans nos conditions expérimentales, les concentrations des
neurotransmetteurs étudiés restaient stables sur toute la durée de I’expérimentation.

Pour ce faire, nous avons réalisé des expériences de microdialyse intra-nigrale (SNr) d’une
durée de 6h30 pendant laquelle nous avons observé les variations des contenus
extracellulaires de Glu et de GABA. Les conditions expérimentales utilisées sont similaires a
celles décrites dans le chapitre ‘Matériels et Méthodes’, paragraphe 1V.3.2., mais sans jamais
appliquer de stimulation du NST au cours de la dialyse. Ces expériences ont été pratiquées
uniquement sur des animaux sains (n=5).

La figure 52 présente, de fagon représentative, les résultats obtenus sur un rat et montre les
fluctuations des concentrations extracellulaires de Glu et de GABA au niveau de la SNr
durant 6h30 de dialyse effectuée. On note que les concentrations de Glu et de GABA
mesurées immédiatement aprés I’implantation de la sonde de dialyse au sein de la SNr étaient
respectivement de 41,46 pg/ul et de 1,15 pg/ul dans les dialysats recueillis. On remarque que
ces concentrations fluctuent globalement pendant les 90 premicres minutes de la dialyse :
celles de Glu diminuent rapidement et se stabilisent autour de 5,98 pg/ul a la 90°™ minute,
alors que pour le GABA, aprés une augmentation importante atteignant 3,52 pg/ul, ses
concentrations diminuaient progressivement pour se stabiliser autour de 0,66 pg/ul & la 75°™
minute.

Les valeurs moyennes des concentrations de Glu et de GABA aprés stabilisation, obtenues sur

les 5 rats étudiés, étaient de 5,66 + 0,32 pg/ul pour le Glu et de 0,87 = 0,21 pg/ul pour le
GABA.

Ces données confirment que les perturbations mécaniques induites par 1’introduction de la
sonde de dialyse au niveau du parenchyme de la SNr du rat entrainent des modifications
transitoires des taux d’acides aminés. Le délai nécessaire a la stabilisation des concentrations
des acides aminés mesurés varie peu d’un neurotransmetteur a 1’autre (1h30 pour le Glu et

1h15 pour le GABA).
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- Figure 52 -
Fluctuations des concentrations extracellulaires de Glutamate (A) et de GABA (B)
mesurées au sein des dialysats recueillis au niveau de la substance noire réticulée,
durant 6h30 de dialyse, chez un rat éveillé libre de ses mouvements.



Ces résultats nous ont permis 1) de fixer un délai minimal de 1h30 a respecter entre
I’implantation de la sonde et le début de la collecte des dialysats afin d’obtenir des taux de
base stables. 2) de nous assurer qu’aprés cette stabilisation, les taux de Glu et de GABA
restaient stables pendant au moins 5h (durée de notre protocole) et que les éventuelles
variations de concentrations observées sous stimulation électrique du NST seraient bien dues

a ’application de la SHF du NST.

1.2. Rendement de sondes in vitro

Comme nous 1’avons précisé plus haut (chapitre Matériel et Méthodes, paragraphe IV.2.3), les
sondes de microdialyse ont été testées in vitro avant leur utilisation. Ce test nous a permis de
vérifier 'uniformité des rendements des sondes utilisées pour 1’ensemble de nos
expérimentations. Ce rendement a été calculé pour chaque acide aminé étudi¢, Glu et GABA.
Le tableau ci-dessous donne les rendements in vitro exprimés en pourcentage (moyenne =+
sem).
Sonde rat
Membrane dialysante : cuprophane

Longueur : I mm
Structure dialysée : SNr

Glutamate 7,7+0,2 %
GABA 46+0,2 %

Les rendements de sonde que nous avons obtenus sont globalement similaires & ceux obtenus
par Frangois Windels (Windels et al., 2000, 2003, 2005) qui avait utilisé¢ le méme type de

sondes pour ses ¢tudes chez le rat anesthésié.
L.3. Contréles histologiques
[.3.1. Evaluation de la dénervation dopaminergique
A 1a fin de chaque protocole, la perte des neurones dopaminergiques de tous les animaux ayant

recu une injection unilatérale de 6-OHDA (gauche) a été vérifiée. Seuls les animaux présentant

une perte quasi-totale des neurones dopaminergiques de la substance noire compacte (SN¢) (> 95



- Figure 53 -
A, B: Photographies de coupes coronales de cerveau de rat au niveau nigral (4) et
striatal (B) aprés immuno-marquage de la TH. D, F, G, H: Photographies de coupes
coronales de cerveau de rat au niveau nigral (D et H) et subthalamique (F et G) aprés
coloration au cresyl violet. C, E: Représentations schématiques tirées de ’atlas de
Paxinos et Watson (1982) des photos D et F.
Notez la perte de cellules et de fibres DA respectivement dans la SNc¢ (A4) et le
striatum (B) du c6té 1ésé. Notez aussi la localisation correcte de la sonde de
microdialyse dans la SNr (D), de I’électrode de stimulation dans le NST (F, G) et des
canules d’injection dans la SNr (H). En F, I’étoile indique la pointe de I’électrode.
Barre d’échelle, Imm. G, localisation de I’électrode de stimulation a plus fort
grossissement. Barre d’échelle, 0,1mm.
CPu: Caudé Putamen; Hi: Hippocampe; VL: Ventricule Latéral; SNc: Substance Noire
pars compacta; SNr: Substance Noire pars reticulata; NST: noyau subthalamique; ATV:
Aire Tegmental Ventrale.



%) avec une bonne préservation de ceux de 1’aire tegmentale ventrale (ATV) ont été inclus dans
les résultats. La figure 2 donne un exemple représentatif de I’'immuno-marquage TH, 4 semaines
apres l’injection de 6-OHDA. Du co6té 1ésé, on observe une perte massive des neurones
dopaminergiques au niveau de la SNc (Fig 534) et des fibres dopaminergiques au niveau striatal
(fig 53B) caractérisée par une absence d’immuno-marquage TH. On constate également, sur ce
méme coOté 1és¢, une bonne préservation du systeme dopaminergique méso-limbique avec un
marquage maintenu au niveau de ’ATV, du noyau accumbens et des tubercules olfactifs. Du
cdté sain, on retrouve un immuno-marquage TH classique de I’innervation dopaminergique avec
un marquage dense au niveau du striatum, du noyau accumbens, des tubercules olfactifs, de la

SNc et de I’aire tegmentale ventrale.

[.3.2. Localisation de 1’¢lectrode de stimulation, de la sonde de dialyse ou des

canules d’injection

Les emplacements de la sonde de dialyse ou des canules d’injection et de I’électrode de
stimulation ont été vérifiés en post-mortem sur chaque animal. Seules les données issues des
animaux possédant des localisations correctes (€lectrode + sonde ou électrode + canules) ont
¢été retenues et intégrées dans les résultats.

Les figures 53D, 53F et 53H illustrent respectivement les implantations correctes de la sonde
de dialyse dans le parenchyme de la SNr avec un angle de 17° par rapport a la verticale, de
I’¢lectrode de stimulation dans le NST et I’implantation bilatérale des canules d’injection. La
photographie, a plus fort grossissement au niveau du NST (fig 53G), permet de confirmer que
I’extrémité de 1’¢électrode de stimulation (pole négatif) est bien localisée dans la partie médio-

latérale de la structure.

I1. MISE AU POINT DES CONDITIONS DE STIMULATION ELECTRIQUE DU NST
CHEZ LE RAT EVEILLE, LIBRE DE SES MOUVEMENTS.

L’ensemble des données neurochimiques obtenues avant cette thése au sein de notre
laboratoire et concernant les effets de la SHF du NST a été réalisé sur I’animal anesthési¢.
L’¢lectrode de stimulation alors utilisée était une électrode en acier inoxydable de type SNEX
100 (Dext = 250 wm, Phymep, Paris, France) et les paramétres étaient les suivants : Fréquence

= 130 Hz, largeur d’impulsion = 60 us et intensité¢ = 500 wA (Bruet et al., 2001, 2003 ;






Windels et al., 2000, 2003, 2005). Les objectifs expérimentaux du laboratoire nous ont ensuite
conduit & poursuivre ces investigations neurochimiques chez 1’animal éveillé libre de ses
mouvements. Le passage de I’animal anesthésié a 1’animal éveillé a donc nécessité d’adapter
les conditions de stimulation. En effet, aprés avoir mis au point le matériel et la connectique
nécessaire a la pratique des stimulations électriques du NST chez I’animal éveillé, nous avons
constaté que l’application de paramétres de stimulation identiques a ceux utilisés chez
I’animal anesthésié entrainait une tétanie de I’animal éveillé avec I’apparition de rotations
rapides controlatérales au coté stimulé. La survenue de ces comportements moteurs s’explique
par la quantité trop importante de courant délivrée au sein du NST du rat par rapport a celle
appliquée chez les malades parkinsoniens stimulés. En effet, d’une part, la distance entre le
pole positif et le pole négatif de 1’¢lectrode utilisée chez le rat est bien plus petite que pour
celle utilisée chez I’homme ; d’autre part, la surface du pdle négatif de 1’¢électrode est
considérablement plus petite chez le rat, induisant ainsi un rapport ‘quantité de courant
délivré/surface’ trop €élevé par rapport au volume du NST de I’animal.

C’est pourquoi j’ai été amenée au cours de cette theése a affiner les parametres de stimulation
afin de les rendre adéquats a 1’utilisation chez le rat éveill¢ libre de ses mouvements et de se
rapprocher le plus possible des conditions de stimulation utilisées en clinique humaine.
L’ensemble de cette mise au point a concerné d’abord le choix de la nature de 1’¢lectrode de
stimulation puis la valeur de I’intensité de stimulation a utiliser. Enfin, nos études étant
réalisées chez I’animal éveillé, il était important de bien caractériser comportementalement les

effets induits par chacun des paramétres utilisés.

I1.1. Choix de la nature de I’électrode et de la modalité de la stimulation, mono-

polaire ou bi-polaire

Le travail sur animal éveillé libre de ses mouvements nécessite une implantation chronique a
demeure de I’¢électrode de stimulation selon un protocole précisé dans le paragraphe 1.3 du
chapitre ‘Matériels et Méthodes’. Au cours d’un travail préliminaire chez ’animal éveillé,
réalisé¢ au laboratoire par Nicolas Bruet lors de sa thése (Bruet et al., 2003), nous avons
découvert que 1’¢lectrode utilisée chez I’animal anesthésié était inadaptée aux études chez
I’animal éveillé. En effet, compte tenu de son diameétre (125 um), son implantation a demeure
pendant plusieurs jours induit des dommages tissulaires au niveau de la structure stimulée et
tout au long du parcours de 1’¢lectrode. De récentes études in vivo menées chez le rat ont

d’ailleurs montré que 1’utilisation d’une telle électrode en acier inoxydable induisait des






dommages tissulaires supérieurs a ceux produits par une électrode en platine au niveau des
tissus de la structure stimulée (Harnack et al., 2004; Temel et al., 2004). De ce fait et dans un
souci d’avoir une méthodologie la plus proche possible de celle utilisée en clinique humaine,
nous avons porté notre choix sur I’utilisation d’une électrode en platine, les électrodes
implantées chez les malades parkinsoniens étant en platine (Medtronic, USA). Par la suite,
nous avons voulu comparer les modalités de stimulation pour savoir si nous devions travailler
en stimulation bi-polaire, comme lors de nos précédentes études chez 1’animal anesthésié, ou
si nous devions utiliser une stimulation mono-polaire comme cela est le cas en clinique
humaine.

L’¢électrode bi-polaire consistait en deux fils de platine juxtaposés et placés tous deux dans le
NST, chacun des deux fils représentant respectivement le pole positif et négatif de 1’¢électrode.
L’¢électrode mono-polaire était constituée d’un unique fil de platine placé dans le NST
correspondant au pdle négatif, le pole positif étant relié a une vis chirurgicale fixée sur le
crane du rat.

La comparaison de ces deux modalités de stimulation a consisté a réaliser des stimulations
¢lectriques du NST a fréquence et largueur d’impulsion constantes (respectivement 130 Hz et
60 us, correspondant aux parameétres les plus fréquemment utilisés en clinique humaine) et a
déterminer, pour les deux types d’électrode (mono ou bi-polaire), I’intensité ‘seuil’ de
stimulation nécessaire pour induire 1’apparition d’un mouvement dyskinétique de la patte
controlatérale au coté stimulé. En effet, ce comportement est associé a une stimulation
effective du NST (voir rappels bibliographiques, paragraphe I11.3.1). Les résultats présentés
dans le tableau ci-dessous correspondent aux valeurs d’intensité ‘seuil’ induisant 1’apparition
de dyskinésies de faible (87 + 15 mouvements/min) ou de forte (109 £ 19 mouvements/min)

amplitude en fonction du mode de stimulation utilisé.

Electrode

Mono-polaire Bi-polaire

Dyskinésie faible

(87 £ 15 mouvements/min) 60 - 190 pA 200 - 350 A

Dyskinésie forte

(109 £ 95 mouvements/min) 150 -350 300 - 450 uA

Tableau 8 : Détermination des valeurs ‘seuils’ d’intensité nécessaires a 1’apparition des
dyskinésies de la patte avant controlatérale sous I’effet d’une stimulation électrique du NST

avec une ¢lectrode de stimulation mono ou bi-polaire.







Les résultats que nous avons obtenus montrent clairement que la spécificité du mouvement
observé, a savoir une dyskinésie de la patte avant controlatérale, était comparable quelle que
soit la modalité de stimulation utilisée, mono ou bi-polaire.

Ces résultats indiquent également que, quelle que soit I’amplitude du mouvement
dyskinétique observé, la valeur de I’intensité du courant a utiliser pour stimuler le NST est
toujours beaucoup plus faible avec une électrode mono-polaire qu’avec une électrode bi-
polaire.

De ce fait, et compte tenu de la probabilité d’induire des dommages tissulaires moindres au
niveau de la structure stimulée avec une stimulation mono-polaire, nous avons choisi
d’utiliser une électrode de stimulation mono-polaire pour nos études chez I’animal éveillé. Par
ailleurs, ce choix nous rapprochait encore davantage des conditions de stimulation utilisées en
clinique humaine, puisque les électrodes utilisées dans ce cas sont en platine (Volkman et al.,

2000).

I1.2. Etude de I’effet induit par les variations des paramétres de stimulation sur le

comportement moteur du rat sain et hémiparkinsonien éveillé libre de ses mouvements

11.2.1. Effets de la variation de I’intensité de stimulation

Le but de cette expérience a été d’observer les effets induits par une augmentation continue
d’intensité de stimulation sur le comportement moteur chez le rat éveillé libre de ses
mouvements. Cette ¢tude a été réalisée sur des rats sains (n =5) ainsi que sur des animaux
ayant subi une lésion totale unilatérale (c6té gauche) de la SNc¢ (n=5). Les animaux ont été
implantés unilatéralement (c6té gauche) avec une ¢électrode en platine mono-polaire (Dext = 75
um), le pdle négatif étant situé dans le NST. L’intensité de stimulation était progressivement
augmentée (0 a 1000 pA), les autres parametres de stimulation restant fixes (fréquence = 130
Hz, largeur d’impulsion = 60 us).

L’augmentation progressive de la valeur de I’intensité de stimulation induit I’apparition d’une
séquence motrice similaire chez les rats sains et 1ésés a la 6-OHDA. Cette séquence est
caractérisée tout d’abord par I’apparition de dyskinésies oro-faciales qui se manifestent sous
la forme d’un reniflement (sniffing) et d’un machonnement. Ces dyskinésies sont souvent
liées a une augmentation de 1’état de vigilance de 1’animal. Ces dyskinésies oro-faciales sont
suivies de dyskinésies axiales caractérisées par un mouvement de torsion de la téte et du tronc
du coté controlatéral a la stimulation. Apparaissent ensuite des dyskinésies au niveau de la
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- Figure 54 -

Représentation graphique du comportement moteur observé chez des rats sains et
6-OHDA en réponse a une SHF du NST (F=130 Hz, d= 60 ps, 0 <1 <350 pA).
Chaque symbole indique la valeur seuil de I’intensité de stimulation induisant les
dyskinésies. La barre horizontale représente la valeur d’intensité moyenne induisant
chaque type de dyskinésie pour I’ensemble des animaux observés (n=10).
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- Figure 55 -

Seuil d’intensité de stimulation induisant I’apparition de mouvements dyskinétiques
de la patte avant controlatérale a la stimulation pour des fréquences (A, largeur
d’impulsion constante a 60 ys) ou des largeurs d’impulsion variables (B, fréquence
constante a 130 Hz).

Notez que le seuil est plus €levé pour les rats 6-OHDA que pour les rats sains pour des
fréquences de 10 et 60 Hz et des largeurs d’impulsion de 20 ou 40 us (*, p <0,05). Notez
également qu’a I’intérieur d’un méme groupe (sain, ¢ p<0,05; ou 6-OHDA, ® p<0,05) le
seuil est différent pour des fréquences de 10 et 60 Hz et des largeurs d’impulsion de 20 ou
40 us.



patte avant située également du coté controlatéral a la stimulation. Ce mouvement s’accélére
lorsqu’on augmente 1’intensité du courant pour laisser place a une rotation de 1’animal, du
méme coOté. Enfin, pour des intensités encore plus fortes, I’hémicorps de I’animal controlatéral
a la stimulation se contracte donnant lieu a des rotations en tonneaux. Les intensités requises
pour induire ces effets ne sont pas significativement différentes pour les rats sains et
hémiparkinsoniens. Nous avons déterminé ces valeurs d’intensité individuellement pour
chaque animal étudié appartenant au groupe des animaux sains (n=5) ou 6-OHDA (n=5) (Fig
54). Le tableau ci-dessous donne les valeurs d’intensités seuils en pA (moyenne + sem)

induisant ces différents comportements chez les rats sains ou 1ésés a la 6-OHDA.

Typ.e de Oro-faciale Axiale Patte avant Rotations Tonneau
dyskinésie
Rats 334+58uA  856+64 uA 119 £9 uA 223+ 14,5 uA 650 £92,5 uA

Rats 6-OHDA 314+44 A 87+77uA 115106 uA 222112 A 710654 uA

I1.2.2. Effets de la variation de la fréquence ou de la largeur d’impulsion de

stimulation

Au cours de cette étude, nous avons voulu observer ’influence de la fréquence ou de la
largeur d’impulsion d’une stimulation du NST sur I’apparition de dyskinésies de la patte avant
située du coté controlatéral a la stimulation. Ces expériences ont été réalisées a la fois chez
des rats sains (n=5) et hémiparkinsoniens (n=5) avec une électrode similaire a celle décrite
dans le paragraphe précédent. Nous avons utilisé des fréquences et des largeurs d’impulsion
variables prenant successivement et respectivement les valeurs suivantes : 10, 60, 130, 150 et
200 Hz et 20, 40, 60, 80 et 100 pus. Pour ’étude de I’influence de la fréquence, la largeur
d’impulsion était maintenue constante a 60 ps ; pour 1’étude de I’influence de la largeur
d’impulsion, la fréquence était a son tour maintenue constante & 130 Hz. Dans les deux cas,
I’intensité¢ de stimulation était progressivement augmentée jusqu’a voir apparaitre un
mouvement dyskinétique controlatéral de la patte avant.

Les figures 554 et 55B montrent, tant chez les rats sains qu”hémiparkinsoniens, que, plus les
valeurs de la fréquence ou de la largeur d’impulsion de la stimulation sont élevées, plus la
valeur de I’intensité nécessaire pour induire 1’apparition de dyskinésies est faible. On note que

pour des valeurs de fréquence de 10 et 60 Hz ou de largeur d’impulsion de 20 ou 40 us, il
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- Figure 56 -

Valeur du seuil d’intensité de stimulation induisant I’apparition de mouvements
dyskinétiques de la patte avant controlatérale a la stimulation pour des fréquences
(A, largeur d’impulsion constante a 60 us) ou des largeurs d’impulsion variables (B,
fréquence constante a 130 Hz) avec une polarité de I’électrode de stimulation placée
dans le NST positive (n=5) ou négative (n=5) chez des rats sains et lésés a la 6-
OHDA.

Notez que le seuil est toujours plus élevé lorsque la polarité de I’électrode est positive
quelle que soit la valeur de la fréquence ou de la largeur d’impulsion et que ce soit chez
les rats sains ou 6-OHDA (*, p <0,05).



existe entre les groupes d’animaux sains et 1¢sés a la 6-OHDA, des différences de sensibilité a
la stimulation. En effet, les valeurs d’intensité induisant 1’apparition de dyskinésies sont
statistiquement supérieures chez les animaux 1ésés par rapport aux animaux sains (p <0.05).
Toutefois, a partir des valeurs de fréquence de 130 Hz ou de largeur d’impulsion de 60 us et
au dela, ces différences entre les deux groupes d’animaux s’estompent et ne sont plus

significatives.

I1.2.3. Importance de la polarité de 1’¢lectrode implantée dans le NST chez le

rat éveillé

L’importance de la polarité négative de 1’¢lectrode positionnée dans le NST a été vérifiée.
Ainsi, ’ensemble des expériences concernant 1’influence de la fréquence et de la largeur
d’impulsion de la stimulation sur I’intensité seuil nécessaire a I’apparition de dyskinésies sur
la patte avant située du coté controlatéral a la stimulation a également été réalisé en inversant
la polarité de 1’¢lectrode de stimulation placée dans le NST, c’est a dire en mettant un pdle
positif. Dans tous les cas, et quelles que soient les valeurs de la fréquence (Fig 56A) ou de la
largeur d’impulsion (Fig 56B), le seuil d’intensité entrainant I’apparition de dyskinésies était
toujours significativement supérieur (p<0.05), aussi bien chez les rats sains (Fig 56A et 56B)
que les rats 1ésés a la 6-OHDA (Fig 56A et 56B), par rapport aux expériences utilisant un pole
négatif dans le NST.

En résumé, les mises au point expérimentales que nous avons réalisées pour 1’adaptation des
outils de stimulation électrique chronique du NST chez le rat éveillé, nous ont permis
d’affiner :

1- Le choix de I’¢lectrode et de nous orienter vers une €lectrode en platine ;

2- La modalité de stimulation et de préférer une stimulation mono-polaire par rapport a une
stimulation bi-polaire ;

3- Les effets des variations des paramétres de stimulation sur le comportement moteur
observé chez I’animal éveillé. Nos études nous ont permis de déterminer pour chaque animal
(sain ou Iésé a la 6-OHDA) les intensités ‘seuils’ correspondant a 1’apparition des
mouvements dyskinétiques de la patte avant contralatérale que nous avons pris comme

caractéristique d’une stimulation spécifique du NST pour nos études neurochimiques.

112




A. SNr — Glutamate

Rats sains

(n=7)

% variation des contenus
extracellualires

500 - *k
400 |
300 ] *k *%

*k KR kx
*k

sl

6 7 8 910111213141516171819 20
NUMERO D’ECHANTILLON

200 |
100 |

o [10111

PRE-STIM STIM POST-STIM
[ I ]
B. SNr - GABA
Rats sains
% variation des contenus —
extracellulaires (n_5) .
500 - pi
400
300 e
200 S

ol

56 7 8 91011121314151617181920

NUMERO D’ECHANTILLON
PRE-STIM STIM POST-STIM

% variation des contenus

Rats 6-OHDA
(n=8)

extracellulaires

500 -
400 |
300 |
200 |

100 |
0

% variation des contenus
extracellulaires

500
400

300
200

100
0

- Figure 57 -
Variations des taux de Glu (A) et de GABA (B) extracellulaires nigraux (SNr) chez
des rats éveillés sains ou 6-OHDA, mesurées toutes les 15 min, et induites par une
stimulation du NST, appliquée a une intensité dyskinésiante (I;, >60 pA). Les
périodes de pré- et de post-stimulation comprennent chacune 8 fractions, alors que la

période de stimulation en comprend 4.
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La moyenne + SEM des 8 dialysats colléctés avant la période de SHF du NST correspond
a ce que nous avons fixé comme taux de base. Les résultats sont exprimés en pourcentage

de variation par rapport a ce taux de base.

Notez que les taux de Glu sont augmentés chez les animaux sains et 6-OHDA, alors que
les taux de GABA ne sont augmentés que chez les animaux sains (* p<0,05; ** p<0,01).



III. EFFETS DE LA STIMULATION HAUTE FREQUENCE DU NOYAU
SUBTHALAMIQUE SUR LES TAUX DE GLUTAMATE ET DE GABA AU SEIN DE
LA SNr CHEZ LE RAT EVEILLE, SAIN OU HEMIPARKINSONIEN, LIBRE DE
SES MOUVEMENTS

I11.1. Effets d’une SHF du NST appliquée a une intensité dyskinésiante (I;)

II1.1.1. Chez le rat sain

Les concentrations moyennes de Glu et de GABA mesurées dans les dialysats issus de la SNr
des animaux sains, et correspondant a notre 100% de référence, étaient respectivement de
0,09 = 0,01 uM (n=13) et de 0,006 = 0,002 uM (n=12). Ces valeurs ont ¢été établies en
moyennant I’ensemble des concentrations basales des animaux sains ayant participé aux
expériences de dialyse en condition de stimulation dyskinésiante (I;) et non dyskinésiante (I).
Rappelons brievement que chaque valeur d’intensité I; a été définie individuellement pour
chaque animal étudié et que la valeur moyenne de I; était de 119 + 9 A et 115 £ 10,5 pA,
respectivement pour le groupe d’animaux sains et 1ésés a la 6-OHDA. 1, a été arbitrairement
choisie a une valeur égale a la moitié¢ de I, et définie également pour chaque animal. Chaque
barre d’histogrammes sur la figure 57 correspond a un temps de recueil de 15 minutes. Les 8
premiers recueils ont permis d’établir les taux de base et correspondent a la période de pré-
stimulation. La période de stimulation d’1h est composée des 4 recueils suivants. Enfin, les 8
derniers recueils correspondent a la période de post-stimulation.

Chez le rat sain, ’application d’une stimulation du NST a une intensité I, entrainant
I’apparition de dyskinésies de la patte avant controlatérale au c6té stimulé induit une
augmentation nette et progressive des contenus extracellulaires de Glu (Fig 574) et de GABA
(Fig 57B) dans la SNr ipsilatérale a la stimulation. Ces augmentations sont observées des le
premier recueil de la SHF du NST ou elles prennent des valeurs de 24 + 10,5 % pour le Glu
(p<0,05) et 59 = 16 % pour le GABA (p<0,05). Ces augmentations se poursuivent
progressivement et atteignent leur maximum en période de stimulation au 4°™ recueil (81 +
24 % pour le Glu, p<0,01 et 90 £+ 20 % pour le GABA, p<0,01).

En période de post-stimulation, ces augmentations persistent et s’accentuent pour le Glu
jusqu’au 19°™ recueil, ¢’est a dire 1h30 aprés I’arrét de la stimulation. On constate qu’a partir
du 20°™ recueil, soit 2h apres 1’arrét de la stimulation, un retour aux valeurs basales semble

s’amorcer.
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Pour le GABA et pour cette méme période, les taux restent significativement élevés pendant

toute la durée de post-stimulation étudiée.

111.1.2. Chez le rat 6-OHDA

Chez les rats 6-OHDA, la premicre observation que nous avons faite concerne les taux de
base de Glu et de GABA. Les taux de Glu sont trés fortement augmentés par rapport a ceux
observés chez les rats sains (multiplié par 20, p<0,05, n=17). Il en est de méme pour le GABA
dont les taux sont multipliés par 3 (p<0,05, n=14). Les valeurs de ces taux de Glu et de
GABA atteignent ainsi respectivement 1,88 + 0,7 uM et de 0,02 + 0,004 uM.

Comme observé chez le rat sain, I’application d’'une SHF du NST entraine une augmentation
importante et progressive des taux de Glu dans la SNr du c6té ipsilatéral a la stimulation avec
un effet maximal détecté lors des 15 derniéres minutes de stimulation (Fig 574, +97 + 37%,
p<0,01, n=8). Les taux restent ensuite ¢levés et plus ou moins stables durant toute la période
de post-stimulation pour revenir au niveau basal lors du dernier recueil effectué, soit 2h apres
I’arrét de la stimulation.

Enfin, la stimulation du NST a une intensité dyskinésiante (I;) n’induit pas de modification
des taux de GABA dans la SNr située du coté ipsilatéral ni pendant, ni apres 1’arrét de la

stimulation (Fig 57B).

En résumé, les résultats neurochimiques obtenus montrent qu’une SHF du NST appliquée a une

intensité¢ de stimulation dyskinésiante (I;), induit une augmentation des concentrations

extracellulaires de Glu et de GABA au sein de la SNr chez le rat sain. La dénervation

dopaminergique conduit a une hausse importante des taux de base de Glu mais aussi dans une

moindre mesure, de ceux de GABA. La SHF du NST appliquée a une intensité I; entraine chez

les animaux hémiparkinsoniens une augmentation des taux de Glu mais n’affecte pas ceux de

GABA.

Il est intéressant de noter que les dyskinésies de la patte avant induites par la SHF du NST sont

toujours associées a une augmentation des taux de Glu dans la SNr ipsilatérale a la stimulation.
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- Figure 58 -

Variations des taux de Glu (A) et de GABA (B) extracellulaires nigraux (SNr) chez
des rats éveillés sains ou hemiparkinsoniens, mesurées toutes les 15 min, et induites
par une stimulation du NST, appliquée a une intensité non dyskinésiante (I, <60
mA). Les périodes de pré- et de post-stimulation comprennent chacune 8 fractions,
alors que la période de stimulation en comprend 4.

La moyenne + SEM des 8 dialysats colléctés avant la période de SHF du NST
correspond a la ligne de base. Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation de

ce taux de base.

Notez que les taux de Glu ne sont pas modifiés par la SHF du NST tant chez les animaux
sains que 6-OHDA, alors que les taux de GABA sont augmentés uniquement chez les

rats 6-OHDA (* p<0,05; ** p<0,01).



I11.2. Effets d’une stimulation du NST appliquée a une intensité non dyskinésiante (I,)

111.2.1. Chez le rat sain

Contrairement a ce qui a été observé avec une SHF du NST d’intensité I;, I’application d’une
stimulation avec une intensité I, n’induisant pas de mouvement dyskinétique de la patte avant
controlatérale, n’entraine pas de modification significative des taux de Glu (n=6) ni de ceux
de GABA (n=7) chez le rat sain, et ceci, quelle que soit la période étudiée (stimulation ou

post-stimulation) (Fig 584 et 58B).

111.2.2. Chez le rat 6-OHDA

La encore, et de maniére intéressante, aucune variation des taux de Glu n’est observée chez les
animaux 6-OHDA au cours d’une SHF du NST appliquée avec une intensité I, (n=9, Fig 584).

Cependant, et contrairement a ce qui a été obtenu avec une intensité I;, la SHF du NST appliquée
a une intensité I, produit une augmentation des taux de GABA dans la SNr située du coté
ipsilatéral a la stimulation chez les rats 6-OHDA (Fig 58B). Le maximum d’augmentation atteint
au cours de la stimulation est de +69 = 21 % (p<0,01, n=8), 1/2h apres le début de celle-ci, c’est
a dire lors du 2°™ recueil sous SHF du NST. Cette augmentation se maintient tout au long de la
période de post-stimulation avec un maximum a +108 + 25 % (p<0,05, fraction 16, n=8), 1h

apres I’arrét de la stimulation.

En résumé, il est intéressant de noter que lorsque la SHF du NST est appliquée avec une
intensité n’induisant pas de mouvement dyskinétique (L), les augmentations des taux de Glu au
sein de la SNr, observées pour une intensité¢ dyskinésiante, ne sont plus retrouvées, et ceci tant
chez les rats sains que chez les rats 1ésés.

Dans ce cas, seules des augmentations des taux de GABA sont observées dans la SNr des

animaux hémiparkinsoniens.

115







V. ETUDE DE L’ IMPLICATION DES SYSTEMES GLUTAMATERGIQUES ET
GABAERGIQUES DANS L’APPARITION DE DYSKINESIES INDUITES PAR LA
STIMULATION HAUTE FREQUENCE DU NST CHEZ LE RAT EVEILLE, SAIN
OU HEMIPARKINSONIEN, LIBRE DE SES MOUVEMENTS

L’analyse de nos résultats comportementaux montrant la survenue de dyskinésies sous SHF du
NST et de nos données neurochimiques semblait indiquer que, chez le rat éveillé libre de ses
mouvements, les dyskinésies de la patte avant induites par la SHF du NST étaient corrélées a une
augmentation du taux de Glu extracellulaire au niveau de la SNr. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons réalisé des injections d’agonistes et d’antagonistes glutamatergiques mais aussi
GABAergiques au niveau de la SNr chez le rat sain et 1ésé a la 6-OHDA. Les effets produits par
ces agents pharmacologiques sur 1’apparition de dyskinésies de la patte avant obtenues sous SHF
du NST ont alors été étudiés.

Les doses injectées étaient similaires pour les deux groupes de rats (sains et 6-OHDA). Aprés
avoir fait des essais d’injections unilatérales a gauche (coté ipsilatéral a la stimulation), nous
avons finalement opté pour des injections bilatérales afin d’éviter les comportements moteurs
asymétriques induits par ces drogues. Les effets propres des substances pharmacologiques
utilisées sur le comportement moteur (et notamment dyskinétique) des animaux ont d’abord été
testés afin de vérifier que le comportement moteur observé sous SHF n’était pas di au seul effet
de la substance injectée. Aucune des substances injectées n’était capable d’induire, par elle-
méme, des dyskinésies au niveau des pattes antérieures, que ce soit chez les animaux sains ou
hémiparkinsoniens. Enfin, quelles que soient les doses et la substance pharmacologique

considérée, les résultats obtenus ont été totalement similaires chez les animaux sains et 1ésés.

IV.1. Effets comportementaux induits uniquement par des injections unilatérales au

sein de la SNr d’acide kynurénique, de NMDA+AMPA et de muscimol.

Avant d’étudier I’influence d’injections nigrales d’agonistes et d’antagonistes glutamatergiques
et GABAergiques sur les dyskinésies de la patte avant induites par la SHF du NST, nous avons
réalis¢ des tests afin de déterminer les doses efficaces a injecter. Ces essais ont initialement été
réalisés avec des injections unilatérales car nous pensions injecter les substances
pharmacologiques uniquement du co6té ipsilatéral a la stimulation. Malheureusement, ces
injections unilatérales donnaient lieu a des comportements moteurs pouvant rendre difficile

I’observation du comportement moteur induit par la SHF du NST. En effet, les injections



A. Acide Kynurénique (AK)
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- Figure 59 -

Effet de I’injection bilatérale nigrale d’acide kynurénique (4), NMDA+AMPA (B) et
muscimol (C), sur les dyskinésies de la patte avant induites par SHF du NST chez des rats
sains (n=5).

Notez en A, que I’AK (Inmol/c6té) prévient I’apparition des dyskinésies induites par la SHF
du NST appliquée a une intensité I; (*p<0.05).

En B, I’application d’une stimulation du NST d’intensité I, n’induit pas de dyskinésie sauf
apres injection de NMDA+AMPA (1nmol/cété) (¥p<0.05 )

Notez en C que I’injection de muscimol (3 nmol/c6té) ne prévient pas 1’apparition des
dyskinésies induites par une SHF du NST d’intensité I;.



unilatérales de NMDA+AMPA a une dose de 1 nmol entrainaient une hyperactivité des animaux,
un comportement de toilettage et de ‘sniffing’ trés abondant, I’apparition de dyskinésies oro-
linguales et surtout des rotations ipsi et/ou controlatérales, comportement le plus génant pour nos
observations (n=3). Ces effets ¢taient identiques mais plus marqués pour des doses de 2 nmol
avec ’apparition également de mouvement de ‘grattage’ des pattes postérieures.

Les injections unilatérales d’acide kynurénique (AK) a des doses de 0,5 et 1 nmol induisaient
¢galement 1’apparition de dyskinésies oro-linguales mais surtout des rotations du coté
controlatéral a I’injection ainsi qu’une akinésie de la patte droite, d’autant plus marquée que la
dose d’AK injectée était forte (n=3).

Enfin, le muscimol injecté unilatéralement dans la SNr gauche donnait naissance a des
dyskinésies oro-faciales, un comportement de ‘sniffing” marqué, associé¢ a une agitation générale
de I’animal, une dystonie axiale a droite et surtout un comportement rotatoire du coté
controlatéral a I’injection trés important avec un nombre de rotations par minute plus important
que pour les autres substances pharmacologiques injectées (17 = 1,5 vs 12 & 1 rotations/min) et
une impression de paralysie du train arriére par rapport au train avant. Cet effet était d’autant
plus long et plus marqué que les doses injectées étaient fortes (0,8, 1,5 ou 3 nmol, n=3).

Les rotations induites par 1’ensemble des substances pharmacologiques injectées unilatéralement
dans la SNr des animaux nous semblaient pouvoir perturber notre observation et notre analyse du
comportement moteur induit par la SHF du NST. C’est pourquoi, nous avons choisi de réaliser
ces injections de maniére bilatérale aprés avoir observé que celles-ci ne donnaient lieu a aucune

apparition de comportements moteurs parasitant nos observations (akinésie, dystonie, rotation).

IV.2. Effet de ’injection bilatérale d’acide kynurénique sur les dyskinésies de la

patte avant induites par SHF du NST

L’acide kynurénique (AK), un antagoniste glutamatergique a large spectre, a été injecté au
niveau de la SNr des animaux sains et 6-OHDA a deux doses différentes : 0,5 et 1 nmol par coté.
Pour des doses de 0,5 nmol/coté, I’AK n’était pas capable de prévenir 1’apparition des
dyskinésies de la patte avant induites par une SHF du NST avec une intensité I; pour 4/5 des
animaux lésés a la 6-OHDA et pour la totalit¢ des animaux sains. Par contre, a des doses de 1
nmol/coté, I’injection bilatérale d’AK a permis de prévenir I’apparition des dyskinésies
normalement induites par une stimulation d’intensité [, (Fig 594). L’ effet était maintenu pendant

toute la durée de I’expérience (30 minutes).






IV.3. Effet de I’injection bilatérale de NMDA et d’AMPA sur les dyskinésies de la
patte avant induites par SHF du NST

Un mélange de NMDA+AMPA a été injecté dans la SNr d’animaux sains et 1ésés a la 6-
OHDA a des doses de 1 et 2 nmol par c6té. Apres injection, et pour les deux concentrations
testées, la SHF du NST avec une intensité I, entrainait I’apparition de dyskinésies de la patte
avant située du coté controlatéral a la stimulation, similaires a celles induites par une
stimulation d’intensité I; en absence de drogue (Fig 59B).

Pour des doses de 2 nmol, des effets secondaires étaient observés et notamment 1’apparition

d’une petite paralysie des membres postérieurs ainsi qu’une akinésie des membres antérieurs.

IV.4. Effet de I’injection bilatérale de muscimol sur les dyskinésies de la patte

avant induites par SHF du NST

Trois doses différentes de muscimol, agoniste des récepteurs GABA 4, ont été testées: 0,8, 1,5 et
3 nmol par c6té. Quelle que soit la dose considérée, les mouvements dyskinétiques de la patte
avant induits par une SHF du NST d’intensité [; n’étaient pas bloqués par 1’injection préalable de
muscimol dans la SNr (Fig 59C). Nous n’avons pas testé de dose supérieure de muscimol car sa
durée d’action est longue et proportionnelle a la dose injectée. De plus I’injection d’une dose de
3 nmol/coté a entrainé I’apparition d’effets secondaires tels qu’une augmentation de 1’activité
locomotrice, et des mouvements incontrolés des pattes arriéres ainsi qu’un comportement

d’automutilation notamment de morsure de la queue et des pattes postérieures.

En résumé, les résultats obtenus montrent clairement que les dyskinésies de la patte avant
controlatérale, induites par la SHF du NST avec une intensité I, peuvent étre bloquées si un
antagoniste glutamatergique est injecté bilatéralement au sein de la SNr. De maniere comparable,
I’injection bilatérale d’agents agonistes glutamatergiques au sein de la SNr de manicre préalable
a une SHF du NST, appliquée a une intensité I, rend possible 1’apparition de ces dyskinésies
sous I’effet de la stimulation.

De maniére génante mais intéressante, le muscimol n’a aucun effet sur les dyskinésies de la patte

avant induites par la SHF du NST.
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I. ETUDE DES CONDITIONS DE STIMULATION ELECTRIQUE DU NST CHEZ
LE RAT EVEILLE, SAIN OU HEMIPARKINSONIEN, LIBRE DE SES
MOUVEMENTS

I.1. Electrode de stimulation : monopolaire, bipolaire, platine ou tungsténe ?

Les résultats que nous avons obtenus concernant 1’utilisation d’une électrode mono ou bi-
polaire montrent clairement que la quantité de courant nécessaire pour induire un
comportement dyskinétique (ici la dyskinésie de la patte avant) est beaucoup plus faible
lorsque 1’on stimule avec une électrode monopolaire qu’avec une électrode bipolaire. Cette
observation est valable aussi en clinique humaine ou les stimulations en mode monopolaire
permettent de générer des bénéfices moteurs similaires a ceux observés avec une stimulation
en mode bipolaire, mais en utilisant une valeur d’intensité beaucoup plus faible, ce qui permet
d’ailleurs de diminuer 'usure des piles du stimulateur (Volkmann et al., 2000 ; Dowsey-
limousin et Pollak, 2001). Une étude de suivi au long cours des effets de la SHF du NST chez
les patients parkinsoniens montre que 90 % des malades stimulés le sont en mode
monopolaire, ce qui conduit, dans les cinq premiéres années de stimulation, au remplacement
du stimulateur chez 2 % des patients (Krack et al., 2003). En stimulation monopolaire, un des
contacts de 1’¢électrode est choisi comme cathode et I’anode est localisée au niveau du
générateur. Ainsi, I’anode et la cathode sont assez distantes et le courant électrique et
largement distribué. En mode bipolaire, 1’anode et la cathode sont au contraire proches et la
diffusion du courant est donc plus localisée. Cette variation du volume de diffusion du courant
¢lectrique permet d’expliquer qu’a effet égal, les besoins en intensité sont plus faibles pour

une stimulation monopolaire que bipolaire (Kuncel et Grill, 2004).

Ainsi sur la base des observations faites en clinique humaine, et compte tenu que nous
voulions nous rapprocher des conditions de stimulation utilisées chez le patient parkinsonien,
nous avons décidé d’utiliser des électrodes monopolaires pour nos études chez le rat éveillé.
De plus, les dommages tissulaires observés chez le rat au niveau du NST suite a une
stimulation électrique d’une heure (130 Hz, 60 us, 300 pA) sont beaucoup moins importants
avec une stimulation en mode monopolaire qu’avec une stimulation en mode bipolaire (Temel
et al., 2004). Par ailleurs, Harnack et collaborateurs ont récemment montré I’influence de la
nature des matériaux utilisés pour la confection de 1’¢électrode de stimulation sur les

dommages tissulaires observés au niveau du NST, suite a sa stimulation électrique (Harnack






et al., 2004). Les résultats montrent que des effets tels que le dépot de métal, la nécrose, les
hémorragies et la dégénération neuronale sont observés apres une SHF du NST pratiquée avec
une ¢lectrode en acier inoxydable et qu’ils ne se limitent pas uniquement a la zone stimulée.
Par contre, I’étendue de ces dommages est beaucoup plus limitée lorsque 1’¢lectrode de
stimulation utilisée est en platine. En effet, les phénomenes de dissolution électrolytique
(dépendant des propriétés physico-chimiques du métal utilisé et conduisant a la formation de
produits électrolytiques et a I’émission de métal toxique) qui sont a I’origine des dommages
tissulaires observés sont moins importants avec une électrode en platine qu’avec une électrode

en tungsténe (Wetzel et al., 1969 ; White et Gross, 1974 ; Tomov et Tsoneva, 2000).

L’ensemble de ces observations comportementales et histologiques a également été rapporté
dans une theése précédemment soutenue au laboratoire en 2003 par Nicolas BRUET. A
I’époque, ces études de mise au point des conditions de stimulation haute fréquence au sein
du NST chez le rat ont fait partie d’un travail de collaboration, réalisé dans le cadre d’un
programme européen de recherche (5™ PCRDT), piloté par le Dr Lydia KERKERIAN.

Au cours de mon travail doctoral, j’ai donc pu bénéficier de ce développement technologique
qui m’a permis d’affiner les études comportementales chez le rat en fonction des
modifications des paramétres de stimulation, et de pouvoir ensuite corréler ces

comportements moteurs a des variations neurochimiques, principalement au niveau de la SNr.

1.2. Variation des parametres de stimulation

Des études récentes réalisées chez le patient parkinsonien ont mis en avant I’importance des
parametres de stimulation utilisés dans 1’efficacité thérapeutique de la SHF du NST. Ces
travaux ont ainsi montré qu’il était impossible d’obtenir un effet thérapeutique de la
stimulation pour des fréquences de 10 et 50 Hz et que certains symptdmes moteurs dont
I’akinésie pouvaient méme étre aggravés pour des fréquences de 5 Hz (Limousin et al., 1996;
Rizzone et al., 2001; Moro et al., 2002).

Peu d’études ont été rapportées sur I’influence des paramétres de stimulation sur les
comportements moteurs induits chez 1’animal éveillé. Dans la majorité des cas, les études
conduites chez le rat se sont limitées a I’observation des comportements de rotation
contralatérale induits sous I’effet de la SHF du NST (Meissner et al., 2002; Bergmann et al.,
2004) et souvent considérés comme des effets indésirables. Seule une étude publiée par Salin

et collaborateurs a montré I’influence de I’intensité de stimulation, lors de la SHF du NST, sur
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le comportement moteur du rat, décrivant ’apparition de mouvements dyskinétiques de la
patte avant controlatérale a la stimulation (Salin et al., 2002).

Les séquences motrices rapportées au cours de cette thése correlent bien avec celles décrites
par Salin et collaborateurs. L’augmentation progressive de I’intensité de stimulation lors de la
SHF du NST induit, en effet, 1’apparition chronologique d’une ‘gamme’ de dyskinésies
caractérisée d’abord par des dyskinésies oro-faciales (mouvements répétés de la langue),
suivies de dyskinésies axiales (torsion du tronc et de la téte du coté controlatéral a la
stimulation) et de dyskinésies de la patte avant controlatérale (mouvement répété de grattage)
et enfin de rotations également du c6té controlatéral a la stimulation pouvant conduire
I’animal a rouler sur son axe antéro-postérieur.

De maniére intéressante, tous ces comportements ressemblent a ceux décrits chez les animaux
hémiparkinsoniens traités au long cours a la L-DOPA, en dehors de toute stimulation
¢lectrique du NST (Winkler et al., 2002). Il est également intéressant de voir que ces
dyskinésies induites par la SHF apparaissent non seulement chez les animaux
hémiparkinsoniens mais également chez les animaux sains. Cette derniére observation est
particuliérement pertinente car elle évoque la capacité de la SHF du NST a exacerber, a elle
seule, I’activité de circuits moteurs en dehors de toute dénervation dopaminergique et
d’aboutir a des comportements moteurs comparables a ceux observés en situation
parkinsonienne sous traitement L-DOPA.

Enfin, nous avons pu mettre en avant le fait que le niveau d’intensité nécessaire pour induire
ces dyskinésies était plus important pour les rats 6-OHDA que pour les rats sains mais
uniquement lorsque les fréquences et les largeurs d’impulsion étaient respectivement
inférieures a 130 Hz et 60 ps. Ces résultats montrent donc que la réactivité des circuits
moteurs vis a vis de la SHF du NST peut étre différente en fonction de 1’état normal ou
parkinsonien (Guridi et Obeso, 2001). Sur le plan physiopathologique, les dyskinésies
induites par la L-DOPA peuvent étre considérées comme un phénomene d’apprentissage
moteur pathologique, secondaire a une altération de la transmission glutamatergique centrale,
subséquente a la dénervation (Baas, 2000 ; Winkler et al., 2002 ; Paill¢ et al., 2004) et/ou a la
stimulation dopaminergique pulsatile non physiologique (Calon et al., 2000 ; Graybiel et al.,
2000 ; Bézard et al., 2001d ; Jenner, 2004 ; Obeso et al., 2004). Leur expression est liée a une
diminution excessive de la fréquence de décharge des structures de sortie des ganglions de la
base (Filion et al., 1991) associée a des modifications de leur mode de décharge (Boraud et

al., 2001 ; Bevan et al., 2002 ; Hutchinson et al., 2004 ; Meissner et al., 2006).
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Il est alors tout a fait possible que les différences que nous observons entre rats sains et
hémiparkinsoniens, du moins en dessous de 130 Hz et de 60 ps, puissent étre sous tendues par
des niveaux d’activité des structures de sorties des ganglions de la base différents.

A noter que d’autres données de la littérature qui traitent des comportements moteurs induits
chez le rat par la SHF du NST corroborent parfaitement avec nos observations. En effet, les
‘effets secondaires’ décrits par Chang et al. pour des intensités de stimulation supérieures a 50
UA et consistant en un redressement de la téte et une contraction des muscles faciaux (Chang
et al., 2003) correlent aux dyskinésies oro-faciales et axiales que nous observons aux
alentours de 50 uA. De méme, les rotations contralatérales observées par Meissner et
collaborateurs pour des intensités de 300 wA sont identiques a celles que nous avons
observées (Meissner et al., 2002). Enfin, I’apparition d’un mouvement dyskinétique de la
patte antérieure du c6té controlatéral a la stimulation a également été rapportée chez le singe
normal (Beurrier et al., 1997) ainsi que chez des patients parkinsoniens stimulés a des
voltages supérieurs a ceux induisant des effets antiparkinsoniens (Limousin et al., 1996).
L’intensité de stimulation apparait donc comme un parametre clé dans les effets induits par la
SHF du NST et notamment pour les comportements moteurs observés. Il est probable que les
variations d’intensité, bien plus peut-&tre que celles de la fréquence et de la largeur
d’impulsion (qui interviennent probablement davantage dans le patron des modulations
d’activités électrophysiologiques induites par la SHF du NST), puissent jouer un role dans la
nature et le nombre de populations de cellules et/ou axones afférents et efférents recrutés par
la stimulation.

Aucune étude in vivo chez I’animal n’a permis a ce jour de déterminer avec exactitude quel
était le volume de diffusion affecté par la SHF du NST pour une intensité donnée. Seules des
¢tudes de modélisation concernant 1’application d’une SHF au sein du parenchyme cérébral
ont permis d’estimer la distance de la diffusion du courant appliqué a plusieurs mm par
rapport au site stimulé (Grill, 1999 ; Grill et al., 2004 ; Mclntyre et al., 2004).

Il est clairement établi aujourd’hui que les éléments stimulés par 1’électrode de stimulation
concernent les axones afférents, les corps cellulaires et leurs axones efférents ainsi que les
axones de passage. Ainsi, la SHF du NST a un effet indirect sur les neurones du NST via
’activation de leurs axones afférents, mais également un effet direct via ’activation directe de
leurs corps cellulaires ou axones. La résultante de cet effet dépend de la nature des ¢léments
impliqués, de I’aptitude des terminaisons afférentes a suivre la SHF et de la capacité des corps
cellulaires a étre dépolarisés jusqu’au seuil d’émission de potentiels d’action (Maurice et al.,

2003 ; Grill et al., 2004 ; Kita et al., 2005 ; McIntyre et al., 2004; Garcia et al., 2005). Le
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nombre d’axones efférents et de passage mis en jeu par la SHF et entralnant une activation
antidromique de leurs corps cellulaires dépend de I’intensité appliquée. Nous reprendrons
cette argumentation plus loin pour discuter des effets neurochimiques que nous avons

observés.

En dehors de 'intensité, il est clair que les autres parameétres de la stimulation, comme la
fréquence et la largeur d’impulsion, qui déterminent également la quantité de courant délivrée
lors de la SHF du NST, jouent également un rdle important. Nos résultats montrent que
I’intensité nécessaire pour induire 1’apparition des dyskinésies de la patte avant est d’autant
plus faible que la fréquence ou la largeur d’impulsion sont élevées, et ceci jusqu’a ce que ces
deux parametres soient fixés respectivement a des valeurs de 130 Hz et 60 us. Pour des
valeurs de fréquence ou de largeur d’impulsion supérieures a ces deux seuils, I’intensité
induisant des dyskinésies de la patte avant n’est pas statistiquement modifié¢e. Ces résultats
concordent parfaitement avec les données cliniques obtenues par Rizzone et collaborateurs
qui montrent des effets différents induits par la SHF du NST sur I’amélioration de la rigidité
selon les combinaisons de parameétres de stimulation utilisées. L’augmentation de la fréquence
de stimulation de 90 a 130 et 170 Hz semble, en effet, améliorer la rigidité et permet de
réduire I’intensité nécessaire pour induire ces effets. Cependant, a partir de 90 Hz, cette baisse
d’intensité n’est plus significative. Ces auteurs ont également montré que pour une fréquence
fixe, plus la largeur d’impulsion est ¢levée, meilleurs sont les effets cliniques de la SHF du
NST observés (Rizzone et al., 2001).

Il apparait donc, sur le plan clinique, que la fréquence et la largeur d’impulsion sont
¢galement des facteurs clés de la qualité des améliorations motrices observées chez le malade
parkinsonien stimulé. La combinaison des trois parameétres (fréquence, intensité et largeur
d’impulsion) visant a optimiser les effets bénéfiques de la SHF du NST sur le plan moteur
semble également étre propre a chaque malade parkinsonien stimulé et probablement
dépendant de la localisation de 1’¢électrode au sein du NST.

Le role précis joué individuellement par chacun de ces 3 parameétres lors de la SHF du NST
reste toutefois difficile a cerner. Méme si la quantité de courant appliquée lors de cette
stimulation reste 1’¢1ément crucial en termes de recrutement des éléments cellulaires et
axonaux stimulés, il apparait aussi évident que sur le plan qualitatif, ces 3 parametres jouent
un role dans 1I’amélioration motrice observée chez le patient parkinsonien. Nos observations

motrices réalisées chez le rat restent toutefois grossicres et ne permettent pas d’établir une
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¢tude qualitative sur I’optimisation des combinaisons impliquant ces 3 parametres lors de la

SHF du NST.

En résumé, nos résultats obtenus sur 1’étude des paramétres de stimulation chez 1’animal
éveillé, nous ont permis de mettre en évidence une meilleure efficacité des électrodes
monopolaires en platine par rapport aux électrodes bipolaires en tungsténe. Nous avons pu
¢galement évaluer I’impact de chaque paramétre de stimulation sur le comportement moteur
du rat. Ces études nous ont permis de fixer les valeurs des paramétres de fréquence et de
largeur d’impulsion pour nos études chez 1’animal éveillé et correspondent globalement a
celles utilisées en clinique humaine : 130 Hz et 60 ps. Le choix de la valeur de I’intensité de
stimulation utilisée pour la suite de nos études s’est basé essentiellement sur nos observations
comportementales.

En effet, il nous est apparu important d’étudier les conséquences neurochimiques induites par
I’application de deux valeurs d’intensité lors de la SHF du NST: 1’une, pouvant étre
considérée comme élevée, a été fixée entre 60 et 200 pA (I;) selon ’animal considéré et
induisait des dyskinésies de la patte avant controlatérale; 1’autre, non dyskinésiante, a été

arbitrairement fixée a la moitié de la valeur de I; et oscillait selon les animaux entre 30 et 100

HA (I).

II. ETUDE DES VARIATIONS DES TAUX DE GLUTAMATE ET DE GABA
MESURES AU SEIN DE LA SNR LORS DE LA STIMULATION HAUTE
FREQUENCE DU NOYAU SUBTHALAMIQUE INDUISANT OU NON DES
DYSKINESIES DE LA PATTE AVANT

I1.1. Remarques préliminaires concernant I’origine du Glu et du GABA détectés

par microdialyse intracérébrale.

Les remarques que nous faisons ici sont également a prendre en compte pour la deuxiéme
partie expérimentale de cette thése qui concerne les expériences réalisées chez le singe.

Une des questions essentielles concernant la microdialyse est de savoir si les
neurotransmetteurs recueillis et dosés sont le reflet d’une libération synaptique (et donc un
bon index de la neurotransmission) ou si au contraire ils proviennent de phénomeénes

synaptiques non spécifiques (libération non vésiculaire) ou possédent une origine non
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synaptique (libération gliale). Pour répondre a ces questions, de nombreuses études de
microdialyse, basées sur les deux criteres classiques de la neurotransmission, la dépendance
au calcium et 1’ouverture des canaux voltage-dépendants, ont été menées. Afin de tester la
dépendance au calcium des concentrations en neurotransmetteurs mesurées dans les dialysats
ou encore la dépendance a I’ouverture des canaux voltage-dépendants, des liquides de
perfusion dépourvus de calcium ou contenant de la tétrodotoxine (TTX), qui bloque les
canaux sodiques permettant la propagation des potentiels d’action, ont été utilisés (Westerink
et al., 1988).

Pour le Glu et le GABA, les résultats publiés dans la littérature restent contradictoires. En
effet, certains auteurs ayant utilisé un liquide de perfusion contenant de la TTX ou encore
déplété en Ca®’, ont affirmé n’observer aucune incidence sur les taux de Glu mesurés dans les
dialysats recueillis (Biggs et al., 1995 ; Miele et al., 1996 ; Timmerman et Westerink, 1997).
A D'inverse, d’autres auteurs ont montré que 1’augmentation de Glu mesurée au niveau du
cortex préfrontal chez un rat soumis a un stress de contention pouvait étre masquée, lors des
recueils des dialysats, par 1’utilisation d’un liquide de perfusion contenant du TTX
(Moghaddam, 1993).

Les expériences conduites au laboratoire lors de theéses précédentes ont permis de montrer que
la perfusion d’un LCR sans calcium contenant un chélateur calcique était capable de diminuer
de 30 % les taux de Glu mesurés dans les dialysats recueillis au niveau de la SNr et du GP
(Frangois Windels, 2003). De méme, la perfusion d’un LCR contenant de la TTX (3 uM) a
permis de montrer que les taux de base de Glu étaient beaucoup plus sensibles au blocage des
canaux sodiques voltage dépendants que ceux de GABA.

Toutefois, la perfusion de LCR contenant de la TTX ou dépourvu de Ca*" peut influencer tous
les neurones a proximité du site de perfusion. D¢s lors, une modification de la libération d’un
neurotransmetteur peut résulter non seulement de 1’effet spécifique du LCR perfusé mais
¢galement des effets secondaires générés par I’interaction avec d’autres neurotransmetteurs. I1
semble donc envisageable que des effets différents puissent interférer, voire s’annuler entre
eux, perturbant ’interprétation des données expérimentales. Biggs et collaborateurs ont
montré qu’au niveau de la SN, les augmentations des taux extracellulaires de GABA
évoquées par une stimulation électrique des fibres passant a proximité du NST, présentaient
les caractéristiques d’une libération neuronale, contrairement aux concentrations basales, qui
semblaient plutot avoir une origine non-neuronale (Biggs et al., 1995). D’autres études ayant

utilisé I’a-latrotoxine, un agent spécifique intervenant sur I’exocytose, préconisent davantage
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une origine neuronale des taux de base du Glu au niveau striatal ainsi que des augmentations
de ces concentrations évoquées par une stimulation potassique (Herrera-Marshitz et al., 1996).
La question de I’origine neuronale ou non du Glu et du GABA collecté dans les dialysats reste
une question encore ouverte a ce jour.

Un certain nombre d’arguments expérimentaux avancés plus récemment indique toutefois
qu’une grande majorité du Glu mesuré par microdialyse provient d’un pool non vésiculaire
(Baker et al., 2002 ; Del Arco et al., 2003) et que sa concentration extracellulaire dépend
étroitement de 1’équilibre entre les processus de libération et les activités de capture. Ainsi
I’augmentation de Glu libéré par des processus dits ‘classiques’ par les terminaisons
synaptiques pourrait étre masquée par des mécanismes non vésiculaires impliquant des
modifications métaboliques d’ordre plus général du Glu ou de son activité de capture. Dans ce
contexte, la technique de microdialyse intracérébrale, de par sa nature, ne serait pas la
technique la plus adaptée pour détecter des changements de libération vésiculaire du Glu.
Cependant et en conclusion, les résultats obtenus au laboratoire (Windels et al., 2000, 2003,
2005 ; Bruet et al., 2003) ou rapportés dans la littérature suggerent qu’une partie au moins des
acides aminés présents au niveau extracellulaire serait d’origine neuronale. Enfin, et pour
conforter cette origine neuronale du Glu, rappelons que des 1ésions a 1’acide iboténique du
NST induisent une chute des taux de base de Glu de 1’ordre de 80 % au niveau de la SNr sans
affecter les taux de GABA (observations non publiées issues du travail de theése de Francois
Windels, dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Christelle Baunez, qui avait réalisé les
lIésions du NST). Enfin, pour limiter les critiques éventuelles relatives a 1’utilisation des
techniques de microdialyse intracérébrale pour la mesure des taux de Glu et de GABA, nous
dirons que ces techniques restent a ce jour les seules réalisables in vivo. De plus quelle que
soit I’origine des acides aminés mesurés, leur variation sous [’effet d’agents
pharmacologiques ou encore de la SHF du NST, comme c’est le cas dans le présent travail,
induit probablement des conséquences fonctionnelles non négligeables et interprétables. La
question de I’origine neuronale ou non de la dopamine et de la sérotonine est évidemment

moins sujette a débat et a controverse.

I1.2. Comparaison des taux de base de Glu et de GABA entre le rat sain et le rat

hemiparkinsonien

Selon le modele anatomo-fonctionnel des ganglions de la base proposé par Albin et

collaborateurs et repris plus tard par DeLong (Albin et al., 1989 ; DeLong, 1990), la perte des
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neurones dopaminergiques de la SNc conduit a une hyperactivit¢ des neurones
glutamatergiques du NST, via une levée de I’inhibition induite par le GPe. Cependant,
I’origine de cette hyperactivité semble plus complexe et I’implication exclusive de la seule
voie pallido-subthalamique est aujourd’hui controversée. Des afférences subthalamiques
issues du noyau pédoculopontin et/ou du noyau parafasciculaire du thalamus pourraient jouer
un role non négligeable dans cette hyperactivité (Orieux et al., 2000), tout comme la
projection dopaminergique nigro-subthalamique (Kreiss et al., 1997 ; Hassani et al., 1997).
Néanmoins, cette hyperactivité du NST est actuellement bien admise dans la
physiopathologie de la MP et a été confirmée par des études électrophysiologiques qui
montrent que la fréquence de décharge des neurones subthalamiques est augmentée apres
Iésion de la SNc ou encore apres traitement aux neuroleptiques (Bergman et al., 1994 ;
Hassani et al., 1996 ; Degos et al., 2005). Pour certains auteurs, cette augmentation de
I’activité des neurones du NST serait corrélée a une augmentation du nombre de décharge en
bouffées (Bergman et al., 1994 ; Hassani et al., 1996 ).

Nos résultats confirment clairement sur le plan neurochimique cette hyperactivité¢ du NST a
I’état basal chez les rats 6-OHDA et sont cohérents avec les données obtenues précédemment
dans notre laboratoire chez le rat anesthésié (Windels et al., 2005). Cette augmentation des
taux de Glu au sein de la SNr pourrait provenir des axones terminaux du NST, des cellules
gliales ou des deux (Danbolt, 2001 ; Parpura et al., 2004). Cependant, comme nous 1’avons
précisé plus haut, la Iésion du NST entraine une diminution importante (environ 80 %) des
taux de base en Glu dans la SNr (Rosales et al., 1997). Il apparait donc probable que la
majorité de I’augmentation de Glu détectée a 1’état basal dans la SNr des animaux 6-OHDA
soit liée a une activité accrue des neurones du NST qui est probablement corrélée a
I’augmentation de la fréquence de décharge et/ou au changement de leur mode de décharge.
Il a effectivement été montré qu’a fréquence égale, un mode de décharge en bouffée
entrainait une libération exacerbée de neuromédiateurs par rapport a un mode de décharge
régulier et tonique (Gonon et Buda, 1985).

Les taux de base de GABA sont également augmentés dans la SNr des animaux
hémiparkinsoniens mais dans une moindre mesure par rapport a ceux de Glu (x 3 versus x
20). Etant donné que les projections subthalamo-nigrales sont glutamatergiques,
I’augmentation des valeurs basales du GABA ne peut s’expliquer que par la mise en jeu
d’interactions indirectes découlant de I’hyperactivité subthalamique. Les récents résultats
obtenus au sein de notre laboratoire sur I’animal anesthési¢é montrent que ce GABA

proviendrait majoritairement du GP, puisque la lIésion de celui-ci entraine une diminution
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massive des taux de GABA dans la SNr (Windels et al., 2005). Cependant, la possibilité d’une
origine différente, émanant de collatérales d’axones de la SNr ou encore du striatum, ne peut
étre exclue.

Enfin, il faut noter que les augmentations des taux de base de Glu et GABA dans la SNr des
rats apres 1ésion de la SNc est plus prononcée chez les animaux éveillés que celle reportée
chez les animaux anesthésiés (Windels et al., 2005), les anesthésiques jouant sans doute un
effet sur les concentrations d’acides aminés (Arai et al., 1990; Rozza et al., 2000, Windels et
Kiyatkin, 2006). De nombreuses études in vivo et in vitro montrent que 1’effet des
anesthésiques volatiles passe par une dépression de 1’activité du systéme nerveux central qui
se fait majoritairement via une inhibition de la transmission excitatrice glutamatergique. Un
ensemble de mécanismes pré- et post-synaptiques semblent impliqués dans cette dépression
de I’activité glutamatergique. Ainsi, plusieurs études in vitro s’accordent a montrer que
I’halothane induit un blocage ou une diminution de la libération de Glu (Kirson et al., 1998 ;
Larsen et Langmoen, 1998). Ce blocage pourrait provenir d’une inhibition des canaux Ca 2+
voltages dépendants situés sur les terminaisons pré-synaptiques, empéchant ainsi la fusion des
vésicules de neurotransmetteurs avec la membrane neuronale (Pocock et Richards, 1988). Au
niveau post-synaptique, 1’halothane semble induire un blocage des récepteurs
glutamatergiques avec une action préférentielle sur les récepteurs de type NMDA (Martin et
al., 1996) et AMPA (Kirson et al., 1998). Enfin, les effets de 1’halothane pourraient également
interférer avec la recapture du Glu. Toutefois, les données sont plus contradictoires sur ce
point. En effet, plusieurs études in vitro montrent une augmentation de la recapture du Glu en
présence d’halothane (Miyazaki et al., 1997 ; Larsen et Langmoen, 1998) qui pourrait
découler de 1’activation de la protéine kinase C (Casado et al., 1993) entrainant la
phosphorylation et I’activation des transporteurs aux Glu et/ou faire intervenir une recapture
astrocytaire (Miyazaki et al., 1997). A I’inverse, une autre étude réalisée sur des
synaptosomes de rat montre que 1’halothane inhibe la recapture du Glu (Sugimura et al.,
2001).

Ainsi, méme si ’ensemble de ces résultats montre de fagon claire I’importance de 1’action de
I’halothane sur la transmission glutamatergique, il est possible que 1’effet dépresseur des
anesthésiques halogénés sur 1’activité du systéme nerveux central soit également médié par
une action sur la transmission GABAergique. De tels effets ont été mis en évidence. Sugimura
et collaborateurs ont montré que, tout comme pour le Glu, la recapture du GABA était

supprimée en présence d’halothane (Sugimura et al., 2001). Ces données sont en accord avec
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I’augmentation de la durée des potentiels post-synaptiques inhibiteurs hippocampiques
observée in vivo chez le rat en présence d’halothane (Pearce et al., 1989).

Cet effet double de 1’halothane sur les transmissions glutamatergiques et GABAergiques
pourrait ainsi expliquer les divergences de résultats obtenus entre 1’animal anesthésié et
éveillé concernant les taux de base mesurés dans la SNr. L’existence de telles interférences
entre systeme de transmission glutamatergique et GABAergique avec les anesthésiques nous
a donc conduit a s’affranchir de ce probléeme en développant ici nos investigations
neurochimiques chez I’animal éveillé. Toutefois, les effets des anesthésiques sont a moduler
car trés souvent, des effets comparables de certains agents pharmacologiques ou méme de la
SHF se retrouvent dans les deux conditions expérimentales, seule leur amplitude est modulée

(Paul et al., 2000 ; Windels et Kiyatkin, 2006).

11.3. Effet de I’intensité de stimulation sur les modifications des taux de Glu et de

GABA au sein de 1a SNr.

Les résultats obtenus au cours de mon travail de thése montrent clairement que les
modifications neurochimiques observées dans la SNr chez 1’animal éveillé différent selon la
valeur de ’intensité appliquée lors de la SHF du NST :

- Lorsque la SHF du NST est appliquée avec une intensité dyskinésiante pour la patte
avant contralatérale (60-200 wA), des augmentations des contenus de Glu
extracellulaire sont observées aussi bien chez le rat sain que chez le rat traité a la 6-
OHDA. Dans ces mémes conditions, seule une augmentation de GABA est observée
chez le rat sain. Il est intéressant de noter que la SHF du NST appliquée a des
intensités dyskinésiantes est toujours associée a des augmentations de Glu dans la SN,
et ce, aussi bien en situation normale que parkinsonienne.

- Lorsque la SHF du NST est appliquée avec une intensité non dyskinésiante pour la
patte avant (30-100 nA), les augmentations de Glu dans la SNr ne sont plus retrouvées
ni chez les rats sains, ni chez les rats hémiparkinsoniens, et seule une augmentation de
GABA est détectée chez les rats 6-OHDA.

Nous allons discuter ces résultats en tentant de corréler ces modifications neurochimiques aux
comportements moteurs associés, mais aussi en essayant d’en tirer des implications

fonctionnelles.
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I1.3.1. Modifications neurochimiques induites par une intensité dyskinésiante.

Les augmentations de Glu observées chez le rat sain et hémiparkinsonien sous 1’effet de la
SHF du NST avec une intensité dyskinésiante pourraient s’expliquer par une activation des
projections subthalamo-nigrales qui sont de nature glutamatergique (Hammond et al., 1978).
L’existence d’une influence excitatrice du NST sur la SNr mais aussi sur le GP a bien été
démontrée par des approches pharmacologiques (Roblédo et Féger, 1990). Lors d’une étude
électrophysiologique récente, Maurice et collaborateurs ont montré que pour des intensités
quasi comparables a celles que nous utilisons (> 80 uA), la SHF du NST évoque des réponses
excitatrices au sein de la SNr chez le rat. Les temps de latence de ces réponses sont similaires
et cohérents au temps de conduction de la voie subthalamo-nigrale (Kita et Deniau, 1981). La
mise en jeu de fibres excitatrices lors de la SHF du NST a également ét¢ démontrée chez le
singe par des approches pharmacologiques montrant une activité accrue du GPi, probablement
médiée par I’activité des fibres subthalamo-pallidales (Hashimoto et al., 2003 ; Kita et al.,
2005). Ces résultats neurochimiques obtenus chez le rat éveillé confirment également, du
moins pour le rat sain, les augmentations de Glu observées chez 1’animal anesthésié pour une
intensité nettement plus élevée (500 nA, Windels et al., 2000). Toutefois, cette étude conduite
au laboratoire chez le rat anesthésié avait ¢té réalisée avec une électrode bipolaire. Nous
essaierons de discuter plus loin les différences observées entre les modifications
neurochimiques détectées chez I’animal éveillé et celles obtenues chez I’animal anesthésié, en

tenant compte des différences relatives aux conditions expérimentales utilisées.

Sur le plan comportemental, nos résultats neurochimiques montrant que les dyskinésies de la
patte avant controlatérale induites par la SHF du NST peuvent étre associées a des
augmentations de Glu dans la SNr, apparaissent en contradiction avec les mouvements
hémiballiques observés apres 1ésion du NST (Whittier et Mettler, 1949; Carpenter et al., 1950;
Hammond et al., 1979; Hamada et Delong, 1992; Guridi et Obeso, 2001). En effet, il a été
montré chez ’homme comme chez le primate, que des 1ésions du NST, logiquement associée
a une diminution de la transmission glutamatergique au niveau de la SNr, pouvaient induire
des mouvements hémiballiques. Cette contradiction apparente met en exergue 1’impossibilité
de considérer sur le plan fonctionnel la SHF du NST comme une simple 1ésion. De plus, il a
¢été montré que des SHF du NST appliquées a de fortes intensités pouvaient induire des
mouvements hémiballiques chez le singe mais aussi chez le malade parkinsonien (Limousin et

al., 1996 ; Beurrier et al., 1997 ; Moro et al., 2002).
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Si les variations de Glu observées ici lors de la SHF du NST a des intensités dyskinésiantes
sont probablement liées a des augmentations d’activité de la voie subthalamo-nigrale, les
augmentations de GABA résultent quant a elles possiblement d’interactions directes et/ou
indirectes entre les structures des ganglions de la base impliquées dans les mécanismes de
cette SHF. Différents mécanismes peuvent étre proposés pour expliquer ces augmentations de
GABA qui ne s’observent ici que chez le rat sain.

D'un point de vue anatomique, il faut souligner que de nombreuses fibres GABAergiques qui
se projettent sur la SNr, transitent au niveau du NST ou a proximité, notamment celles issues
du striatum ou du GP (Nakanishi et al., 1987). La SHF du NST pourrait de ce fait activer
directement ces fibres et provoquer une augmentation de la libération de GABA au niveau de
la SNr. Toutefois, cette augmentation de GABA pourrait refléter une activation préférentielle
de la voie pallido-nigrale. En effet, une activation anti-dromique de la voie pallido-
subthalamique pendant la SHF du NST, entrainant une activation des neurones pallido-
nigriques, est envisageable et a d’ailleurs été récemment suggérée par des approches
électrophysiologiques sur des tranches de cerveau de rat (Garcia et al., 2003). Comme nous
I’avons précisé dans nos rappels bibliographiques, un méme neurone GABAergique du GP
envoie deux axones, I’un vers le NST, I’autre vers la SNr. De ce fait, une dépolarisation anti-
dromique le long des axones pallido-subthalamiques pourrait se propager de facon ortho-
dromique sur les axones pallido-nigriques expliquant ainsi nos résultats neurochimiques. De
plus P’activation directe des neurones du GP sous I’effet de la SHF du NST, via la voie
subthalamo-pallidale, a déja été décrite élecrophysiologiquement, que ce soit chez I’animal ou
chez ’homme (Maurice et al., 2003; Dostrovsky et al., 2002 ; Kita et al., 2005), et est en
accord avec les résultats neurochimiques obtenus chez le rat anesthésié qui montrent des
augmentations de Glu dans le GP au cours de la SHF du NST (Windels et al., 2000).
Finalement, I’origine majoritairement pallidale des taux augmentés de GABA dans la SNr au
cours de la SHF du NST semble aujourd’hui I’hypothéese la plus probable. En effet, des études
conduites derniérement au laboratoire chez le rat sain anesthésié ont montré que ces
augmentations de GABA étaient abolies aprés 1ésion du GP (Windels et al., 2005). Ces
résultats viennent d’étre confortés par une étude électrophysiologique réalisée chez le singe
qui montre que la réponse inhibitrice induite au niveau du GPi sous I’effet de la SHF du NST
est supprimée aprés blocage pharmacologique de 1’activité des neurones du GPe (Kita et al.,
2005). On ne peut cependant pas écarter la mise en jeu de mécanismes indirects tels que 1)
’activation de la voie striato-nigrale par le biais d'une augmentation des taux de DA striatale

sous l'effet de la SHF du NST (Bruet et al., 2001); 2) une interaction entre le Glu provenant
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du NST et les neurones GABAergiques de la SNr et leurs collatérales (Mailly et al., 2003); 3)
une activation du noyau parafasciculaire par l'intermédiaire des projections subthalamiques,
qui pourrait en aval stimuler la voie striato-nigrique; 4) l'activation de cette voie striato-
nigrique par des projections cortico-striatales, elles mémes activées par une excitation anti-
dromique des fibres cortico-subthalamiques induite par la SHF du NST; pourrait expliquer

I’origine de ce GABA nigral.

I1.3.2. Modifications neurochimiques induites par une intensité non

dyskinésiante

Aucune variation des taux de Glu n’est constatée, aussi bien chez le rat sain que chez le rat
parkinsonien, sous 1’effet de la SHF du NST appliquée avec une intensité n’induisant pas de
dyskinésies de la patte avant. Seule une augmentation des taux de GABA est observée chez
les rats parkinsoniens. Le niveau d’intensité¢ de stimulation utilisé ici semble donc ne pas étre
délétere puisqu’il n’induit pas de mouvements dyskinétiques. L’augmentation des taux de
GABA extracellulaire observée chez les animaux 1ésés a la 6-OHDA confirme les résultats
obtenus au laboratoire par Windels et collaborateurs (Windels et al., 2005) chez 1’animal
anesthésié¢ et conforte 1’hypotheése fonctionnelle que nous avions émise, suggérant que le
GABA pourrait jouer un role clé dans les mécanismes de la SHF du NST.

En effet, les mécanismes qui sous-tendent les effets bénéfiques de la SHF du NST sur les
symptdmes moteurs de la MP soulévent de nombreuses questions fondamentales d’ordre
physiopathologique concernant les interactions des différents réseaux neuronaux appartenant
aux ganglions de la base. Les effets bénéfiques similaires observés aprés 1ésion (Bergman et
al., 1990; Patel et al., 2003) ou inactivation pharmacologique du NST (Levy et al., 2001) dans
des modeles animaux de la MP, ou encore chez des patients parkinsoniens ont conduit a
penser que la SHF pourrait s’apparenter a une ‘lésion fonctionnelle’. Cette hypothése,
longtemps défendue, suggérait que la SHF du NST pouvait inactiver les neurones du NST par
un mécanisme de blocage de dépolarisation (Benazzouz et al., 1995; Beurrier et al., 2001) ou
bien remplacer leur mode de décharge anormal par une activité imposée par la SHF (Garcia et
al., 2003), normalisant ainsi I’hyperactivité pathologique des structures de sorties des
ganglions de la base (Burbaud et al., 1994; Benazzouz et al., 1995; Magarinos-Ascone et al.,
2002; Tai et al., 2003).

Toutefois, la SHF du NST est généralement suivie d’une augmentation d’activité du GP et de

la SNc (Benazzouz et al., 2000 ; Hashimoto et al., 2003). De plus, chez le rat éveill¢ contraint,
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les neurones du NST peuvent, sous certaines conditions, décharger avec des fréquences
supérieures a 130 Hz (Urbain et al., 2000). Par ailleurs, il avait ét¢ montré que la fréquence
maximale de décharge des neurones du NST se situait aux alentours de 500 Hz (Kita and
Kitai, 1987) et que les neurones de la SNr pouvaient suivre des stimulations du NST
supérieures a 100 Hz (Hammond et al., 1978). Des données récentes obtenues chez I’homme
montrent que les neurones du NST ne deviennent pas silencieux sous I’effet de la SHF du
NST (Dostrovsky et Lozano, 2002) et ceci a été confirmé chez le rat (Maurice et al., 2003).
Ces observations expérimentales ont été autant de preuves allant a I’encontre de cette
hypothese de ‘blocage de dépolarisation’ des neurones du NST au cours de la stimulation.

De ce fait, une hypothése proposant la réduction de I’activité excessive des neurones du NST
et de la SNt chez le patient parkinsonien par le recrutement de circuits inhibiteurs impliquant
le GP, la SNc et/ou le striatum a été avancée.

Les premiers résultats neurochimiques obtenus au laboratoire chez le rat sain anesthésié et
visant a explorer les mécanismes de la SHF du NST, nous ont amené a défendre tres
précocement cette hypothese. En effet, comme dit précédemment, Francois Windels avait
montré lors de son travail doctoral que la SHF du NST augmentait les taux extracellulaires de
Glu et de GABA dans la SNr et uniquement ceux de Glu dans le GP, suggérant ainsi la mise
en jeu de fibres excitatrices et inhibitrices (Windels et al., 2000). L hypothése émise alors a
depuis été confortée par des études électrophysiologiques chez le rat et le singe (Maurice et
al., 2003 ; Kita et al., 2005) et a consisté a dire que le GABA pourrait jouer un role
déterminant dans I’inhibition des voies de sorties des ganglions de la base sous 1’effet de la
SHF.

Les résultats neurochimiques obtenus chez le rat parkinsonien sous anesthésie (Windels et al.,
2005) et ceux rapportés ici en situation d’éveil vont dans le méme sens. En effet, on peut
considérer que la SHF du NST appliquée avec une intensité non dyskinésiante, et donc non
délétere, puisse étre bénéfique sur les symptomes moteurs de la MP. Dés lors, cette action
bénéfique pourrait étre supportée par I’action du GABA au niveau de la SNr dont les taux
sont augmentés. Par ailleurs, comme nous 1’avons précisé plus haut, des SHF du NST
appliquées a de fortes intensités entrainent I’apparition de mouvements hémiballiques chez le
malade parkinsonien mais aussi chez le singe (Limousin et al., 1996 ; Beurrier et al., 1997).
Or, lors de la sélection des parametres de stimulation chez le malade parkinsonien implanté, la
valeur optimale de I’intensité choisie pour les effets antiparkinsoniens attendus est toujours
fixée 30 a 40 % en dessous de la valeur induisant des mouvements hémiballiques délétéres.

Sur la base de nos résultats neurochimiques, obtenus certes chez le rat, on peut penser que la
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fixation de cette valeur d’intensité bien au dessous du seuil des mouvements hémiballiques
privilégie la mise en jeu du systétme GABAergique se projettant sur la SNr au détriment du
systéme glutamatergique, activé lui, pour des intensités plus élevées. L’action du GABA alors
en exces dans cette structure de sorties des ganglions de la base, viendrait contrecarrer
I’hyperactivité de la SNr, elle-méme induite par celle du NST sous I’effet de la Iésion
dopaminergique. Les données eléctrophysiologiques obtenues chez le primate par Kita et
collaborateurs privilégient également cette hypothese (Kita et al., 2005).

La comparaison des résultats neurochimiques, obtenus chez I’animal anesthésié avec des SHF
du NST de forte intensité (500 uA) (Windels et al., 2000), avec ceux obtenus ici chez le rat
éveillé avec des SHF du NST appliquée a des intensités dyskinésiantes, fait apparaitre des
divergences, notamment chez les rats hémiparkinsoniens, qui concernent principalement les
variations des taux de Glu dans la SNr. Aucune augmentation de ces taux n’est observée chez
I’animal anesthésié alors qu’elle est détectée chez I’animal éveillé. Ces différences sont
probablement dues a plusieurs facteurs liés aux conditions expérimentales utilisées dans les
deux cas. Ces facteurs peuvent étre :

1/ ’effet de I’anesthésie ; nous avons déja évoqué et discuté plus haut les interférences
possibles entre anesthésiques et systéme glutamatergique.

2/ la nature de I’¢électrode et la modalité¢ de stimulation utilisées ; dans le travail de Frangois
Windels et collaborateurs, 1’¢électrode utilisée était une électrode bipolaire de type SNEX 100
en acier inoxydable (diamétre externe 250 um). Celle utilisée chez I’animal éveillé est une
¢lectrode monopolaire en platine (diamétre externe 75 um). Comme dit précédemment, il est
probable que les modalités de diffusion du courant propre a chaque type d’¢électrode puisse
expliquer les divergences de résultats observées, tout comme d’ailleurs, la localisation méme
de I’¢électrode. En effet, les €électrodes bipolaires sont souvent placées juste au-dessus du NST
alors que les électrodes monopolaires doivent pénétrer 1égeérement au sein de la structure
(Salin et al., 2002).

3/ I’intensité appliquée ; méme si les deux valeurs d’intensité utilisées sont élevées (500 uA
pour I’animal anesthési¢ ; 60-200 nwA pour 1’animal éveillé), on peut penser que la diffusion
du courant et donc la nature et le nombre des ¢éléments recrutés par la stimulation sont
différents. En effet, la stimulation mono-polaire conduit probablement a une diffusion plus
large de ce courant. De plus, I’utilisation dans ce travail d’une électrode mono-polaire nous
assure de la nature cathodique de la stimulation, cette différenciation n’est pas possible avec

une ¢électrode bipolaire. Les études de modélisation, réalisées par Mclntyre et Grill sur 1’effet
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de la stimulation, indiquent que les stimulations anodiques activeraient préférentiellement les
corps cellulaires alors que les stimulations cathodiques activeraient les fibres de passage
(Mclntyre et Grill, 2001). Il semble ainsi trés probable que la stimulation appliquée ici chez
I’animal éveillé en mode monopolaire implique plus spécifiquement une activation des fibres
nerveuses.

Au total, la prise en compte de I’ensemble de ces facteurs, qui mériteraient certainement
d’étre analysés in fine, peut permettre d’expliquer les différences de variation des taux de Glu

notées dans les deux conditions expérimentales.

En conclusion, cette étude conduite chez le rat éveillé libre de ses mouvements confirme que
la dénervation dopaminergique induit une hyperactivité des neurones subthalamiques
comme en témoigne [’augmentation des taux de Glu observée dans la SNr de rats
hémiparkinsoniens. Cette étude montre également que ’intensité de stimulation joue un role
déterminant dans les effets neurochimiques induits par la SHF du NST au sein de la SNr.
En effet, lorsque la SHF du NST est appliquée avec des intensités élevées (60-200 nA),
produisant des dyskinésies de la patte avant controlatérale, des augmentations des taux
de Glu sont détectées au sein de la SNr. Ces intensités, pouvant étre considérées comme
déléteres sur le plan moteur, pourraient étre comparées a celles induisant des mouvements
hémiballiques chez le patient parkinsonien stimulé.

Lorsque la SHF du NST est appliquée avec des intensités non dyskinésiantes, I’activation
du systeme glutamatergique ne semble plus étre prédominante, et ce sont les taux de GABA
qui sont cette fois augmentés au sein de la SNr. Les valeurs d’intensité choisies dans ce cas
sont situées 50 % au dessous de celles induisant des mouvements dyskinétiques. La
comparaison de nos résultats avec les applications cliniques de la SHF du NST chez les
patients parkinsoniens, laisse suggérer que les intensités non dyskinésiantes pourraient, par la
mise en jeu préférentielle du systtme GABAergique au sein de la SNr, inhiber 1’activité de
ces neurones et ainsi étre bénéfiques pour I’amélioration des symptomes moteurs chez le
malade parkinsonien stimulé.

Ces résultats neurochimiques nous ont logiquement conduit a vérifier in vivo le role
fonctionnel joué par le Glu dans I’apparition de ces mouvements dyskinétiques de la patte

avant.
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IITI. MISE EN EVIDENCE DE L’IMPLICATION DES SYSTEMES
GLUTAMATERGIQUES DANS L’APPARITION DES DYSKINESIES DE LA PATTE
AVANT CONTRALATERALE SOUS L’EFFET DE LA STIMULATION HAUTE
FREQUENCE DU NST

Les effets thérapeutiques de la SHF du NST ont largement été explorés tant en recherche
clinique que fondamentale afin de comprendre les mécanismes qui sous-tendent cette
efficacité (Burbaud et al., 1994; Benazzouz et al., 1995, 2002; Beurrier et al., 2001;
Dostrovsky et al., 2002 ; Magarinos-Ascone et al., 2002; Garcia et al., 2003 ; Hashimoto et
al., 2003 ; Maurice et al., 2003 ; Tai et al., 2003 ; Windels et al., 2000, 2005). Cependant, a
notre connaissance, aucune ¢étude a ce jour n’a été réalisée concernant les mécanismes
neurochimiques a 1’origine des effets moteurs déléteres de la stimulation, tels que 1’apparition
de mouvements anormaux involontaires ou de dyskinésies. Seules quelques études cliniques
en font une analyse descriptive (Limousin et al., 1996; Rizzone et al., 2001; Moro et al.,
2002). Ainsi, 1’étude pharmacologique que nous avons réalisée dans le but de vérifier
I’implication de la neurotransmission glutamatergique au sein de la SNr, dans 1’apparition des
dyskinésies de la patte avant induites par la SHF du NST a forte intensité (I;), constitue une
approche originale.

Nos résultats montrent que ces dyskinésies sont prévenues par 1’injection intra-nigrale (SNr)
d’un antagoniste glutamatergique a large spectre, I’acide kynurénique. A 1’inverse, I’injection
de NMDA et AMPA, agonistes spécifiques des récepteurs glutamatergiques du méme nom,
conduit a I’apparition de ces mémes dyskinésies lors de stimulations appliquées a faible
intensité, non dyskinésiantes. Il faut noter que, ni I’injection de NMDA et AMPA, ni la
stimulation a faible intensité du NST ne sont capables d’induire, a elle seule, 1’apparition de

ces dyskinésies de la patte avant.

Comme nous I’avons déja mentionné, les différentes dyskinésies induites par la SHF du NST
chez I’animal éveillé sont tout a fait comparables a celles observées dans des modeles
animaux de la MP traités a la L-DOPA. En effet, des mastications, des mouvements saccadés
de la patte antérieure, des torsions du tronc et du museau et des rotations ont été décrites chez
des rats 6-OHDA ayant regu des injections quotidiennes de L-DOPA (6 ou 100 mg/kg)
pendant 20 a 28 jours (Lee et al., 2000 ; Lundblad et al., 2002 ; Winkler et al., 2002).

D’un point de vue physiopathologique, nous avons déja mentionné que les dyskinésies

induites par la L-DOPA pouvaient étre considérées comme un phénomene d’apprentissage






moteur pathologique secondaire a une altération de la transmission glutamatergique et
probablement aussi GABAergique, suite a la dénervation et/ou a la stimulation
dopaminergique pulsatile non physiologique (Baas et al., 2000 ; Calon et al., 2000 ; Graybiel
et al., 2000 ; Bezard et al., 2001d ; Winkler et al., 2002 ; Obeso et al., 2002 ; 2004 ; Jenner,
2004 ; Paill¢ et al., 2004 ; Brotchie, 2005). Leur expression pourrait étre ¢galement liée a une
diminution excessive de la fréquence de décharge des structures de sorties des ganglions de la
base. Ceci a été déterminé a la fois chez le singe MPTP et le malade parkinsonien (Filion et
al., 1991 ; Papa et al., 1999 ; Lozano et al., 2000 ; Boraud et al., 2001 ; Hutchinson et al.,
2004 ; Meissner et al., 2006 ; Alonso et al., 2006). L hypersensibilité de dénervation
dopaminergique a clairement été mise en cause également dans ’apparition des dyskinésies
L-DOPA induites (Calon et al., 2000 ; Graybiel et al., 2000). Toutefois, méme si les sites de
liaison des récepteurs D1 et D2 sont augmentés dans le striatum aprés traitement a la L-DOPA
ou lésion dopaminergique, aucun lien évident n’a pu étre établi entre I’expression striatale de
ces récepteurs et I’apparition de ces dyskinésies sous L-DOPA (Aubert et al., 2005). Par
contre, une augmentation pathologique de ’activité des neurones striataux épineux efférents
de la voie directe a été mise en évidence (Picconi et al., 2003), avec notamment une
hyperactivation du récepteur D1 et des protéines de la cascade intracellulaire dépendante de
ce récepteur (Cd K5 et DARP-32) (Picconi et al., 2003 ; Aubert et al., 2005 ; Hakansson et al.,
2004).

Au-dela des récepteurs dopaminergiques, il s’agit d’une réorganisation de la transmission
cortico-striatale controlée par la DA. Dans le cas du systéme glutamatergique (Chase, 1998 ;
2004), il a été montré qu’une augmentation de 1’efficacité synaptique des récepteurs NMDA,
dont la phosphorylation est augmentée (en particulier la sous-unité NR2B) (Dunah et al.,
2000), était impliquée dans les dyskinésies L-DOPA induites (Chase et Oh, 2000). Une
augmentation de 1’expression de la protéine Homer-1a, qui interagit avec les récepteurs
métabotropiques du Glu, correle aussi avec les dyskinésies (Sgambato-Faure et al., 2005). Les
mécanismes de sensibilisation ou de ‘priming’ permettant le développement des dyskinésies
L-DOPA induites, et les mécanismes de maintien de ce ‘priming’, favorisant leur expression
dans le temps, sont tout aussi importants. Il a été montré que la simple activation des
récepteurs dopaminergiques D1 ou D2 conduit a I’expression d’un grand nombre de geénes
précoces (Gerfen et al., 1990). Ce phénomene est amplifié dans un striatum déplété en DA
(Berke et al., 1998) et est également associé¢ a des modifications dans les cascades de
signalisation intracellulaire, touchant notamment les MAP kinases ERK1/2 (Gerfen et al.,

2002). L’étude de I’expression des précurseurs des peptides opioides des neurones striataux
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de la voie directe (dynorphine et substance P) ou indirecte (enképhaline et neurotensine) a
montré que tous ces précurseurs sont augmentés dans le striatum d’animaux dyskinétiques
(Cenci et al., 1998 ; Henry et al., 1999 ; Morissette et al., 1999). De méme, 1’induction
persistante de facteurs de transcription dans les neurones striataux de la voie directe, tels que
OFosB, un FRA ‘Fos-related antigen’ (Cenci, 2002 ; Tekumalla, 2001), ou CREB (Oh et
Chase, 2002), a ¢été impliquée dans le développement de ces dyskinésies L-DOPA
dépendantes. L’ensemble de ces études montre donc que les dyskinésies L-DOPA induites
sont sous-tendues par des modifications durables d’expression génique dans le striatum, et
peut-étre aussi dans d’autres structures des ganglions de la base (Calon et al., 2000 ; Graybiel
et al., 2000 ; Hirsch, 2000 ; Chase, 2004).

Des données d’observations cliniques obtenues chez les malades parkinsoniens stimulés a
haute fréquence dans le NST mettent en évidence la disparition progressive des dyskinésies
induites par la L-DOPA au long court (Krack et al., 1999 ; Bejjani et al., 2000 ; Benabid et al.,
2000 ; Fraix et al., 2000 ; Moro et al., 2002 ; Krack et al., 2003). Cette amélioration des
dyskinésies serait liée surtout a la réduction du traitement dopaminergique, en moyenne de
I’ordre de 60 %, le traitement médicamenteux pulsatile étant remplacé par un traitement (la
stimulation) continu, non pulsatile.

De facon intéressante, la stimulation du NST peut elle-méme induire des dyskinésies selon
I’intensité de stimulation utilisée, que ce soit chez le malade parkinsonien ou sur un modele
de la MP. L’observation, sur un mode¢le de rat hémiparkinsonien éveillé, des effets d’un
traitement chronique a la L-DOPA et d’une stimulation prolongée du NST a une intensité
inférieure au seuil de déclenchement des dyskinésies (appliqués séparément, successivement
ou en combinaison) sur 1’expression striatale de différents génes (enképhaline, dynorphine,
transporteur glial du Glu, dFosB) et sur le comportement moteur du rat, montre que la
stimulation potentialise la modulation positive exercée par la L-DOPA sur tous les marqueurs
examinés et tend méme a exacerber les dyskinésies (Oueslati et al., en soumission). Ces
données vont donc a I’encontre d’un effet bénéfique direct de la stimulation du NST sur les
dyskinésies induites par la L-DOPA.

Les résultats présentés dans ce travail montrent que des dyskinésies de la patte avant peuvent
étre retrouvées sous SHF du NST a des intensités dyskinésiantes et sont probablement
médiées par le Glu dans la SNr. Ces résultats corroborent avec des données expérimentales
obtenues chez le singe éveillé montrant que 1’injection de picrotoxine (antagoniste des
récepteurs GABA,) dans le NST (Crossman et al., 1980) ou encore de bicuculline (autre

antagoniste des récepteurs GABA,) (Perier et al., 2002) induit des mouvements dyskinétiques
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de type hémiballique. Ces injections pharmacologiques ainsi pratiquées aboutissent a
I’activation des neurones du NST et donc a celle de la voie subthalamo-nigrale, telle que le
suggerent ici nos résultats neurochimiques. Il serait donc intéressant de comparer les
mécanismes neurochimiques, moléculaires et cellulaires impliqués dans les dyskinésies L-
DOPA induites et celles provoquées par la SHF du NST. Ceci fait partie des axes de travail
actuellement développés au laboratoire.

De méme, il serait intéressant de déterminer quels sous-types de récepteurs au Glu sont
impliqués dans la genése des dyskinésies induites par la SHF du NST. De récentes études ont
montré ’implication des récepteurs NMDA ou encore des récepteurs métabotropiques
mGIuRS5 dans les dyskinésies L-DOPA induites (Papa et Chase, 1996 ; Nash et al., 2004 ;
Dekundy et al., 2006).

Enfin, de manicre surprenante et peut étre contradictoire, les injections de muscimol n’ont pas
contrecarré I’action du Glu détecté en exces dans la SNr sous I’effet de la SHF du NST dans
I’apparition des dyskinésies de la patte avant. L’observation de ces résultats suggere que les
mécanismes dyskinétiques induits par la SHF du NST pourraient ne pas impliquer le systéme
GABAergique. 11 est également possible que I’augmentation des taux de Glu au sein de la SNr
n’affecte qu’une partie sélective des neurones glutamatergiques de la SNr et que ces neurones
ne soient pas directement modulés par la transmission GABAergique.

Toutefois, ces résultats sont a restituer dans le contexte d’autres résultats décrits dans la
littérature concernant les effets du muscimol au sein de la SNr. En effet, dans le cadre d’une
¢tude sur le role de la SNr dans la locomotion, une augmentation de 1’activité locomotrice a
¢té observée chez le rat apreés injection bilatérale de muscimol (Jackson et Kelly, 1984),
montrant ainsi que la transmission GABAergique nigrale est impliquée dans la locomotion.
De méme, une forte activation motrice a ét¢ notée chez des singes MPTP ayant recu des
injections intra-nigrales de muscimol. Cependant, cet effet n’était présent que lorsque
I’injection touchait la zone médiane de la SNr. Pour une injection centro-latérale, une
réduction de 1’akinésie des membres et de la bradykinésie était constatée alors qu’aucun effet
comportemental n’était induit par une injection postéro-latérale (Wichmann et al., 2001).
Enfin, des comportements d’auto-mutilation tels que des morsures ont également été relevés
chez des rats aprés des injections bilatérales de fortes doses de muscimol (30 ng) dans la SNr
(Baumeister et Frye, 1984) montrant ainsi 1’implication de la transmission GABAergique
nigrale dans ces comportements.

D’autre part, dans la majorité des études pharmacologiques réalisées, les expérimentateurs

utilisent des protocoles d’injections unilatérales. Dans ce cas, apres injection de muscimol
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dans la SNr, des comportements de rotations contralatérales a I’injection ont pu étre observés
tant chez le rat que chez le singe (KozLowski et Marshall, 1980 ; Burbaud et al., 1998).

Dans le cadre de nos expériences préliminaires visant a définir les doses des agents
pharmacologiques a injecter et qui ont été réalisées avec des injections unilatérales, nous
avons observé ces phénomenes de rotation. C’est justement la présence de ces comportements
rotatoires qui nous a poussé a choisir un protocole d’injection bilatérale afin de limiter les
interactions possibles entre ces comportements ‘indésirables’ et celui recherché, a savoir la
dyskinésie de la patte avant. L’absence de comportement rotatoire aprés injections bilatérales
de muscimol pourrait s’expliquer par un contre-balancement de I’effet rotatoire potentiel de
chaque injection par I’injection du c6té opposé.

L’absence de blocage des dyskinésies induites par la SHF du NST par le muscimol reste
difficile a interpréter. Il est possible que 1’action du muscimol s’exerce aussi par des
récepteurs pré- et post-synaptiques, mettant ainsi en jeu des actions opposées, et impliquant
des circuits afférents et efférents complexes au sein du réseau neuronal de la SNr. Des
investigations plus poussées, notamment par des approches €lectrophysiologiques, pourraient

probablement ¢lucider ces mécanismes complexes.

En conclusion, les effets induits par les injections locales au sein de la SNr d’antagonistes
glutamatergiques sur les dyskinésies de la patte avant induites par la SHF du NST a forte
intensité, montrent clairement I’implication du Glu dans la genése de ces mouvements
dyskinétiques. De plus, I’injection d’agonistes glutamatergiques provoquant 1’apparition de
dyskinésies identiques, lors d’une SHF du NST appliquée a des intensités qui ne devraient pas

en induire, confirme de fagon irrévocable ces observations.
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I. ANIMAUX

La totalité¢ des expériences menées sur des singes dans cette é¢tude a été réalisée en accord
avec la Directive Européenne de 1986 (86/609/EEC) concernant 1’utilisation d’animaux dans

des expériences de laboratoire.

Cing singes verts (cercopithecus aerhiops) (CA21, CA23, CA33, CA34, CA37) males agés en
moyenne de 4 ans, pesant environ 5 kg et originaires du centre de recherche sur le primate des
iles de la Barbade (Farley Hill, ile de la Barbade) ont été utilisés pour cette étude. Ces
animaux étaient maintenus a température constante (24°C), avec un cycle lumiére-obscurité
12h-12h, dans une animalerie spécifiquement dédiée aux singes. Apres leur réception, les
animaux étaient soumis a une période d’adaptation d’un mois. Ces animaux ont tous subi un
protocole d’intoxication progressive au MPTP et ont tous récupérés de leurs symptomes

moteurs apres 1’arrét du traitement.

II. MISE EN PLACE DE LA SYMPTOMATOLOGIE PARKINSONIENNE ET
EVALUATION MOTRICE

I1.1. Préparation et injection intramusculaire du MPTP

Une solution a 1,67 mg/ml est préparée par dilution de 10 mg de MPTP (Sigma, St Quentin-
Fallavier, France) dans 6 ml de sérum physiologique. Aprés agitation, la solution est répartie
dans des fioles de 1 ml congelées immédiatement a —80°C, le MPTP étant trés sensible a la
lumicre et a I’air.

L’injection de MPTP est réalisée en intramusculaire (grand fessier) a une dose de 0,4 mg/kg
sur un animal au préalablement anesthésié¢ par injection intramusculaire de Kétamine (10
mg/kg). Cette anesthésie permet 1) de ne pas exposer 1’expérimentateur aux dangers liés a
I’injection de MPTP sur un animal mobile 2) d’éviter que 1’animal ne se blesse lors de
I’apparition de symptdmes moteurs aigus (mouvements anormaux, dystonie des membres et
du tronc, tremblements, salivation, hyperventilation) qui surviennent dans la demi-heure qui

suit ’injection.



Lieu

cage

Cage +
Chaise

Chaise

Critéres

Activité en cage

Posture

Bradykinésie

Tremblement

Alimentation

Freezing
Rigidité
Mouvements

spontanés des yeux

Mouvements
déclenchés des yeux

Mouvements
des bras

Posture des bras

Cotation

0: activité de référence (a 1’état sain); 1: activité diminuée

de moitié; 2: activité diminuée au 2/3; 3: Plus aucune

0: Posture normale (a I’état sain); 1: position vottée;
2: plus de tonus musculaire

0: aucune; 3: lenteur sévere

0: aucun; 1: tremblement de repos observé
2: observé fréquemment; 3: quasi constant

0: normale; 1: alimentation diminuée de moitié
2: alimentation minimale; 3: plus aucune alimentation

0: aucun; 1: observé en chaise; 2: observé également en cage

0: aucune; 1: animal tendu; 2: raideur au niveau des
articulations; 3: phénoméne de roue crantée

0: normaux; 1: nombre de saccades diminué de moitié; 2:
période supérieure a 30s sans bouger les yeux

0: I’animal réalise encore la tache seul; 1: le regard suit
I’objet; 2: regard fixe

0: temps nécessaire pour réaliser la tache a 1’état normal; 1:
temps doublé; 2: tiche jamais exécutée en entier

0: normale; 1: posture fléchie des bras; 2:
dystonique des bras

posture

- Tableau 8 -

Tableau récapitulatif des criteres moteurs utilisés pour déterminer le niveau
d’atteinte motrice d’un animal MPTP.




I1.2. Intoxication progressive au MPTP

Il existe principalement deux types de protocole d’intoxication au MPTP.

Un protocole aigu qui correspond a I’administration en une seule fois d’une forte dose de
MPTP ( ~ 2 mg/kg). Ce paradigme est utilisé pour induire 1’apparition rapide d’un état
parkinsonien avancé sans désir de récupération motrice apres 1’arrét du traitement.

Un protocole progressif ou la dose totale de MPTP injectée au final est sensiblement
identique a celle du protocole aigu mais répartie sur 4 a 5 injections de 0,4 mg/kg chacune. Ce
mode d’intoxication permet d’exercer un contrdle relatif 1) sur la vitesse d’apparition des
symptomes moteurs caractéristiques de la maladie et 2) sur le niveau de sévérité atteint. De
plus, I’arrét de I’intoxication entraine le retour des animaux a un état moteur asymptomatique.
Nous avons donc choisi d’utiliser ce protocole d’intoxication progressive pour I’étude des
mécanismes de compensation a 1’origine de la récupération motrice observée apres arrét du

traitement au MPTP.

I1.3. Evaluation des déficits moteurs

Tout au long de I’intoxication progressive et apres chaque injection de MPTP, 1’évolution de
I’état moteur des animaux est évaluée a 1’aide de différents critéres ce qui permet d’ajuster la
dose de MPTP a injecter en fonction du niveau de sévérité¢ des symptomes moteurs a
atteindre. Ces critéres sont regroupés dans une échelle d’évaluation motrice appelée « échelle
de Schneider et Kovelowski » (Schneider et Kovelowski, 1990), adaptée a partir de celles
utilisées chez I’homme (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, UPDRS ; Fahn et al.,
1987). Cette échelle contient 12 critéres répartis en trois groupes : 1) les symptomes évalués
en cage (activité motrice globale), 2) ceux évalués en chaise (rigidité, mouvements oculaires
spontanés et déclenchés, mouvements et posture des bras) et enfin 3) les critéres mixtes,
¢valués a la fois en chaise et en cage (lenteur, tremblement, alimentation, freezing, posture,
vocalisation). La sévérité de chacun des symptomes est notée de 0 a 2 ou 3 (2 et 3 lorsque le
symptome moteur est fortement exprimé) ce qui permet d’obtenir un score maximal de 29.
Cependant, le singe vert est une espece de singe qui vocalise trés rarement. Ceci a donc
conduit a supprimer le critére de vocalisation de 1’échelle, amenant ainsi le nombre de criteres

a onze pour un score maximum de 27 (Tableau §).






I1.3.1. Critéres en cage

L’activité motrice globale est le seul critére évalué exclusivement en cage. Cette évaluation
est rendue possible par I’utilisation de caméras reliées a un logiciel de comptage d’activité
(Vigie Primates, Viewpoint, Lyon, France) qui transforme les modifications de pixels induites
par les mouvements des animaux en une activité motrice a unité aléatoire. L activité motrice
de référence, a laquelle est associée le score 0, est calculée chez les animaux n’ayant pas
encore ¢té traités au MPTP. Le score évolue ensuite de la fagon suivante : 1, pour une
diminution de moitié de ’activité de référence ; 2, pour une diminution au 2/3 et 3, lorsque

I’animal ne bouge plus du tout.

11.3.2. Critéres en chaise

- La rigidité est déterminée par manipulation de toutes les articulations des membres
supérieurs et inférieurs de 1’animal. Un score de 1 correspond a un animal globalement tendu,
2, a un animal trés raide au niveau des articulations des membres inférieurs et/ou postérieurs.
L’attribution d’un score de rigidité de 3 est soumis a I’apparition d’un phénomeéne de roue
crantée.

- Les mouvements des bras sont évalués par le temps nécessaire a I’animal pour effectuer une
tache a laquelle il a été auparavant entrainé, a savoir vider un présentoir de 18 puits remplis de
morceaux de pommes. Le doublement du temps nécessaire par rapport a celui de référence
permet I’attribution du score 1. Lorsque 1’animal ne fait plus la tache, le score est alors de 2.

- La position des bras est déterminée en observant I’animal au repos. A 1’état physiologique,
I’animal a les bras généralement relachés. 1, correspond a 1’apparition du fléchissement des
bras de maniére continue ; 2, note une position dystonique des bras.

- Spontanément, les singes bougent énormément les yeux pour explorer leur environnement.
Le score de 1 est attribué lorsque ces mouvements spontanés sont diminués de moitié par
rapport a la normale. Un score de 2 dénote la présence de périodes sans mouvement oculaire
supérieures a 30 secondes.

- Les mouvements déclenchés des yeux sont observés lors de la réalisation de la tiche. En
effet, ’animal dirige toujours ses yeux vers la cible avant d’initialiser son mouvement pour
I’atteindre. Lorsque I’animal n’anticipe plus son action avec des saccades oculaires mais que
son regard peut encore suivre le doigt que 1’expérimentateur déplace devant lui, le score

moteur est de 1. Le nombre 2 est attribué lorsque 1’animal posséde un regard totalement fixe.
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Repérage des commissures antérieures (CA) et postérieures (CP) sur une coupe sagittale
médiane et définition de la verticale 8 CA-CP dans le plan inter-hémisphérique

Construction du parallélépipede dont les faces sont tangentes aux bords du cerveau et
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- Figure 60 -
Principe simplifié¢ de 1a méthode de repérage stéréotaxique utilisée chez I’homme et
développée par Talairach.



11.3.3. Critéres mixtes

- La bradykinésie ou lenteur a initier le mouvement est principalement évaluée lorsque
I’animal descend de son perchoir, lorsqu’il est sorti de sa cage pour étre mis en place sur la
chaise a primate et lorsqu’il réalise la tdche. C’est un critere difficile a estimer. Le score de 1,
représente un ralentissement général mais qui n’altére pas le déroulement normal des activités
de I’animal. Pour un score de 2, I’animal a de grosses difficultés a monter et descendre de son
perchoir. Enfin, un score de 3 est attribué lorsque 1’animal ne monte plus sur son perchoir,
qu’il faut le tirer pour le mettre dans la chaise a primate et qu’il ne réalise plus la tache.

- Le tremblement de repos peut étre rarement observé (score de 1), observé fréquemment (2)
ou quasi constant (3).

- L’alimentation se fait principalement en cage, cependant, au cours de la réalisation de la
tache, la cible a atteindre correspond a des petits morceaux de pomme. L’alimentation est
donc évaluée par la ration quotidienne ingérée mais aussi par le manque de motivation a
prendre la récompense lors de la tdche. Le score de 1 est attribué lorsque 1’animal mange
moitié moins, 2 lorsqu’il se nourrit au minimum. Pour un score de 3 , ’animal ne se nourrit
plus seul et doit étre gavé par I’expérimentateur.

- Le freezing correspond a une suspension de I’action en cours avec maintien d’une posture
figée pendant plusieurs secondes. Le freezing est plus facilement observable en chaise au
cours de la réalisation de la tache, cependant, lorsqu’il est marqué, il peut aussi étre observé
en cage. Il peut étre peu fréquent (score de 1) ou assez fréquent et facilement observé méme
en cage (score de 2).

- Enfin, en situation physiologique, les animaux se tiennent principalement assis sur leur
perchoir dans leur cage. De méme, ils maintiennent une position assise tonique dans la chaise
a primate. L’installation d’une position voitée est associée a un score de 1. Pour un score de
2, I’animal n’a plus aucun tonus. Il est couché sur le ventre au fond de sa cage et a des

difficultés a se mettre et se maintenir en position assise dans la chaise.

II1I. IMPLANTATION STEREOTAXIQUE DE LA CHAMBRE
D’ENREGISTREMENT NECESSAIRE AUX DIALYSES REPETEES

Le principe de la stéréotaxie chez le singe (Percheron et al., 1986 a,b) est adapté de la

méthode développée par Talairach chez ’homme (Talairach et al., 1967) (Fig 60). Elle repose






sur deux reperes ventriculaires, la commissure antérieure (CA) et la commissure postérieure
(CP). CA et CP peuvent étre visualisées in vivo par ventriculographie. Elles permettent de
définir un plan horizontal, passant par ces deux points, et deux plans verticaux passant
respectivement par CA (CAO0) ou par CP (CPO) et perpendiculaires au premier. Un atlas
stéréotaxique des structures cérébrales du macaque, défini dans ce systéme de plans, a été mis
au point au laboratoire INSERM U679 dirigé par le Pr Etienne HIRSCH (Frangois et al.,
1996). Ainsi, avant chaque chirurgie, les coordonnées des structures d’intérét sont repérées au
moyen de cet atlas et sont reportées dans le repére défini par le CA et le CP (visualisés par

ventriculographie) de I’animal & opérer.

II1.1. Anesthésie et controle des fonctions vitales

La veille de I’intervention, 1’animal est mis a la dicte. Le jour méme, il est anesthésié par
injection intramusculaire d’un mélange Kétamine (10 mg/kg) + Atropine (0,05 mg/kg). Ces
doses induisent une anesthésie d’environ 20 minutes. Si nécessaire, les injections peuvent étre
renouvelées en diminuant la dose injectée de moitié a chaque fois.

L’animal est ensuite intubé afin d’étre maintenu sous anesthésie gazeuse pendant toute la
durée de ’intervention. Pour ce faire, la téte du singe est inclinée vers 1’arri¢re en direction de
I’expérimentateur. La langue est soulevée a I’aide d’un laryngoscope et un anesthésique local
est injecté sur la glotte ( 0,5 ml de Xylocaine 2%) avant I’introduction, dans la trachée, d’une
canule intra-trachéale (3 a 5,5 mm de diamétre en fonction de la taille du singe). Le
positionnement correct de la canule est vérifié par le gonflement et le dégonflement suivant la
respiration de I’animal d’un petit ballonet placé devant ’entrée de la canule. Lorsque le
positionnement est correct, le ballonnet de la canule permettant de la maintenir en place est
gonflé et le systetme d’intubation est fixé avec du sparadrap a la gauche de 1’animal. Il est
ensuite reli¢ au systeme d’anesthésie gazeuse qui libére de fagon continue un mélange O,/N,O
(50/50) et Fluothane 1 %. Le taux d’oxygénation du sang de 1’animal est suivi tout au long de
I’anesthésie grace a un oxymeétre. Une bonne ventilation suppose des valeurs supérieures a 80
%.

Remarque : Si I’anesthésie au Fluothane n’est pas bien supportée par 1’animal, on peut
travailler sous anesthésie a la Kétamine seule (7,5 mg/kg) mais en maintenant toujours une
supplémentation en O,. Si la Kétamine seule ne suffit pas a maintenir une anesthésie
profonde, on peut ajouter de la Xylazine (0,25 mg/kg au début et jusqu’a 0,5 mg/kg) en

injection intra-musculaire toutes les 45min a 1H.






Durant la chirurgie, plusieurs paramétres physiologiques sont suivis : la fréquence cardiaque,
la température et I’hydratation. Le maintien de ces fonctions autour de valeurs physiologiques
normales témoigne de conditions optimales pour la chirurgie et assure un réveil de 1’animal
dans de bonnes conditions.

Electro-cardiogramme :

La fréquence cardiaque est suivie immédiatement apres 1’induction de I’anesthésie grace a un
dispositif de surveillance du tracé électrocardiogramme (deux électrodes d’enregistrement
placées au deux bras et une ¢lectrode servant de terre sur la jambe droite).

Contrdle de I’hydratation :

Avant la mise en place de I’anesthésie gazeuse continue, le maintien de ’hydratation se fait
par installation d’une perfusion au niveau de la veine sapheéne de I’animal afin de lui injecter
une solution de glucose 5 % durant toute I’intervention. En cas de complications, cette
perfusion permet I’injection intraveineuse de substances.

Controle de la température :

Apres son installation dans le cadre stéréotaxique, le singe est muni d’une sonde thermique
anale qui permet le controle de sa température. Celle-ci doit étre maintenue aux alentours de
35-36°C. Pour ce faire, on place des bouillottes remplies d’eau chaude sous 1’animal, on le
couvre avec un gilet prévu a cet effet et avec une couverture de survie, et on place a sa

proximité une lampe infrarouge.

I11.2. Contention et ventriculographie

Apres la mise en place de I’anesthésie gazeuse continue, I’animal est placé au niveau du cadre
stéréotaxique, en position assise. Les barres d’oreille, de gueule et d’yeux sont mises en place
et une radiographie est réalisée afin de contrdler la bonne mise en contention de 1’animal et
d’ajuster le centrage latéral. La téte de ’animal est ensuite rasée et nettoyée a la Bétadine ®
(Polyvidone iodée, Viatris Manufacturing, Merignac, France). On réalise une incision de la
peau de I’avant a I’arriére de la téte a I’aide d’un scalpel. Les masses musculaires temporales
sont écartées et 1I’os est méticuleusement gratté et nettoyé avec du sérum physiologique afin
d’oter le péri-os.

Une ventriculographie (face et profil) est réalisée par injection intra-ventriculaire, a I’aide
d’un trocart, d’un produit radio-opaque (Iopamiron 300, Schering France, Lys-Lez-Lannoy).

Un trou est réalisé en avant du crane a 1’aide d’une fraise de dentiste. Le trocart est ensuite



- Figure 61 -

Photographies du dispositif de l1a chambre d’enregistrement et du systéeme de grille
utilisé chez le primate vigile.

A: Chambre d’enregistrement vue de profil.

B: Chambre d’enregistrement vue de dessus.

C: Couvercle de la chambre d’enregistrement.

D: Systéme de grille vu de profil.

E Systéme de grille vu de dessus.



descendu dans le cerveau, incliné vers I’avant afin d’éviter la région motrice corticale. Avant
I’injection du produit radio-opaque, un repérage de la trajectoire du trocart est réalisé¢ par
radiographie. L’Topamiron 300 (1 ml) est ensuite injecté et des radiographies de face et de
profil sont immédiatement effectuées. Les positions de CA et de CP sont déterminées et la
téte de 1’animal est inclinée afin de ramener la ligne CA-CP a I’horizontale et donc parallele

au cadre stéréotaxique.

II1.3. Positionnement et fixation de la chambre

La chambre d’enregistrement (32 x 26 mm, Unimécanique, Paris, France) (Fig 614 et 61B)
maintenue par un couvercle spécial (Fig 61C), est positionnée sur le crane, parallele a la ligne
CA-CP. La chambre est centrée sur CA dans I’axe antéro-postérieur et décalée de 2mm vers
I’hémisphere droit dans 1’axe médio-latéral. Ce positionnement permet d’avoir acces au
striatum antérieur et ventral de I’hémisphére gauche et au putamen postérieur et latéral de
I’hémisphére droit. Les contours de la chambre sont délimités au crayon. Un volet osseux,
mettant a nu la dure-meére, est alors réalis¢ a 1’aide d’une fraise de dentiste en suivant les
contours du tracé. Les bords du volet sont adoucis et la chambre est fixée sur le crane a I’aide
de 8 vis en acier inoxydable insérées au niveau des pattes de celle-ci. Enfin, 17 autres vis sont
réparties tout autour de la chambre, dont une a chaque angle, en avant et en arriere du crane
afin d’assurer un ancrage maximal de I’ensemble du dispositif. Les vis sont enduites d’une
résine d’interface et des couches successives de ciment dentaire sont étalées jusqu’a
recouvrement complet des vis. Des cylindres de contention (qui permettront la fixation de la
téte de I’animal dans la chaise a primate) sont placés en avant et en arriere de la chambre
d’enregistrement. Le cimentage est repris environ jusqu’a mi-hauteur de la chambre. Lorsque
la fixation de la chambre est achevée, le systeme de grille (22 x 14 mm, Unimécanique, Paris,
France) (Fig 61D et 61F) muni d’une canule en acier inoxydable (spécifiquement congu pour
coulisser avec précision a I’intérieur de I’enceinte de la chambre) est inséré dans la chambre et
une radiographie est prise afin de vérifier le positionnement de la grille. Puis, La peau est
ajustée et recousue et un vernis chirurgical est appliqué a I’interface ciment-peau. L’animal
est sorti de ’appareil stéréotaxique et oxygéné jusqu’a son réveil partiel. Il est ensuite remis

dans sa cage ou il reste isolé et surveillé pendant les 2, 3 jours qui suivent I’intervention.






I11.4. Controle de la douleur et prévention du risque infectieux : suivi opératoire

et post-opératoire

Tout au long de I’intervention chirurgicale et plusieurs jours apres celle-ci, un ensemble de
mesures est pris afin de réduire au maximum les risques d’infection et la douleur. Pour lutter
contre le risque infectieux des le début de la chirurgie, le tissu en contact avec la plaie est
abondamment nettoyé a la Bétadine®. Au cours de la chirurgie, deux types d’antibiotiques
sont administrés a I’animal via sa perfusion : Clamoxyl® (20 mg/kg, amoxycilline ; Sentravet,
Plancoét, France) et Pangram® (4 mg/kg, gentamicine ; Sentravet, Plancoét, France). Enfin, un
traitement antibiotique a base de Clamoxyl® et Baytril® (5 mg/kg, enrosloxacine ; Sentravet,
Plancoét, France) est administré pendant 8 a 10 jours post-opération. Pour éviter I’apparition
de la douleur, une injection de Tolfédine® (0,1 ml/kg ; acide Tolfenamique ; Sentravet,
Plancoét, France) est faite au cours et a la fin de la chirurgie. Cette injection est renouvelée le
lendemain de I’opération avec la possibilité de doubler la dose si les signes de douleur sont
nombreux.

Le tableau ci-dessous donne le détail des traitements antibiotiques et anti-douleur post-

opératoires appliqués avec les doses utilisées.

Type de traitement Produit Dose (mg/kg)
Jourl  Jour?2 Jour3alO
(Post-opératoires)

Analgésique Tolfédine 0.1 0.1 /
Pangram 4 4 /
Antibiotique Clamoxyl 20 20 20
Baytril / / ?

ITL.5. Nettoyage de la chambre d’enregistrement

La chambre d’enregistrement doit étre nettoyée quotidiennement afin de vérifier 1’état général
de la plaie et d’Gter le tissu de réparation qui se forme chaque jour au niveau de la dure-mere
mise a nue. En effet, la prolifération de ce tissu donnerait naissance a une couche cellulaire

épaisse, pouvant endommager les sondes de dialyse lors de leur descente dans le parenchyme



- Figure 62 -
Photographies du systéme de contention
utilisé chez le primate vigile encore
appelé ‘chaise a primate’.

A: Chaise vide. B: Systeme de T et de
barres permettant de fixer la téte de
I’animal.



cérébral. Le nettoyage est réalisé¢ a 1’aide d’instruments stérilisés par la chaleur durant 2H
dans une étuve a 200°C (pinces courbes, spatule et petits ciseaux). L’animal est d’abord fixé
par son collier sur une chaise a primate (Fig 624). La téte de I’animal est ensuite maintenue
immobile par fixation de tiges au niveau des cylindres de contention antérieurs et postérieurs
situés autour de la chambre (Fig 62B). Le couvercle de la chambre est ouvert a 1’aide d’un
petit tournevis cruciforme puis nettoyé a 1’eau et placé dans un bac en verre rempli d’alcool
prévu a cet effet. L expérimentateur nettoie ensuite le sang et les sécrétions présents a
I’intérieur de la chambre a I’aide d’une compresse stérile pliée en quatre. S’ensuivent trois
ringages au liquide physiologique. La couche de tissu de réparation néoformée sur la dure-
mere est retirée a I’aide du co6té plat d’une spatule et ’intérieur de la chambre est a nouveau
rincé trois fois avec du liquide physiologique. La troisieme fois, la compresse est laissée a
demeure afin de procéder au nettoyage de la partie extérieure de la chambre sans risquer de
faire tomber des débris a I’intérieur. Le bord de la chambre est nettoy¢ a I’aide du c6té pointu
de la spatule et frotté avec une compresse stérile imbibée de liquide physiologique. La
compresse est 0tée de la chambre et le couvercle est revissé apres avoir recu quelques gouttes

de Bétadine ®.

IV. MICRODIALYSE INTRACEREBRALE CHEZ 1’ANIMAL EVEILLE

IV.1. Les sondes de microdialyse

Les sondes de microdialyse utilisées chez le primate éveillé en contention sont réalisées au
laboratoire selon un protocole identique a celui décrit dans le chapitre V.2.1 du matériel et

méthode de I’étude chez le rat. Le tableau ci-dessous résume les particularités de ces sondes.

. Structure(s) Longueur tube Membrane dialysante
Animal . p .
dialysée(s) inox (cm) Longueur (mm) Nature
Striatum
Singe antérieur et 9 3 AN69
postérieur







IV.2. Déroulement de la dialyse

Dans les expériences de microdialyse réalisées chez le singe, nous avons utilis¢, tout comme
chez le rat, du LCR artificiel comme liquide de perfusion. Le débit de perfusion était ici fixé a
2 ulmin’. La membrane de dialyse de 3 mm de long était constituée d’un polymére
synthétique, I’AN 69 (Hospal Industry, Meyzieu, France) dont la limite de perméabilité de 40
kD était adaptée au passage des acides aminés et des catécholamines que nous voulions
¢tudier et dont le poids moléculaire est d’une centaine de daltons. Le choix de I’AN 69
comme membrane dialysante pour les expériences chez le primate repose sur sa plus grande

biocompatibilité par rapport au cuprophane.

Comme pour les études menées chez le rat, la veille de I’expérience, les sondes de dialyse
sont perfusées toute la nuit avec une solution de LCR artificiel afin d’étre équilibrées. Le flux
continu de LCR est assuré par une pompe pousse seringue (CMA/100, Phymep, Paris, France)
dont le débit est réglé a 2 ul.min™".

Apres avoir controlé le débit des sondes, placé 1’animal dans sa chaise a primate, fixé sa téte
et nettoyé sa chambre d’enregistrement, les sondes de dialyse sont descendues au niveau du
territoire sensorimoteur du striatum antérieur gauche (coordonnées par rapport a CA : Ant =
4,5 mm, Lat = 7 mm, Post = 10,5 mm) et du territoire sensori-moteur du striatum postérieur
droit de 1’animal (coordonnées par rapport a CA : Ant = -3,5 mm, Lat = 11 mm, Post = 6,5
mm). Comme chez le rat, la collecte des échantillons ne commence qu’une heure et demie
apres la descente des sondes pour éviter les effets dus aux perturbations parenchymenteuses
qui pourraient modifier les concentrations en neurotransmetteurs des dialysats collectés. Les
dialysats sont ensuite collectés toutes les 15 minutes pendant 4h a 1’aide d’un micro-collecteur
réfrigéré a 4°C (Microsampler 820, Univentor, Phymep, Paris, France).

Chaque animal a subi trois dialyses espacées chacune d’un mois, au niveau des mémes sites et
dans les mémes conditions, selon le protocole présenté figure 4. La premiere a été réalisée a
I’état ‘normal’, avant méme que I’animal ne soit trait¢é au MPTP; la seconde a été réalisée
lorsque I’animal présentait des symptomes moteurs ‘parkinsoniens’ et que le score moteur
associ¢ était maximal; enfin la troisieme a été pratiquée lorsque I’animal avait totalement
récupéré de ses symptomes moteurs (score = 0), c’est-a-dire plusieurs semaines aprés 1’arrét
du traitement au MPTP. Une quatriéme dialyse (contrdle) a été réalisée sur 3 animaux afin de

s’assurer que les dialyses répétées dans les mémes sites ne perturbaient pas les concentrations






en neurotransmetteurs des sites dialysés. Les sondes ont ¢été dans ce cas placées au méme
coordonnées antéro-postérieures que les précédentes mais dans 1’hémisphere opposé, encore
inexploré. Cette derniere dialyse a été effectuée le lendemain de la troisiéme dialyse et les
concentrations de neurotransmetteurs mesurées ont pu étre ainsi comparées a celles de la
veille du coté controlatéral. Compte tenu de I’emplacement de la chambre d’enregistrement,
seul le striatum antérieur droit a pu étre accessible. Cette vérification ne prend donc en
compte que les valeurs des taux de neuromédiateurs du striatum antérieur gauche.

Enfin, comme pour les dialysats de rat, ’ensemble des tubes collectés est congelé a -80°C

afin d’étre conservé pour étre dosé plus tard par CLHP.

Chambre
d’enregistrement
(implantation
stéréotaxique)

M

-+t

Etat . .
moteur > < >

Normal Symptéme moteur Normal

>

Figure 63 : Protocole expérimental conduit lors des expériences de microdialyse

intracérébrale chez I’animal éveillé.

IV.3. Dosage des neurotransmetteurs cérébraux par Chromatographie Liquide a

Haute Performance (CLHP) :dosage des catécholamines

Dans cette étude, le dosage des acides aminés a été réalisé selon un protocole identique a celui
utilisé chez le rat. Dans ce paragraphe, nous ne développerons que celui concernant le dosage
des catécholamines qui a été réalisé¢ également par CLHP, mais couplée cette fois a une

détection ¢électrochimique.






IV.3.1. Principe de la détection

La coulométrie est une détection électrochimique qui ne s’adresse qu’aux molécules dotées de
propriétés oxydo-réductrices. Son principe repose sur la mesure du courant circulant dans une
cellule d’¢lectrolyse lors de I’oxydation ou de la réduction de la molécule contenue dans la
phase mobile. La coulométrie se différencie de I’ampérométrie principalement par la nature
de I’¢lectrode de travail qui permet de doser la totalité de la prise essai. Les catécholamines

(composés phénoliques) peuvent s’oxyder en quinone, selon la réaction :
TH ﬁ

Oxydation v o
— > +2H + 2e
——

Réduction

Phénol Quinone

La cellule de détection électrochimique est composée d’un systéme a trois électrodes :

- une ¢électrode de travail, en carbone poreux, qui permet une oxydation ou une réduction
totale de la molécule initiale.

- une électrode de référence.

- une ¢lectrode auxiliaire, qui garantit la stabilité de la différence de potentiel établie entre

I’¢lectrode de référence et la phase mobile.

De tels détecteurs ne peuvent fonctionner que si 1I’éluant est suffisamment conducteur. Dans
ces conditions, les variations de courant enregistrées a 1’¢électrode de travail, lors de la
réaction électrochimique, sont amplifiées et enregistrées sur un intégrateur sous forme de pics
chromatographiques. La surface de ces pics est proportionnelle a la quantité de substance

oxydée ou réduite, donc a la quantité initiale de substance dans le milieu réactionnel.






1V.3.2. Matériel

Le systeme chromatographique comporte une pompe isocratique (Shimadzu, modele LC-
10AD, Shimatzu France) a doubles pistons réciproques, un amortisseur de pulsation, un
injecteur automatique réfrigéré par effet Peltier (modele Famos, Dionex, France) équipé d’une
seringue Hamilton de 25 pL et d’une vanne Valco, une colonne analytique en phase reverse
RP 18 (Aquasil 150* Imm; 3um, ThermoHypersil, France), un détecteur (Decade, Antec, Pays
Bas ) muni d’une cellule ampérométrique de type VT-03 (Antec, Pays Bas). Les données sont
recueillies et traitées grace a un logiciel d'intégration (CLAS VP, Shimadzu, France ) qui
calcule I’aire des pics présents sur les chromatographes, celle-ci étant directement

proportionnelle a la concentration des molécules dans le dialysat.

IV.3.3. Parametres analytiques appliqués

Tous les solvants utilisés sont de qualité extrapure et spécialement congus pour I’analyse par
chromatographie. Avant injection, toutes les solutions sont filtrées sur filtres Millipore 0,22
pum.

La phase mobile est composée de NaH2PO4 50 mM (Merck), d’acide octane sulfonique-1
sel de sodium 1,7 mM (Merck), d’acide éthylénedinitrilotétraacétique disodique (EDTA) 200
uM (Merck). Le pH de cette solution est ajusté a 3 avec de ’H3PO4 concentré et 5%
d’acétonitrile sont ajoutés a la solution finale. Le débit de la phase mobile est fixé a 60ul/min.
La préparation des standards consiste a réaliser des solutions meres de dopamine (3-4
dihydroxyphenylethylamine, Aldrich), de DOPAC (3,4 dihydroxyphenylacetique acide
Sigma) et d’HVA (4-hydroxy-3-méthoxyphenylacetique acide, Sigma) a 1 mg/mL dans de
I’HC1 0,1 M qui sont aliquotées et congelées a -80°C pendant 2 mois. Tous les jours un
standard, ou solution étalon, contenant 10 pg/ul de dopamine, 200 pg/ul de DOPAC et 1000
pg/ul de HVA, est préparé a partir de ces solutions meres et conservé au réfrigérateur. On

injecte 5 ul d'échantillon a 4°C.

Le détecteur nécessite également une préparation. L’¢lectrode de travail est fixée a +560mV.
Ce potentiel correspond a un compromis entre les potentiels optimums d’oxydation de la
dopamine et du DOPAC. La sensibilité du détecteur est de 1 nA pour la dopamine, 2 nA pour
le DOPAC.
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Les limites de détection, correspondant a un rapport signal sur bruit égal a 2, sont de 0,648
fmoles sur colonne (0,129 nM/L) et 0,594 fmoles sur colonne (0,119 nM/L) respectivement
pour la DA et le DOPAC.

IV.3.4. Validation de la technique analytique
La méthode analytique utilisée pour le dosage des catécholamines a été validée, tout comme
celle utilisée pour le dosage des acides aminés, par trois tests: la répétabilité, la

reproductibilité et la linéarité. Les valeurs prises par chacun de ces critéres sont données dans

le tableau ci-dessous.

Dopamine DOPAC HVA

Répétabilité: coefficient de variation 0,50 % 0,57 % 0,46 %
Reproductibilité: coefficient de variation 1,13 % 3,53 % 4,23 %
Linéarité: coefficient de corrélation 0,999 0,999 0,999

V. CONTROLES HISTOLOGIQUES : LOCALISATION DES SONDES DE DIALYSE

La localisation des sites de dialyse au niveau du striatum du singe se fait selon un protocole
identique a celui employé¢ pour vérifier ’emplacement des sondes dans la SNr du rat. Ainsi
apres avoir sacrifié les animaux par perfusion intracardiaque d’une solution de NaCl 0.9 %
puis de paraformaldéhyde 4 % et avoir prélevé les cerveaux, des coupes frontales de 25 um
sont réalisées. Celles correspondant aux niveaux des sites de dialyse sont colorées au crésyl

violet.

VI. ANALYSE DES DONNEES EXPERIMENTALES

VI.1. Estimation des surfaces nigrales et striatales affectées par la lésion

dopaminergique

Apres avoir réalis¢é un immuno-marquage TH des coupes de striatum et de SN (cf au

protocole du paragraphe V1.2 du chapitre ‘Matériel et Méthodes’ de 1’étude réalisée chez le






rat), les cellules TH positives de la SN sont comptabilisées. L’ innervation dopaminergique au

niveau du striatum est évaluée par densité optique.

Dans la SN, les cellules TH positives sont comptées sur 9 niveaux de coupes espacés
régulicrement et sélectionnés pour étre identiques entre tous les singes. Ce comptage est
réalisé grace au logiciel de comptage cellulaire Mercator (Explora Nova, La Rochelle,
France). La valeur moyenne du nombre de corps cellulaires TH positifs encore présents entre
deux plans de coupes et alors calculée et multipliée par la distance en mm qui sépare ces deux
plans. Ce chiffre est ensuite multiplié¢ par un facteur de 0,592 (formule d’ Abercrombie), ce qui
permet d’obtenir une estimation du nombre total de corps cellulaires préservés sur 1’ensemble
de la SN. Le pourcentage de perte neuronal dans la SN est estimé par comparaison avec des

valeurs contrdles obtenues chez des singes non traités au MPTP.

Les territoires striataux ont été délimités chez un animal a 4 niveaux différents d’antéro-
postériorité. Les mémes niveaux ont ensuite été sélectionnés pour les autres animaux. Une
coupe située au niveau rostral (commissure antérieure + 3,95) a permis de réaliser les mesures
concernant les territoires limbique et associatif. Pour le territoire sensori-moteur, les mesures
ont été effectuées a un niveau plus caudal (commissure antérieure — 4,55). Compte tenu de la
forte densité de fibres TH positives chez les singes contrdles, I’innervation dopaminergique
du striatum a été évaluée en mesurant la densité optique du marquage immuno-TH grace a un
systeme d’analyse d’image (Mercator, Explora Nova, La Rochelle, France). Ces mesures de
densité optique ont ensuite été complétées par une quantification visuelle du nombre de fibres,
uniquement au niveau du territoire sensori-moteur des singes MPTP. Cette quantification
visuelle a nécessité de compter les fibres qui coupaient le périmetre de 25 cercles distribués au
hasard dans les limités définies du striatum sensori-moteur, par le logiciel du systéme

d’analyse d’image (Explora Nova)

VI.2. Analyse statistique des données neurochimiques

Les données neurochimiques de cette ¢tude ont été standardisées de fagon identique a celles
de I’étude conduite chez le rat. La seule différence se situe au niveau des valeurs des taux de
base de référence. Ces valeurs ont été ramenées a 100 % pour chaque neuromédiateur et/ou

métabolite étudié, et ont été établies en moyennant les valeurs de concentrations de Glu, de






GABA, de 5-HT, de DA et de ses métabolites obtenues durant la premicre dialyse a I’état
normal. La durée de ces recueils a été de 4h, soit 16 recueils de 15 minutes en moyenne.

L’ensemble de ces valeurs est toujours exprimé en moyenne = SEM et la comparaison des
données neurochimiques concernant les différents états moteurs a été réalisée par un test de
Wilcoxon. Ces tests nous ont permis d’apprécier la significativité des variations observées a
partir de pourcentages de variation. Deux degrés de significativité ont été¢ définis p<0,05 et

p<0,01.
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- Figure 64 -
Evolution moyenne des taux de base de Glutamate (A) et de GABA (B) au niveau du
striatum limbique et sensorimoteur, 1h30 aprés implantation d’une sonde de dialyse
chez le singe éveillé sain.
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- Figure 65-
Evolution moyenne des taux de base de Dopamine (A), de DOPAC (B) et d’HVA (C) au
niveau du striatum limbique et sensorimoteur, 1h30 aprés implantation de la sonde
chez le singe éveillé sain.
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I. VERIFICATIONS PRELIMINAIRES

1.1.Vérification de la stabilité des taux de neurotransmetteurs dans les conditions

expérimentales utilisées

Pour I’expérimentation chez le singe, nous nous sommes basés sur les tests réalisés au
préalable chez le rat, qui montraient que les perturbations mécaniques induites par
I’implantation d’une sonde de dialyse au niveau du parenchyme cérébral entrainaient des
variations transitoires des concentrations en neurotransmetteurs et que les taux devenaient
stables 1h30 aprés I’implantation. Nous avons donc respecté ce délai d’1h30 entre
I’implantation de la sonde et le début de la collecte des échantillons.

Nous avons ensuite vérifié la stabilité des taux de neurotransmetteurs sur toute la durée de
I’expérimentation, soit 4h en moyenne (écourtée quand les animaux s’énervaient).Cette
vérification s’est faite en observant 1’évolution des concentrations de neurotransmetteurs
recueillis au cours de la premiére dialyse (état normal).

Les figures 64 a 66 montrent 1’évolution moyenne des taux de glutamate (Fig 64A), de GABA
(Fig 64B), de dopamine (Fig 65A), de DOPAC (Fig 65B), d’HVA (Fig 65C) et de sérotonine
(Fig 66) au niveau des territoires limbique et sensorimoteur du striatum de singes éveillés
intacts (n=5) n’ayant pas encore subi de traitement au MPTP. L’utilisation d’un test ANOVA
a mesures répétées a permis de montrer qu’aucun de ces taux moyens ne variait

significativement durant toute la durée de 1I’expérimentation.

1.2. Rendement de sondes in vitro

Les rendements des sondes de dialyse ont été vérifiés in vitro pour chaque molécule étudiée.
Le tableau ci-dessous présente les valeurs de ces rendements (moy + sem), exprimées en
pourcentage, pour chacune des molécules dialysées a I’aide des sondes a membrane
synthétique (AN 69) de 3 mm de long utilisées lors de la dialyse du striatum chez le singe.

Sonde singe
(Membrane dialysante : AN69; Longueur : 3 mm; Structure dialysée : striatum)

Neurotransmetteur Glu GABA DA DOPAC HVA 5-HT

Rendement (%) 210+0,8 253+12 124+19 11,8+0,9 10,7+1,5 132+1,6

1M
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- Figure 67-
Pourcentage de neurones dopaminergiques TH positifs, au niveau des différents
territoires du mésencéphale (A8, A9, A10), chez des singes MPTP ayant récupéré de
leur symptomes moteurs. Comparaison sain versus MPTP *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001.



Ces rendements sont comparables & ceux obtenus pour des sondes de 3 mm utilisées pour la

dialyse du striatum chez le rat (Nicolas Bruet, 2003) et permettent de valider nos mesures.

L.3. Contréles histologiques

[.3.1. Evaluation de la dénervation dopaminergique

La dénervation dopaminergique induite par le traitement au MPTP a été étudiée chez le singe,
tout comme chez le rat, par immunohistochimie de la tyrosine hydroxylase. Un comptage des
cellules TH positives restantes a ensuite été réalis¢ au niveau du mésencéphale, subdivisé
pour I’étude en trois régions distinctes : I’aire rétrorubrale (AS), la SNc (A9) et 'ATV (A10).
L’innervation dopaminergique striatale a quant a elle été évaluée par densité optique dans
deux territoires distincts : le striatum sensori-moteur et le striatum limbique. L’ensemble de
ces données a été comparé aux valeurs obtenues chez des animaux sains.

Les résultats montrent que la perte moyenne des neurones dopaminergiques TH positifs sur
I’ensemble des territoires du mésencéphale est importante avec une valeur de -61,9 + 8,4 % (p
< 0,01) pour les animaux MPTP par rapport aux animaux sains (Fig 67). L aire A9 est la plus
atteinte avec une perte moyenne de -70,6 + 8,4 % (p < 0,01). Les aires A8 et A10 sont, quant
a elles, moins séveérement touchées avec une perte respective de -34,9 = 9,4 % (p < 0,01) et -
34,0+ 9,6 % (p <0,01) (Fig 67).

L’analyse, pour chaque animal, de la perte des neurones dopaminergiques TH positifs en
fonction des symptdmes moteurs développés montre qu’il existe une corrélation positive entre
le score moteur des animaux et la perte neuronale au niveau de 1’aire A8. Cette relation n’est
plus vérifiée pour les aires A9 et A10. En effet, le singe CA 33, qui a développé des
symptdmes moteurs importants (score moteur de 21/29) présente une perte neuronale au
niveau de 1’aire A9 (-64,1 %) moins importante que le singe CA 34 (perte de -78,7 %) ayant
pourtant présenté un niveau d’atteinte motrice modéré (score de 12/29). La méme observation
peut étre faite au niveau de ’aire A 10 (-22,9 % contre -48,8 %).

Les mesures moyennes de DO réalisées au niveau du striatum (n=5) révelent une perte tres
importante et significative (p < 0,05) de l’innervation dopaminergique au niveau de
I’ensemble des territoires striataux chez les singes traités au MPTP et bien que le sacrifice des
animaux soit intervenu apres récupération de leurs symptdmes moteurs. Le territoire sensori-

moteur est le plus touché, avec une diminution de DO de -83 + 16 % (p < 0,05), viennent
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- Figure 68-
Perte d’innervation dopaminergique, au niveau des différents territoires
fonctionnels du striatum, estimée par mesure de densité optique de I’immuno-
marquage TH, chez des singes MPTP sacrifiés apres récupération de leur
symptomes moteurs. Comparaison sain versus MPTP **, p<0,01



ensuite le territoire associatif (-79 =+ 18 % de baisse, p < 0,05) et le territoire limbique (-68 + 8
% de baisse, p < 0,05) (Fig 68). La comparaison du niveau de dénervation de chacun des
territoires montre que celui-ci n’est pas statistiquement différent pour les territoires sensori-
moteur et associatif et associatif et limbique mais qu’il est statistiquement supérieur pour le
territoire sensori-moteur par rapport au territoire limbique (p < 0,05).

L’analyse des quantifications de DO, en fonction des symptdomes moteurs développés par
chaque animal, montre qu’il n’existe pas de corrélation entre le niveau d’atteinte des animaux
d’un point de vue moteur et le niveau de dénervation dopaminergique striatale. En effet, le
singe CA 34, faiblement atteint d’un point de vue moteur (score = 12/29) présente, au niveau
du territoire sensori-moteur, une densité optique plus faible que les singes CA 23 (DO =
0,021) et CA 33 (DO = 0,027) présentant pourtant une atteinte motrice beaucoup plus
importante (score = 19 et 21 respectivement). On retrouve des résultats similaires au niveau

des territoires limbique et associatif.

1.3.2. Localisation des sites de dialyse

Le choix de la localisation des sites de dialyse dans le striatum sensorimoteur et limbique
repose sur une étude de dénervation dopaminergique réalisée par Caroline JAN (Jan et al.,
2003) sur des coupes de cerveaux de singes ayant été intoxiqués au MPTP et sacrifiés a I’état
symptomatique. Ces résultats montraient que, chez ces animaux symptomatiques, le territoire
sensori-moteur du striatum présentait une sévere dénervation dopaminergique alors que le
territoire limbique était relativement préservé. Ces deux sites ont donc été dialysés
simultanément sur les 5 animaux et a trois reprises : d’abord a I’état normal, c’est-a-dire avant
injection de MPTP, puis a I’état symptomatique le plus important (score maximal) et enfin,
aprés arrét des injections de MPTP lorsque I’animal avait complétement récupéré de ses
symptomes moteurs. La figure 15 montre, sur des coupes d’immunomarquage TH, un
exemple de la trace laissée par trois descentes répétées de sonde de dialyse, au niveau du
territoire limbique (Fig 69A’) et sensorimoteur (Fig 69B’) du striatum. Compte tenu de la
dénervation spécifique de chaque territoire apres traitement au MPTP, la trace est beaucoup
plus visible au niveau du territoire antérieur (limbique) et on observe que celle-ci ne dépasse
pas 100 um de diamétre (Fig 69A’). Ces vérifications histologiques, réalisées pour chaque
animal au niveau des deux territoires dialysés, sont autant d’arguments montrant que les
dommages cellulaires induits par la dialyse répétée d’un méme site sont faibles et ont donc

une faible incidence sur les variables neurochimiques étudiées.
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- Figure 69-

Coupes de striatum de singe immuno-marquées a la TH au niveau des
territoires sensori-moteur (B et B’) et limbique (A et A”)

A et B: singe sain; A’ et B’: singe ayant présenté de faibles symptomes moteurs.
Notez les traces de sondes (indiquées par les fléches) particuliérement visibles au

niveau du territoire limbique.

A’ et B”’: schéma représentant la localisation des sites de dialyse des 5 animaux au
niveau du territoire limbique (A’”) et sensori-moteur (B’”).




Ces données histologiques permettent également de réaliser la reconstruction des sites de
dialyse de chaque animal. Afin de faciliter les comparaisons, ces données ont ensuite été
localisées et regroupées sur deux schémas du striatum antérieur et postérieur (fig 69A° et
B’’). Les résultats montrent que les sondes placées au niveau du striatum postérieur possedent
une répartition latérale assez homogene entre les animaux. La répartition en hauteur est plus

2éme

hétérogene. En effet, les pointes des sondes des singes CA 21 et CA 23 atteignent le tiers

inférieur du territoire alors que celles des singes CA 33, CA 34 et CA 37 s’arrétent a la 17°
moitié¢. Malgré cette légére hétérogénéité, I’ensemble des sondes est bien situé dans le
territoire striatal sensori-moteur (Fig 69B°’).

Au niveau du territoire limbique, les caractéristiques de répartition sont inversées. Les sondes
sont localisées de fagcon homogeéne en hauteur entre les animaux, mais possédent une
répartition latérale beaucoup plus étalée. Ainsi, les sondes des singes CA 34 et CA 37 sont
regroupées dans le tiers ventro-médian du striatum alors que les sondes des singes CA 21, CA
23 et CA 33 forment un deuxiéme groupe situé dans la partie ventro-centrale. Au final, la
partie dialysante de I’ensemble de ces sondes est située a la jonction des territoires limbique et
associatif du striatum antérieur (Fig 69A”).

Enfin, les lignes pointillées sur la figure 69 A’’ représentent les localisations de la 4™ dialyse
ayant servie de contrdle pour les animaux CA 23, CA 34 et CA 37. Pour le singe CA 34, les

3 eme

sites de la et de la 4éme dialyse possédent une localisation latérale similaire méme si le
site de contrdle de la 4éme dialyse est situé plus bas que celui de la 3éme. Pour les animaux
CA 23 et CA 37, les sites de la 3°™ et la 4°™ possédent une localisation qui différent
beaucoup notamment en latéralité. Cependant, I’ensemble de ces sites restent localisés au

niveau du territoire associatif/limbique du striatum.

1.3.3. Etude de la variabilité intra-individuelle des concentrations de

neurotransmetteurs au cours des dialyses

Nous avons, dans un premier temps, voulu vérifier que la stabilit¢ des taux de
neurotransmetteurs étudiés n’était pas altérée au cours des différentes dialyses réalisées. Nous
avons donc observé la variabilité de chaque neurotransmetteur au sein d’une méme dialyse et
d’un méme animal (variabilité intra-individuelle). Le tableau 9 donne 1’évolution de la
variabilit¢ moyenne (en pourcentage de variation), calculée chez les cinq singes dialysés, des
concentrations des molécules étudiées lors des trois dialyses (plus dialyse contrdle) au niveau

du territoire sensori-moteur et limbique du striatum.






Dialyse 1 Dialyse 2 Dialyse 3 Dialyse 4

état sain état symptomes moteurs  état récupéré controle
SM L SM L SM L L

DA 273+26  183+34 303+92 53496 28478  423+137  368=x111
DOPAC 19837 29333 36,1+92 28667 24 %5 25476 284+86
HVA  147+67 9317 139£35  108%16 139+19 76+13 11,1 £49
5-HT 381132 373269 17941  229+26 30,7+54  389x123 40,5 £49
5-HIAA 16+55 14457 15327  165%56 11,6+2,1 98+ 19 163 £29
Glu 279+133  112%29 15744  103%19 181£59  218+24 141£73
GABA 111£15 83%13 206+56  148+26 9.9+2 174£54 15947

Tableau 9: Variabilité moyenne (n=5 ; pourcentage de variation) des concentrations des
molécules étudiées au cours de chaque dialyse pratiquée au niveau du territoire sensori-

moteur et limbique.

Ces résultats montrent que la variabilité des données au cours d’une méme dialyse est en
moyenne de 20 % et que pour la plupart des neurotransmetteurs étudiés et des dialyses
considérées, cette variabilité est inférieure a 30 %. De plus, ces données montrent que la
variabilité de la concentration des neurotransmetteurs n’est influencée ni par la localisation de
la sonde (striatum sensori-moteur ou limbique), ni par le protocole de dialyse répétée. En
effet, la variabilité des concentrations des neurotransmetteurs étudiés ne suit pas de tendance
particuliére (augmentation ou diminution) en fonction du nombre de dialyses réalisées ou du

territoire considéré.

[.3.4. Etude de l’influence des dialyses répétées sur les taux de

neurotransmetteurs étudiés

Nous avons voulu nous assurer qu’une dialyse répétée plusieurs fois dans un méme site était
un outil fiable et que les variations neurochimiques induites par des états moteurs différents
n’étaient pas biaisées par des variations artéfactuelles liées a ces dialyses répétées.

Pour ce faire, nous avons comparé les concentrations de neurotransmetteurs obtenues au cours

de la 3°™ et derniére dialyse avec celles obtenues aprés une dialyse supplémentaire servant de
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contrdle (4°™ dialyse) mais réalisée dans le territoire striatal controlatéral a la 3°™ dialyse,
jamais dialysé. Ces mesures contrdle ont été faites sur 3 animaux (CA 23, CA 34 et CA 37).

La comparaison des valeurs des concentrations des neurotransmetteurs obtenues lors de la
dernicre dialyse (dialyse 3, état récupéré) avec celles obtenues lors de la dialyse pratiquée du
coté controlatéral dans le territoire identique nous ayant servi de contrdle (dialyse 4), montre
que les différences entre ces concentrations sont inférieures ou égales a 20 % pour la majorité
des molécules mesurées (Tableau 10). En effet, mis a part le DOPAC et le Glu pour lesquels
des variations importantes ont été observées lors de la 4°™ dialyse, nos résultats nous ont
permis de valider I’utilisation de dialyses répétées pour I’ensemble des neurotransmetteurs
étudiés. Les augmentations des taux de DOPAC et de Glu observées au cours de la 4°™

dialyse restent difficilement explicables.

Différence de concentration 3°/4*™ dialyse (en %)

DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA Glu GABA

202+ 11,3 199,1+£1724 6,1+1,7 209+88 13,652 748+60,8 159+6,2

Tableau 10 : Différence, exprimée en pourcentage, entre les concentrations en

neurotransmetteurs de la 3°™ et de la 4°™ dialyse (contréle).

II. MODIFICATIONS NEUROCHIMIQUES ET SYMPTOMES MOTEURS
ASSOCIES LORS DE LA MISE EN PLACE D’UNE DENERVATION
DOPAMINERGIQUE CHEZ LE SINGE INTOXIQUE AU MPTP

1I.1. Evaluation motrice

Tout au long du protocole, les fonctions motrices des animaux sont évaluées a 1’aide de
I’échelle de Schneider et Kovelowski fondée sur 12 critéres déterminés en cage, en chaise ou
les deux (pour une description plus précise de 1’échelle, voir chapitre ‘Matériels et Méthodes
partir II’, paragraphe 11.3.). L’évaluation est d’abord réalisée a 1’état normal, c’est-a-dire avant
le traitement au MPTP, afin d’estimer les niveaux de base de certains critéres (temps de
réalisation d’une tache standardisée, activité motrice totale) utilisés par la suite comme
référence. Les animaux sont ensuite évalués tous les 2 a 3 jours aprés chaque injection de

MPTP. Ceci permet de suivre régulierement I’apparition des symptdmes et de contrdler le
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- Figure 70 -
Graphique représentant 1’évolution du score moteur des 5 singes au cours de
P’intoxication au MPTP et de la récupération des fonctions motrices.

CA21
CA23
CA33
CA37
CA34



niveau d’intoxication. Ce rythme d’évaluation est maintenu apres 1’arrét du traitement au

MPTP, afin d’observer précisément 1’évolution de la récupération.

II.1.1. Symptdmes développés

Singes | Dose totale Bcore symptomatiqueg| temps de récupération
de MPTP le plus sévere aprés derniére injection
CA21 2,25 9 20 jours
CA23 2,5 19 33 jours
CA33 2,1 19 17 jours
CA34 1,4 12 24 jours
CA37 1,3 22 45 jours (score=2)

Tableau 11 : Dose maximale de MPTP recue, score moteur le plus élevé et temps
de récupération motrice pour chaque singe

Les doses totales de MPTP injectées aux animaux varient de 1,3 a 2,5 mg/kg avec une
moyenne de 1,9 + 0,24 mg/kg (Tableau 11). Chaque animal présente une sensibilité a la
neurotoxine qui lui est propre, ainsi la sévérité des symptomes moteurs développés n’est pas
proportionnelle a la dose injectée. En effet, le singe CA 21, qui a re¢u une dose de MPTP de
2,25 mg/kg, présente une atteinte motrice assez faible (score de 9/29), alors que le singe CA
37 qui a regu 1,3 mg/kg, soit environ la moiti¢ de la dose du singe CA 21, est fortement atteint
avec un score de 22/29. Les animaux ne peuvent donc pas €tre classés en fonction de la dose
de MPTP qu’ils ont recu mais plutét en fonction de I’importance de la symptomatologie
parkinsonienne qu’ils développent. Quel que soit leur niveau d’atteinte motrice, les animaux
ont tous développé la triade de symptomes moteurs caractéristiques de la maladie de
Parkinson (akinésie, rigidité et tremblement de repos) avec une expression plus ou moins forte
de chacun de ces symptomes. Seul I’animal CA21, faiblement atteint, n’a pas présenté de

tremblements.

I1.1.2. Récupération des fonctions motrices

Apres D’arrét des injections de MPTP, tous les animaux ont présenté une récupération
progressive plus ou moins rapide de leur fonction motrice avec un retour a I’état normal, sauf
pour le singe CA 37, ’animal le plus atteint, qui est resté stable & un score moteur de 2
jusqu’a son sacrifice, 10 mois apres le début du traitement (Fig 70). Le temps nécessaire a la

récupération de fonctions motrices normales est proportionnel a la sévérité des symptomes

1N



A. Striatum

a I’état normal.

- Tableau 13 -
Comparaison des concentrations
basales (pg/ul) de dopamine,
DOPAC, HVA, glutamate et GABA
et des rapports de concentrations
DOPAC/DA, HVA/DA,
SHIAA/SHT pour les territoires
striataux sensorimoteur et limbique
chez le singes intact.

- Tableau 12 -
Tableau des concentrations extracellulaires (pg/ul) de dopamine, DOPAC, HVA,
glutamate et GABA au niveau du striatum sensorimoteur (A) et limbique (B) de singes

Concentration basale (pg/ul) Ratio
DOPAC/ HVA/  5HIAA/
Singe DA DOPA HVA SHT Glu GAB
g DA DA SHT
CA21 6,88+1,35 9,42+2,34 239,75+93,41 0,022+0,0031 15,26+2,36 2,09+0,22 1,37+0,42 34,84+6,04 1307,67+396,87
CA23 2,86+0,76 5,39+0,35 307,77+6,85 0,053+0,01 203,83+24,61 5,54+0,89 1,89+0,41 107,74+37,17 785,15+183,53
CA33 3,88+1,34 22,18+4,75 547,95+25,86 0,67+0,14 51,3525 5,44+0,62 5,71+0,18 141,11£123,48 61,19+7,64
CA34 3,17+0,79 11,67+£2,13 418,79+35,51 0,048+0,04 165,04+35,09 1,43+0,13 3,68+0,92 132,01+46,69 946,7+939,88
CA37 3,99+1,24 4,89+1,37 482,67+93,63 0,075+0,04 66,23+53,29 7,99+0,63 1,22+0,09 120,73+44,58 469,09+182,28
B. Striatum
Concentration basale (pg/ul) Ratio
DOPAC/ HVA/ S5HIAA/
Singe DA DOPA HV SHT Glu GAB
g DA DA SHT
CA21 0,6+0,12 38,62+14,92 393,56+60,53 0,12+0,07 15,11+1,89 3,4+0,29 64,4+19,72 658,53+177,08 109,79+90,54
CA23 1,17+0,31 4,85+1,57 663,32+44,39 0,11+0,039 83,6+18,32 8,7+0,55 4,16+1,08 568,94+151,89 116,41+28,97
CA33 1,77£0,17 121,29+23,17 1025,54+102,42 1,06+0,16 24,59+1.4 3,11+0,26 68,44+3,31 578,67+43.9 40,67+5,97
CA34 1,39+0,16 49,28+15,2 845,42+47,78 0,66+0,28 415,37+30,0 15,09+1,94 35,33+4,32 606+109,08 239,84+80,8
CA37 1,41+0,34 46,89+11,96 986,98+87,11 0,14+0,05 266,38+23,53 6,42+0,34 33,31+5,84 701,03+148.,44 245,4+61,04

Territoire striatal Facteur
Multiplicatif
C SM L
; DA 4,16 0,71 1,01 £0,29 4
n | DOPAC 10,71 £3,13 52,19 £ 19,02
¢ | HVA 399,39 £ 56,24 782,96 + 116,26 2
€ | SHT 0,17 0,12 0,42+0,19 2.5
Il Gl 100,33 + 35,85 161,01 +78 1.5
; GABA 4,49 + 1,21 7,34 £2,19 1.5
F | DOPAC/DA 2,77 +0,85 41,13+ 11,72 15
a| HVA/DA 107,28 + 18,95 622,63 + 25,03 6
F | SHIAA/SHT |713,95+211,87 150,42 +39,92 5



moteurs développés, sauf pour le singe CA 33. En effet, bien que présentant un score moteur
assez ¢élevé (21), le singe CA 33 a récupéré la totalité de ses fonctions motrices en 17 jours
seulement, c’est a dire plus rapidement que le singe le moins atteint (CA 21, score = 9, 20
jours pour récupérer) . En dehors du singe CA 33, si I’on compare les temps de récupération
du singe le plus faiblement atteint (CA 21) au singe le plus fortement atteint (CA 37), ceux-ci
sont respectivement de 20 (CA 21, score =9), 24 (CA 34, score = 12) , 33 jours (CA 23, score
= 19) et plusieurs mois (CA 37, score = 22) (tableau 11, Fig 70).

11.2. Taux de base des neurotransmetteurs étudiés

Les premiéres dialyses, réalisées chez les animaux sains avant traitement au MPTP, nous ont
permis de déterminer les concentrations des taux de base extracellulaires de tous les
neurotransmetteurs étudiés au niveau des territoires sensori-moteur et limbique du striatum de
tous les animaux (tableau 12) et ainsi de calculer une concentration basale moyenne (n=5,
tableau 13). Les valeurs moyennes montrent que la concentration en dopamine est 4 fois plus
importante au niveau du territoire sensori-moteur que du territoire limbique (p < 0,01, tableau
13). Parmi les neurotransmetteurs étudiés, la dopamine est la seule a présenter des
concentrations plus élevées au niveau sensori-moteur. Cette tendance est confirmée chez tous
les animaux ou les rapports de concentration varient de 2 a 28 (tableau 12). Le DOPAC,
I’HVA, la sérotonine, le glutamate et le GABA posse¢dent tous des concentrations basales au
niveau limbique supérieures a celles mesurées dans le territoire sensori-moteur avec des
rapports de concentrations moyennes respectifs de 5, 2, 2,5, 1,5 et 1,5 (tableau 13).
Cependant, aucune de ces différences de concentration n’est statistiquement significative.
Cette tendance est retrouvée chez les 5 singes pour le DOPAC, I’HVA et la sérotonine.

Au niveau des concentrations de Glu et de GABA, les variations de concentration au sein de
chaque territoire sont plus hétérogenes, et ce pour chaque animal (tableau 12).

L’étude du rapport des concentrations de la dopamine et de la sérotonine avec leurs
métabolites respectifs montre que le rapport DOPAC/DA et HVA/DA est plus élevé au niveau
limbique que sensori-moteur (respectivement x 15 et x 6, tableau 13) et que cette différence
est statistiquement significative dans les deux cas (p < 0,05 et p < 0,01). Au contraire, le
rapport SHIAA/SHT est plus élevé au niveau sensori-moteur que limbique (x 5, tableau 13)
bien que cette différence ne soit pas significative. Quel que soit le rapport considéré, les
tendances respectives entre le territoires sensori-moteur et limbique montrent que ces rapports

sont homogeénes pour tous les animaux (tableau 12).
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- Figure 71 -

Représentation schématique, pour chaque animal (CA 21 ¢, CA23 A, CA33 A,CA34 1,
CA 37), de’évolution des concentrations de dopamine (A) de DOPAC (B), d’HVA (C) et
du rapport HVA/DA (D) dans les territoires sensori-moteur et associatif/limbique du
striatum entre I’état normal, symptomes moteurs et récupéré.

La moyenne des 5 singes est représentée par une barre verticale. Chaque concentration est
exprimée en pourcentage du taux de base qui correspond au 100 % et est représenté par une line
pointillée (). Le rectangle gris hachuré représente la variation moyenne intra-individuelle de
chaque neurotransmetteur. ** p< 0.01 comparé a 1’état normal,7 p< 0.05, ¥+ p<0.01 comparé a
I’état symptdmes moteurs.



Pour finir, et comme nous 1’avons précisé auparavant, les valeurs des concentrations basales
de chaque molécule étudiée nous ont par la suite servi de référence (100 %) pour exprimer les

variations de ces concentrations a I’état symptome moteur et récupéré.

I1.3. Variations des concentrations de neurotransmetteurs au niveau du striatum

sensorimoteur et limbique en fonction de I’état symptomatique étudié

Nous avons choisi de représenter ces résultats sur des figures schématiques (une par
neurotransmetteur é¢tudié¢) qui regroupent I’ensemble des données, exprimées en pourcentage
du taux de base, de chaque animal pour chacun des territoires étudiés (striatum sensori-moteur
et limbique) ainsi que les données moyennes, représentées par les barres d’histogrammes, et
ceci a I’état symptome moteur et récupéré. Les données concernant 1’état sain sont utilisées
comme référence et correspondent donc a un taux de base de 100 % représenté sur la figure
par un trait horizontal en pointillé. Le rectangle gris hachuré représente la variabilit¢ moyenne
du neurotransmetteur considéré au cours des trois dialyses (état sain, symptomes moteurs et
récupére).

Les résultats seront traités séparément pour chaque neurotransmetteur (Dopamine, DOPAC,
HVA, Sérotonine, Glu, GABA) et chaque territoire striatal fonctionnel (sensori-moteur et

limbique) étudié.

I1.3.1. Variations des taux de dopamine

Au niveau du territoire sensori-moteur du striatum, le traitement au MPTP induit une
diminution moyenne trés importante (-96,7 = 1,3 %) et statistiquement significative (n=5, p <
0,01) de la concentration en dopamine qui ne représente plus que 3,3 % de celle mesurée a
I’¢état sain (Fig 71A).

Les résultats sont trés homogenes pour les 5 animaux qui présentent tous une baisse
statistiquement significative de leur concentration en dopamine. A I’état de récupération
motrice, on n’observe pas de différence significative de la concentration moyenne en
dopamine par rapport a 1’état symptomes moteurs (11,2 £ 6,6 vs 3,3 + 1,3%). De plus, les
modifications sont assez variables d’un animal a ’autre. On observe une augmentation
significative des concentrations de dopamine par rapport a 1’état symptomes moteurs pour 2/5

des animaux (CA 21, CA 33), une baisse chez le singe CA 37 et une absence de variation







pour les deux singes restants (CA 23, CA 34) (Fig 71A). Cependant, quel que soit I’animal
considéré et I’évolution de ces concentrations de dopamine entre I’état symptome moteur et
I’état récupéré, le taux de dopamine a 1’état récupéré reste toujours tres inférieur a celui de

I’état sain, avec une baisse moyenne de -88,8 + 6,62 % (n=5, p < 0,01) (Fig 71A).

Au niveau du territoire limbique, les effets du traitement au MPTP sur les concentrations de
dopamine sont hétérogénes. En effet, chez la majorité des animaux (3/5 animaux, CA 33, CA
34 et CA 37) I’état symptome moteur s’accompagne d’une forte diminution des
concentrations de dopamine, statistiquement significative par rapport a 1’état normal, mais qui
reste plus modérée que celle observée au niveau du territoire sensori-moteur ( -86,4, -72,2 et -
97,5 % respectivement pour les singes CA 33, CA 34 et CA 37) (Fig 71A). Pour I’animal CA
21, aucune différence significative de concentration n’est observée entre 1’état normal et 1’ état
MPTP. Enfin, une augmentation significative est observée pour le singe CA 23 (+ 26,7 %, p <
0,05). Au final, la concentration moyenne de dopamine du striatum limbique est diminuée de
moiti¢ a 1’état MPTP par rapport a 1’état sain (53,2 + 24,5 %) mais compte tenu des
différences existant entre les animaux, cette baisse n’apparait pas significative (Fig 71A).

Apres ’arrét du traitement au MPTP et lorsque les animaux ont récupéré de leurs symptdmes
moteurs, une augmentation statistiquement significative des concentrations en dopamine est
observée chez la majorité des animaux sauf pour le singe CA 34 ou les concentrations sont
encore diminuées par rapport a I’état symptomes moteurs (-26,1 %, p < 0,001) (Fig 71A).
Finalement, on obtient, a 1’état récupéré, un retour a la normale des concentrations moyenne
limbiques striatales en dopamine (95,9 + 51,2 %) et ceci essentiellement grace aux valeurs
obtenues chez les singes CA 21 et CA 23 dont les taux de dopamine aprés récupération
motrice sont statistiquement supérieurs a ceux de 1’état normal (CA21, +219,7 %, p < 0,01;

CA 23,4222 %, p <0,001)

Pour résumer, ces données montrent une baisse importante des concentrations en dopamine a
I’état symptome moteur au niveau des deux territoires striataux étudiés avec une atteinte plus
importante au niveau du territoire sensori-moteur (96,7 + 1,3 % de perte contre 46,8 + 24,5 %
pour le territoire limbique). De plus, un retour a la normale des concentrations en dopamine a

I’état de récupération motrice est observé uniquement au niveau du territoire limbique.







11.3.2. Variations des taux de DOPAC

Au niveau du territoire sensori-moteur, les effets induits par le traitement au MPTP sur les
concentrations de DOPAC sont tout a fait similaires a ceux produits sur les concentrations de
dopamine. En effet, on observe une baisse importante et statistiquement significative des
concentrations de DOPAC chez tous les animaux, avec une diminution moyenne de -91,7 +
5,6 % (n=5,p <0,01) (Fig 71B).

A D’état de récupération motrice, la concentration moyenne de DOPAC n’est pas
statistiquement différente de celle mesurée a 1’état symptomes moteurs (13,1 £ 6,4 vs 8,3 +

5,6 %) (Fig 71B).

Au niveau du territoire limbique du striatum, les évolutions des concentrations de DOPAC
aprés traitement au MPTP et aprés retour a un état moteur normal sont proches de celles
observées au niveau du territoire sensorimoteur. En effet, tous les animaux présentent une
baisse significative de leur concentration en DOPAC a 1’état MPTP et la baisse moyenne
résultante de -88,8 £ 5,6 % (n=5, p < 0,01) est comparable a celle observée du coté sensori-
moteur (-91,7 £ 5,6 %) (Fig 71B). De plus, bien que I’augmentation de ces concentrations a
I’état récupéré par rapport a 1’état MPTP soit tres supérieure a celle observée au niveau du
territoire sensorimoteur (+44,7 % vs +4,7 %), celle-ci n’est pas statistiquement significative et
ne permet pas un retour a un niveau basal des concentrations de DOPAC qui restent a 55,8 +

37,3 % des valeurs basales.

Ces résultats montrent que les concentrations de DOPAC suivent une évolution similaire a
celles de la dopamine puisqu’on observe une baisse importante de celles-ci a I’état symptomes
moteurs au niveau des deux territoires striataux €tudiés (-91,7 £ 5,6 % et -88,8 = 5,6 %
respectivement pour le territoire sensori-moteur et limbique). De plus, une augmentation des
concentrations en DOPAC, sans retour au niveau de base, est observée a I’état de récupération

motrice uniquement au niveau du territoire limbique.
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11.3.3. Variations des taux ’HVA

Apres traitement au MPTP on obtient, au niveau des territoires sensori-moteur et limbique,
des concentrations moyennes d’HVA de 1’ordre de 10,4 = 3,6 % et 15,9 £ 3 % des valeurs
basales. Ces diminutions de -89,6 % et de -84,1 % sont significatives (n=5, p < 0,01) (Fig
71C).

A I’état récupéré, la concentration moyenne d’HV A augmente significativement par rapport a
I’état MPTP au niveau du territoire sensori-moteur (+33%, p < 0,05) et limbique (+33,4 %,
n=5, p < 0,01) (Fig 71C). Cette augmentation est une tendance forte que 1’on retrouve pour
I’ensemble des animaux sur les deux territoires. Cependant, ces augmentations ne sont pas

suffisantes pour permettre le retour des concentrations a un niveau basal.

Ces résultats montrent que les concentrations d’HVA sont fortement diminuées a 1’état
symptome moteur et dans une méme mesure au niveau des deux territoires du striatum (- 89,6
+ 3,6 % et - 84,1 = 3 %). De plus, on observe une augmentation des concentrations d’HVA,
sans retour au niveau de base, a I’état de récupération motrice au niveau du territoire limbique

et sensori-moteur.

11.3.4. Variations des rapports DOPAC/DA et HVA/DA

Les effets induits par le traitement MPTP sur le rapport DOPAC/DA au niveau du territoire
sensori-moteur et limbique sont opposés. En effet, dans le striatum sensori-moteur, le rapport
moyen DOPAC/DA a 1I’état MPTP est doublé par rapport a I’état normal mais cette
augmentation n’est pas statistiquement significative. A I’inverse, dans le striatum limbique, le
rapport DOPAC/DA est significativement diminué chez tous les animaux ce qui induit ainsi
une diminution moyenne statistiquement significative de —59,1 = 12,6 %, (n=5, p<0,01).

Apres I’arrét du traitement MPTP et le retour a un état moteur normal, le rapport DOPAC/DA
est significativement augmenté par rapport a 1’état symptdme moteur pour la majorité des
animaux au niveau des territoires sensori-moteur (3/5 animaux) et limbique (4/5 animaux).
Cependant, compte tenu des variations individuelles de chaque animal, le rapport moyen
DOPAC/DA a I’état récupéré n’est pas statistiquement différent de celui de I’état MPTP dans

les deux territoires striataux. Enfin, il faut noter que le rapport DOPAC/DA apres récupération
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Représentation schématique, pour chaque animal (CA 21 ¢, CA 23 A, CA 33 A, CA 34
B, CA 37 []), de I’évolution des concentrations de sérotonine (A) de SHIAA (B), et du
rapport SHIAA/SHT (C) dans les territoires sensori-moteur et associatif/limbique du
striatum entre I’état normal, symptomes moteurs et récupéré.

La moyenne des 5 singes est représentée par une barre verticale. Chaque concentration est
exprimée en pourcentage du taux de base qui correspond au 100 % et estreprésenté par une
line pointillée (--.). Le rectangle gris hachuré représente la variation moyenne intra-
individuelle de chaque neurotransmetteur. ** p< 0.01 comparé¢ a 1’état normal,f p< 0.05
comparé a 1’état symptomes moteurs.



des symptdmes moteurs est significativement supérieur a celui de I’état sain au niveau du

striatum sensori-moteur ( +379,9 £+ 52,2 %, n=5, p <0,01).

Le rapport HVA/DA est trés fortement augmenté par le traitement MPTP au niveau du
striatum sensori-moteur chez tous les animaux (Fig 71D). Le rapport moyen HVA/DA atteint
ainsi une valeur de +428 + 140 % (n=5, p < 0,01). Au niveau du territoire limbique, les
résultats sont plus hétérogeénes : 2/5 animaux (CA 21 et CA 23) présentent une baisse
significative du rapport HVA/DA (p < 0,05) par rapport a I’état sain et 2/5 ne présentent
aucune variation. Enfin 1/5 animal voit son rapport HVA/DA fortement augmenté (p < 0,01).
Au final, le rapport moyen HVA/DA n’est pas statistiquement modifié par le traitement
MPTP.

Aprées récupération des symptomes moteurs, ce rapport est statistiquement augmenté chez 2/5
des animaux (CA 34 et CA 37) au niveau du territoire sensori-moteur et chez un seul animal
au niveau du territoire limbique (CA 34) (Fig 71D). Les valeurs moyennes du rapport
HVA/DA ainsi atteintes (2438 + 1406 % et 713 £ 520 % respectivement au niveau sensori-
moteur et limbique) sont supérieures a celles de 1’état normal mais cette augmentation n’est

significative que pour le territoire sensori-moteur (p < 0,01).

Ces données montre que les rapports DOPAC/DA et HVA/DA sont différemment affectés par
le traitement MPTP en fonction des territoires striataux considérés. En effet, ’apparition des
symptomes moteurs s’accompagne d’une augmentation du rapport HVA/DA au niveau du
territoire sensori-moteur et d’une baisse du rapport DOPAC/DA au niveau du territoire
limbique. Aprés récupération motrice, les deux rapports évoluent similairement et sont ainsi
augmentés au niveau du territoire sensori-moteur alors qu’ils ne sont pas modifiés au niveau

du territoire limbique par rapport a I’état normal.

11.3.5. Variations des taux de sérotonine

Le traitement MPTP induit une hausse statistiquement significative des concentrations de
sérotonine chez tous les animaux aux niveaux du territoire striatal sensori-moteur et chez 2/5
des singes au niveau du territoire limbique (CA 23 et CA 37). Cette augmentation touche plus
fortement le territoire sensori-moteur, ou on observe une hausse moyenne de +419,5 + 117,7

% (n=5, p <0,01), que le territoire limbique (+98,7 + 57,3 %, n=5, p < 0,01) (Fig 18A).







Apres disparition des symptdmes moteurs, les résultats sont assez homogenes au niveau du
territoire limbique ou les concentrations de sérotonine sont diminuées chez tous les animaux
par rapport a I’état MPTP (Fig 72A). La concentration moyenne revient ainsi a une valeur non
statistiquement différente de celle de I’état normal.

Au niveau du territoire sensori-moteur, les données sont plus hétérogenes. 2/5 des animaux
présentent une forte augmentation des concentrations de sérotonine a 1’état récupéré par
rapport a I’état MPTP (CA 21 et CA 33) alors que les 3 autres présentent une forte baisse (CA
23, CA 34 et CA 37). Au final, la concentration moyenne de sérotonine a 1’état récupéré n’est
pas statistiquement différente de celle de 1’état MPTP (372 + 95,3 % vs 519,5 = 117,7 %) et
reste largement supérieure a celle de 1’état sain (p < 0,01) (Fig 72A).

En résumé, les concentrations de sérotonine évoluent identiquement aux niveaux des
territoires sensori-moteur et limbique en fonction de 1’état moteur des animaux, mais avec des
effets plus marqués au niveau sensori-moteur. Le traitement au MPTP induit une
augmentation des concentrations de sérotonine qui s’atténue totalement au niveau de striatum
limbique, ou partiellement au niveau du territoire sensori-moteur apres récupération des

symptomes moteurs.

11.3.6. Variations des taux de SHIAA

Au niveau du territoire sensori-moteur, I’apparition des symptomes moteurs est corrélée a une
baisse significative des concentrations en SHIAA pour 3/5 des animaux (CA 23, CA 34 et CA
37) (Fig 72B), ce qui conduit au final a une baisse statistiquement significative de la
concentration moyenne de SHIAA par rapport a 1’état normal (n=5, p < 0,01). Apres
récupération des symptdmes moteurs, on observe une augmentation significative de la
concentration en SHIAA pour tous les animaux par rapport a 1I’état MPTP (p < 0,001). La
concentration moyenne devient ainsi statistiquement supérieure a celle de I’état MPTP (n=5, p
< 0,05) sans pour autant différer de celle de I’état normal (Fig 72B).

Au niveau du territoire limbique, les diminutions de concentration de SHIAA observées a
I’état symptomes moteurs pour 3/5 des animaux (CA 21, CA 33 et CA 37) n’induisent pas de
modifications significatives du taux moyen de SHIAA par rapport a I’état normal. De méme,
aprés récupération des symptdmes moteurs, bien que 3/5 des singes présentent une forte

augmentation de leur concentration de SHIAA par rapport a I’état MPTP et méme par rapport
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a I’état normal (CA 21, CA 23 et CA 33, p <0,001), la concentration moyenne de SHIAA ne
diffeére pas statistiquement de celle de I’état MPTP et sain (Fig 72B).

En résumé, les concentrations de SHIAA au niveau du territoire sensori-moteur subissent des
modifications opposées a celles des concentrations de sérotonine. Le traitement MPTP induit
une baisse des concentrations de SHIAA par rapport a I’état normal qui est réversée a 1’état
récupéré. Au niveau du territoire limbique, on n’observe pas de modifications significatives
des concentrations de SHIAA par rapport a 1’état normal que ce soit a 1’état MPTP ou

récupéré.

I1.3.7. Variations du rapport SHIAA/SHT

Le traitement MPTP induit chez tous les animaux une diminution considérable et
statistiquement significative du rapport SHIAA/SHT tant au niveau du territoire sensori-
moteur que limbique (sauf pour CA 21 dont la baisse de -33,6 % n’est pas significative au
niveau du territoire limbique) (Fig 72C). Ceci conduit & un rapport moyen statistiquement
diminué a I’état symptdmes moteurs par rapport a I’état sain au niveau des deux territoires
striataux (-80,7 %, - 52,2 %, p < 0,01)

Apres récupération des symptdmes moteurs, ce rapport est significativement augmenté par
rapport a I’état symptomes moteurs pour 4/5 des animaux au niveau du territoire sensori-
moteur (CA 21, CA 23, CA 34 et CA 37), il reste cependant inférieur a celui de 1’état normal,
mais cette différence n’est pas significative (n=5, 52,2 % vs 100 %). Au niveau du territoire
limbique, le rapport SHIAA/SHT est augment¢ par rapport a 1’état MPTP pour la majorité des
animaux (4/5) et devient significativement supérieur a celui de 1’état normal pour deux d’entre
eux (CA 23 et CA 33). Au final, apres récupération des symptdmes moteurs, 1’augmentation
du rapport moyen SHIAA/SHT par rapport a celui de I’état normal n’est pas significative (238
+ 1,1 % vs 100 %, n=5).

Le rapport SHIAA/SHT est fortement diminué par le traitement au MPTP tant au niveau du
territoire sensori-moteur que limbique. Apres retour a un état moteur normal, une récupération

de ce rapport est observée dans les deux territoires striataux.
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Représentation schématique, pour chaque animal (CA 21 ¢, CA 23 A, CA 33 A, CA 34
B, CA37),) del’évolution des concentrations de GABA (A) et de Glutamate (B) dans
les territoires sensori-moteur et associatif/limbique du striatum entre 1’état normal,
symptomes moteurs et récupéré.

La moyenne des 5 singes est représentée par une barre verticale. Chaque concentration est
exprimée en pourcentage du taux de base qui correspond au 100 % et est représenté par une
line pointillée (--.). Le rectangle gris hachuré représente la variation moyenne intra-
individuelle de chaque neurotransmetteur. ** p< 0.01 comparé a I’état normal.



11.3.8. Variations des taux de GABA et de Glutamate

Au niveau du territoire sensori-moteur, apres traitement au MPTP, les concentrations en
GABA sont fortement augmentées pour 4/5 des animaux (CA 21, CA 23, CA 33 et CA 34, p
< 0,001) induisant ainsi une augmentation moyenne de +163,6 + 53,8 % (n=5, p < 0,01) (Fig
73A). Apres récupération des symptomes moteurs, les résultats sont plus hétérogenes. Une
baisse significative des concentrations de GABA est observée chez 2/5 des animaux (CA 21, -
73,2 %, p < 0,05 ; CA 33, - 38,1 %, p <0,01) et une augmentation chez les 3 animaux restants
(CA 23, +270,8 %; CA 34, +275,8 %; CA 37, +32,8 % ; p < 0,001) (Fig 73A). Au final, la
concentration moyenne de GABA a I’état récupéré n’est pas statistiquement différente de
celle de I’état MPTP (357,2 + 107,4 vs 263,6 £ 53,8 %) mais reste largement supérieure a
celle de I’état sain (n=5, p < 0,01).

Au niveau du territoire limbique, 1’apparition des symptomes moteurs est corrélée a une
baisse modérée, significative dans la majorité des cas, des concentrations de GABA chez 4/5
des animaux (CA 21, -13,4 % ; CA 23, - 13,1 %, p < 0,05 ; CA 34, - 89,2 %, p < 0,001 ; CA
37, -33 %, p < 0,001) (Fig 73A). Cependant, la concentration moyenne reste proche de celle
de I’état sain (96,3 + 35 %). Apres récupération des symptomes moteurs, les concentrations de
GABA sont statistiquement diminuées dans I’ensemble par rapport a celles de 1’état MPTP
(3/5 des animaux ; CA 21, CA 23 et CA 33) et la concentration moyenne de 51,7 = 9,3 %

reste statistiquement inférieure a celle de base (n=5, p <0,01).

Les modifications subies par les concentrations de Glutamate aux niveaux des territoires
sensori-moteur et limbique en fonction de 1’état moteur des singes sont trés similaires a celles
du GABA.

En effet, dans le territoire sensori-moteur, les concentrations de Glutamate sont
statistiquement augmentées pour 3/5 des animaux apreés traitement au MPTP et la
concentration moyenne de 276,3 = 78,3 % est trés supérieure a celle de 1’état normal (n=5, p <
0,01). Apres le retour a la normale de 1’état moteur, bien que cette concentration moyenne,
soit encore augmentée (+164,8 %), elle n’est pas significativement différente de celle de 1’état
MPTP mais reste largement supérieure a celle de 1’état sain (p < 0,01) (Fig 73B).

Dans le territoire limbique, les données des différents animaux sont plus variable et, au final,
on observe pas de variations significatives de la concentration moyenne de Glutamate entre

les différents états moteurs (Fig 73B).
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Les modifications des concentrations de GABA et de Glutamate dépendent fortement du
territoire striatal fonctionnel considéré. Au niveau du territoire limbique, aucune variation
significative n’est observée suite a I’apparition ou la disparition des symptomes moteurs. Au
niveau du territoire sensori-moteur au contraire, 1’état symptome moteur induit une
augmentation de la concentration de GABA et de Glutamate qui n’est pas supprimée par une

retour a la normale des fonctions motrices.
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I. CHOIX DU MODELE DE SINGE INTOXIQUE AU MPTP ET DE L’APPROCHE
BIOCHIMIQUE PAR MICRODIALYSE INTRACELLULAIRE

I.1. Le modele de singe vert intoxiqué progressivement au MPTP

L’étude présentée dans cette seconde partie de mon travail de thése a été réalisée sur le singe
vert (Cercopithecus aethiops) chez lequel I’injection de MPTP par voie intramusculaire
conduit a une lésion bilatérale du systéme dopaminergique mésencéphalique (Pifl et al.,
1991). Le singe vert est la seule espece qui, suite a 1’intoxication au MPTP, développe
systématiquement 1’ensemble des symptdmes moteurs parkinsoniens y compris le
tremblement de repos a une fréquence de 4 a 6 Hz, proche de celle observée chez le malade
parkinsonien (Bergman et al., 1998 ; Frangois et al., 1999). En effet, si le tremblement peut
étre observé dans d’autres espéces de singes telles que le marmouset, le babouin et le
macaque (Close et al., 1985; Hantraye et al., 1993), il s’agit en général d’un tremblement
d’action. Cependant, il faut noter qu’une récente étude réalisée chez le singe rhésus, mettant
en ceuvre un protocole complexe d’intoxication au MPTP (infusion intracarotidienne suivie de
2 a 4 injections intraveineuse), a permis d’observer chez ces animaux ’apparition de courtes
périodes de tremblement de repos d’une fréquence de 7,9 + 0,12 Hz (Emborg et al., 2003).
L’origine du tremblement de repos observé chez le singe vert n’a pas trouvé de support
anatomique li¢ a dénervation dopaminergique (Herrero et al., 1993 ; Frangois et al., 1999).
Toutefois, 1’étude comparative de 1’activité oscillatoire au sein du pallidum de singes verts
(présentant un tremblement de repos lent et prolongé) et de singes rhésus (présentant de courts
épisodes de tremblements a une fréquence plus élevée) semble montrer que I’apparition de ce
phénomene pourrait étre reliée a I’émergence d’une activité oscillatoire synchrone au sein des
ganglions de la base (Bergman et al., 1998).

Bien que le singe MPTP représente un trés bon modele de la maladie de Parkinson, il possede
quelques limitations. Parmi celles-ci, on retrouve la difficulté a induire une destruction
progressive et lente des neurones dopaminergiques correspondant a [’apparition
chronologique des symptdmes moteurs chez ’homme. Pour pallier a ce probléme, des
protocoles d’intoxication progressive et chronique ont été¢ développés. Ceux-ci reposent sur
I’injection répétée de faibles doses de MPTP sur de longues périodes (17 a 21 mois)
(Hantraye et al., 1993 ; Varastet et al., 1994 ; Wullner et al., 1994). La seconde limitation
majeure de ce modele MPTP est liée a ’existence d’une récupération spontanée des

symptomes moteurs, souvent observée apres I’arrét de 1’intoxication au MPTP (Eidelberg et
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al., 1986 ; Kurlan et al., 1991 ; Taylor et al., 1997). Ce phénomeéne qui n’est jamais observé
chez le patient souffrant d’une maladie de Parkinson idiopathique, interfere avec 1’étude des
symptomes moteurs qui ne restent pas stables. Alors que plusieurs auteurs ont tenté de
résoudre ce probléme (Taylor et al., 1997 ; Pessiglione et al., 2003), il nous est apparu
intéressant d’étudier les mécanismes neurochimiques qui sous-tendent cette récupération
fonctionnelle. Pour ce faire, nous avons utilisé un protocole d’intoxication progressive et
semi-chronique. Certes, ce type de protocole produit une 1ésion dopaminergique bilatérale
plus rapidement que les protocoles chroniques, mais il induit un syndrome parkinsonien
moins stable qui permet d’observer une récupération motrice des animaux intoxiqués. Tous
les singes soumis a ce protocole d’intoxication ont développé les symptomes moteurs
suivants : bradykinésie, akinésie, rigidité, épisodes de ‘freezing’ et tremblement de repos, a
des degrés de sévérité différents. L’ensemble des animaux a ensuite présenté une récupération
progressive et totale de leurs fonctions motrices dans les 3 a 4 semaines qui ont suivi 1’arrét
des injections de MPTP, sauf le singe CA 37 qui s’est maintenu a un score moteur de 2
jusqu’au jour du sacrifice, 10 mois apreés I’arrét de ’intoxication. CA 37 est I’animal qui a
atteint le score moteur le plus élevé (22) ainsi que le niveau de perte des neurones
dopaminergiques et de dénervation striatale le plus fort pour tous les territoires fonctionnels
considérés : au niveau du striatum (sensori-moteur et limbique) la perte en DA a pu étre
estimée a plus de 97 % et a donc dépassé le seuil critique de 90-95 % au dela duquel la
récupération est compromise (Elsworth et al., 2000). Ce niveau trés important de
dégénérescence neuronale explique certainement 1’absence de retour a un état moteur normal,
les mécanismes de compensation et/ou de récupération fonctionnelle ne permettant plus de

maintenir un état d’équilibre (Bezard et al., 2003).

1.2. Approche biochimique par microdialyse intracérébrale répétée

Il est intéressant de noter que la récupération des fonctions motrices observée chez les
animaux traités au MPTP, et ayant présenté I’ensemble des symptoémes moteurs
parkinsoniens, prend place alors que la perte en neurones dopaminergiques est trés
importante. Cette observation expérimentale nous a conduit a nous interroger sur les bases
morphologiques et/ou biochimiques de cette récupération fonctionnelle sur le plan moteur. La
comparaison des niveaux de perte cellulaire observés dans les différentes aires
dopaminergiques des singes sacrifiés a ‘I’état symptomes moteurs’ et a ‘1’état récupéré’ n’a

pas permis de mettre en évidence des différences statistiquement significatives (Mounayar et






al., 2006 ; en préparation). Néanmoins, ces données quantitatives n’apportent pas
d’informations sur 1’intégrité physiologique des neurones dopaminergiques encore présents ni
sur leur capacité a assurer une transmission dopaminergique fonctionnelle. En effet, des
augmentations de la synthése et de la libération de DA ont été décrites pour des neurones
dopaminergiques restants, non encore affectés par le processus dégénératif, suite a des 1ésions
partielles de la SNc (Blanchard et al., 1995 ; Dentresangle et al., 2001 ; Rothblat et al., 2001).
La capacité de ces neurones dopaminergiques restants a maintenir une transmission
dopaminergique fonctionnelle explique certainement les compensations fonctionnelles
observées lors de la phase asymptomatique de la MP. On ne peut pas exclure également que
d’autres mécanismes non dopaminergiques puissent intervenir dans ces phénomeénes de
compensation. L’observation d’une récupération des fonctions motrices dans le modéle
animal utilisé ici nous amene a penser que les mécanismes qui sous-tendent cette récupération
fonctionnelle pourraient étre similaires a ceux intervenant dans la phase asymptomatique de la
MP. La compréhension de ces mécanismes, probablement basés sur des phénomenes de
plasticité et d’adaptation complexes, a suscité tout notre intérét dans ce travail.

Cette étude s’est inscrite dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Dr Léon
TREMBLAY, au sein de ’'unité¢ U679 a Paris, qui s’intéresse aux mécanismes de récupération
fonctionnelle sur le plan comportemental et anatomique chez le singe MPTP. Notre
contribution a ce travail, dans le cadre de cette thése, s’est limitée a essayer de déterminer les
modifications biochimiques qui interviennent au cours de cette récupération fonctionnelle en
utilisant une approche neurochimique basée sur la technique de microdialyse intracérébrale.
Les territoires dialysés ont été le striatum sensori-moteur et le striatum limbique. Le choix de
ces deux sites a ¢té fondé sur : 1) la mise en évidence d’une hétérogénéité de dénervation
dopaminergique au sein du striatum de singes traités selon notre protocole d’intoxication au
MPTP (Jan et al., 2003) ; 2) le possible role joué par la diffusion de la DA d’un territoire
striatal fonctionnel a I’autre dans les mécanismes sous-tendant la récupération motrice
observée chez les animaux traités au MPTP (Schneider et al., 1994).

Diverses ¢études de microdialyse ont déja été réalisées chez le singe MPTP, mais toutes
concernaient les modifications neurochimiques liées a 1’état parkinsonien (Skirboll et al.,
1990 ; Robertson et al., 1991 ; Nomoto et al., 1999). Seules quelques données neurochimiques
concernant la récupération des symptomes moteurs chez le singe MPTP proviennent d’études
post-mortem (Elsworth, 2000). Aussi, I’originalité¢ de notre étude repose sur le suivi in vivo
des modifications neurochimiques associé¢es aux phases de handicaps moteurs ou de

récupération, obtenues apres intoxication au MPTP. Ce suivi a consisté a mesurer les






concentrations de DA, sérotonine, Glu et GABA au sein des territoires sensori-moteur et
limbique du striatum, avant, pendant I’état parkinsonien et au moment de la récupération
motrice, chez le méme animal.

La mesure des concentrations des neurotransmetteurs recueillis dans les dialysats a été
possible grace a I’utilisation de la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) qui
est une méthode de détection tres sensible, d’une trés grande sélectivité et qui posséde un
seuil limite de détection trés faible. Elle permet ainsi d’obtenir des données concernant de
nombreux neurotransmetteurs a partir d’un seul recueil de liquide céphalo-rachidien.
Cependant, il est vrai que la résolution temporelle de cette technique est considérablement
plus faible que la plupart des processus dynamiques du systéme nerveux central (Khan et
Michael, 2003). Ceci n’a pas représenté un inconvénient majeur pour notre travail chez le
singe puisque nous avons étudié les concentrations en neurotransmetteurs de dialysats
recueillis pendant plusieurs heures dans un état moteur donné.

La voltamétrie in vivo aurait pu représenter une alternative a la microdialyse intracérébrale.
Elle offre en effet une trés bonne résolution temporelle, similaire a celle des enregistrements
¢lectrophysiologiques (Fillenz, 2005) et il semble que les dommages tissulaires induits par les
micro-¢lectrodes d’enregistrements (diametre 10 um) ne s’étendent pas au dela de 3 um
autour de 1’électrode (Peters et al., 2004). Cependant, il faut noter que ces données
histologiques ont été obtenues apres 2 heures d’implantation des micro-électrodes alors que la
plupart des études réalisées pour les sondes de microdialyse, et qui montrent des dommages
tissulaires s’étendant de 100 a 200 pum, ont été obtenues aprés plus de 24 heures
d’implantation (Clapp-Lilly et al., 1999 ; Zhou et al., 2001). Néanmoins, la voltamétrie est
une technique beaucoup moins sensible, moins sélective et moins polyvalente que la
microdialyse couplée a la CLHP. En effet, chaque neurotransmetteur étudié requiert une
micro-¢électrode spécifique. De plus, compte tenu de la taille respective de la partie active
d’une micro-¢électrode (= 800 um) et d’une sonde de dialyse (ici 3 mm), I’étude des variations
neurochimiques intervenant au sein de I’ensemble du territoire sensori-moteur et limbique du
striatum chez le singe aurait nécessité d’utiliser plusieurs microélectrodes de voltamétrie.
Compte tenu des avantages et des inconvénients respectifs de chacune de ces deux techniques,
la microdialyse intracérébrale nous a semblé étre la technique la plus appropriée a notre

problématique.
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II. MODIFICATIONS NEUROCHIMIQUES ASSOCIEES A L’ETAT
PARKINSONIEN

I1.1. Dopamine, DOPAC et HVA

L’¢tude des concentrations de DA striatale et de ses métabolites montre que le traitement au
MPTP conduit a une chute importante de leurs concentrations aux niveaux du territoire
sensori-moteur. Concernant le territoire limbique, la moyenne des concentrations de DA (et
de ses métabolites) des 5 animaux étudiés présente une tendance a la diminution (de I’ordre de
50 %), qui n’est toutefois pas significative. En effet, pour 3/5 des animaux, cette diminution
est trés importante (de ’ordre de 80 %) alors que pour les 2 autres singes (CA 21 et CA 23),
les contenus de DA mesurés apparaissent comparables a ceux de 1’état normal.

Enfin, en dehors de cette particularité, les variations observées sont toujours plus importantes
au niveau du territoire sensori-moteur que du territoire limbique. D’autre part, ‘1’état
symptomes moteurs’ est associ¢ a une forte hausse du rapport HVA/DA au niveau du
territoire sensori-moteur et a une augmentation, non significative, du rapport DOPAC/DA. Au
niveau du territoire limbique, le rapport DOPAC/DA est significativement diminué. De facon
intéressante, les variations mesurées pour ces rapports suite a I’intoxication au MPTP sont
¢galement plus importantes au niveau du territoire sensori-moteur que limbique.

Nos résultats relatifs aux fluctuations des concentrations striatales de la DA (et de ses
métabolites) concordent avec de nombreuses données de la littérature qui rapportent
également une baisse significative de ces concentrations, tant chez le patient parkinsonien
(Hornykiewicz, 1975 ; Agid et al., 1987 ; Calon et al., 2003) que dans divers mod¢les
animaux de la MP (Elsworth et al., 1989 ; Schneider, 1990b ; Skirboll et al., 1990 ;
Schwarting et Huston, 1996a ; Bézard et al., 2000 ; McCallum et al., 2006). En effet, il n’est
pas surprenant de voir que la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc¢
entraine une perte de ’innervation dopaminergique du striatum conduisant de ce fait a la
baisse de ses contenus en DA. Cette perte en DA striatale est également corrélée a des
variations d’expression du systéme de synthése, de recapture et des récepteurs de la DA.
Ainsi, une diminution d’expression de la Tyrosine Hydroxylase (Hefti et al., 1980 ; Bezard et
al., 2000 ; Rothblat et al., 2001 ; McCallum et al., 2006) et des transporteurs a la DA (Altar et
al., 1987 ; Narang et Wamsley, 1995 ; Rothblat et al., 2001 ; Calon et al., 2003) a été observée
aprés lésion du systéme dopaminergique nigro-stri¢. Concernant les récepteurs

dopaminergiques de type D2, il est aujourd’hui clairement établi, chez ’homme (Lee et al.,






1978 ; Rinne et al., 1993; Piggott et al., 1999) comme chez 1’animal parkinsonien (Savasta et
al., 1987, 1988 ; Corini et al., 1990 ; Gerfen et al., 1990 ; Narang et Wamsley, 1995 ; Wade et
al., 2000), que la dénervation dopaminergique entraine une augmentation de la densité
striatale, du taux d’expression des ARNm et de 1’affinité des récepteurs D2 pour la DA
(Bezard et al., 2001 b). Les données concernant les récepteurs de type D1 sont beaucoup plus
contradictoires. En effet, I’augmentation (Buonamici et al., 1986 ; Gnanalingham et al., 1995 ;
Narang and Wamsley, 1995), la diminution (Ariano, 1988 ; Graham et al., 1990 ; Blunt et al.,
1992) ou I’absence de variation (Savasta et al., 1988 ; Alexander et al., 1991 ; Przedborski et
al., 1991) de la densité des sites de liaisons striatales ont été rapportées chez le rat 6-OHDA et
le singe MPTP. Chez I’homme, il semble que cette densité ne soit pas modifié¢e (Lee et al.,
1978 ; Rinne et al., 1985 ; Pierot et al., 1988). Ainsi, I’intervention d’une « hyper-sensibilité »
des récepteurs dopaminergiques de type D1 aprés dénervation dopaminergique reste encore a
démontrer.

De facon intéressante, il est a noter que le protocole d’intoxication au MPTP utilisé¢ dans le
cadre de notre étude (progressif et semi-chronique) permet d’induire une dénervation striatale
hétérogeéne avec une atteinte préférentielle de la zone dorsolatérale. Cette hétérogénéité, déja
constatée chez le singe intoxiqué au MPTP (Elsworth et al., 1989 ; Irwin et al., 1990 ;
Schneider, 1990b ; Jan et al., 2003 ; McCallum et al., 2006), correspond également a ce qui

est observé post-mortem chez le malade parkinsonien (Kish et al., 1988).

L’augmentation des rapports DOPAC/DA et HVA/DA, que nous avons observé au niveau du
territoire sensori-moteur des animaux exprimant des symptomes moteurs, suggere une hausse
du taux de renouvellement de la DA. Cette hypothése s’appuie sur 1’observation d’un
accroissement de 1’activité de la TH au niveau du striatum chez le rat 6-OHDA (Hefti et al.,
1980 ; Zigmond et al., 1984 ; Altar et al., 1987). De méme, des variations similaires des
rapports DOPAC/DA et HVA/DA ont été décrites chez les malades parkinsoniens
(Hornykiewicz, 1975, 1998), méme a des stades précoces de la maladie (Bernheimer et al.,
1973 ; Ribeiro et al., 2002). L’augmentation de ces rapports a également ¢té observée dans
des modéles animaux de la MP pour des degrés de 1ésion du systéme dopaminergique nigro-
strié variés (Zigmond et al., 1984 ; Altar et al., 1987 ; Elsworth et al., 1987 ; Schneider,
1990b ; McCallum et al., 2006). Cependant, il faut noter que dans la majorité de ces études,
cette augmentation touchait I’ensemble des territoires du striatum (Zigmond et al., 1984 ;
Altar et al., 1987 ; Schneider, 1990b) alors que nous ne I’avons observée qu’au niveau du

territoire sensori-moteur. Cette différence de résultats pourrait s’expliquer par le type de
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protocole d’intoxication au MPTP utilisé. En effet, lorsque la baisse des rapports DOPAC/DA
et HVA/DA affecte ’ensemble du striatum, la perte de I’innervation dopaminergique striatale
est beaucoup plus massive et étendue et ne suit pas dans ce cas le gradient antéro-postérieur et
ventro-dorsal observé normalement chez les malades parkinsoniens et dans notre mode¢le. La
corrélation que 1’on peut faire entre le niveau de dénervation striatale et 1’évolution des
rapports DOPAC/DA et HVA/DA a été rapportée par plusieurs études montrant un gradient
d’augmentation de ces rapports paralléle au gradient de I’étendue de la dénervation
dopaminergique (Elsworth et al., 1987 ; McCallum et al., 2006). Cependant, I’existence d’une
telle corrélation n’explique pas I’absence totale d’augmentation des rapports DOPAC/DA et
HVA/DA concernant le territoire limbique. Des divergences méthodologiques pourraient étre
a Dorigine de cette différence entre nos résultats et ceux décrits dans la littérature. En effet,
nos données sont issues de dialysats recueillis chez 1’animal éveillé alors que la majorité de
celles rapportées dans la littérature proviennent essentiellement d’analyses post-mortem. De
plus, pour ces données post-mortem, un délai important et variable (de 4 & 12 semaines ;
Elsworth et al., 1987 ; McCallum et al., 2006) sépare la derniére injection de MPTP du
sacrifice alors que dans nos expériences, le recueil des dialysats a été réalis¢ 3 a 4 jours apres
la derniére injection de MPTP au moment ou les handicaps moteurs sont optimaux. Ceci a
I’avantage de mieux cerner la dynamique temporelle des modifications neurochimiques en

fonction des symptdmes moteurs observés.

11.2. Glutamate et GABA

Les modifications des concentrations de GABA et de Glu que nous avons observées chez les
animaux exprimant des symptomes moteurs dépendent fortement du territoire striatal
considéré. Au niveau du territoire sensori-moteur, les taux de ces deux acides aminés sont
fortement augmentés alors qu’ils ne sont pas statistiquement modifiés dans le territoire
limbique.

L’augmentation des concentrations extracellulaires striatales de Glu observée dans notre étude
confirme plusieurs travaux antérieurs de microdialyse ayant montré des augmentations
similaires suite a la destruction du systéme dopaminergique nigro-stri¢ par injection de 6-
OHDA ou de MPTP (Lindefors et Ungerstedt, 1990 ; Yamamoto et Davy, 1992 ; Meshul et
al., 1999 ; Robinson et al., 2003). L’ensemble de ces observations neurochimiques correle
aussi parfaitement avec des études post-mortem montrant que dans le noyau caudé-putamen

de patients parkinsoniens, les concentrations en Glu sont plus élevées que chez des sujets
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controles (Kish et al. 1988; Hornykiewicz, 2001). De plus, ces données sont en accord avec
des études électrophysiologiques ayant montré une augmentation de l'activité spontanée des
neurones striataux suite a une Iésion dopaminergique de la SNc (Schultz et Ungerstedt, 1978;
Nieoullon et Kerkerian, 1992; Calabresi et al., 1993; Chang et Webster, 1997 ; Gubellini et
al., 2002), probablement liée a une hyperactivité de la voie cortico-striatale. Cette dernicre
¢tant certainement due a une levée de I’inhibition exercée par la DA sur les terminaisons
glutamatergiques cortico-striées (Kornhuber et Kornhuber, 1986). Des études morphologiques
ont par la suite effectivement confirmé cela en montrant une augmentation du nombre de
synapses glutamatergiques asymétriques au niveau du striatum chez le rat 6-OHDA (Ingham
et al., 1993 ; Meshul et al., 1999) mais aussi chez ’homme (Anglade et al., 1995). Toutefois,
un déficit du systéme de recapture astrocytaire du Glu pourrait également étre a 1’origine, ou
participer, aux augmentations observées. En effet, une diminution de la densité des
transporteurs glutamatergiques a été montrée au niveau des astrocytes du striatum de souris
traitées au MPTP (Dervan et al., 1994). Enfin, une implication de la voie glutamatergique
thalamo-striatale ne peut étre exclue. En effet, le noyau intra-laminaire du thalamus représente
un des sites majeurs de dégénération non dopaminergique dans la MP (Henderson et al.,
2000). La reproduction d’une telle Iésion par injection d’acide iboténique au sein de ce noyau,
conduit chez le rat, & une diminution importante de 1’expression striatale du transporteur
vésiculaire du Glu, VGLUT?2 (Bacci et al., 2004). Cette influence, exercée sur le systeme de
recapture du Glu, pourrait participer a I’augmentation des concentrations extracellulaires de

Glu observée.

La DA exerce également un contrdle inhibiteur sur I’activité des neurones intrinséques
GABAergiques du striatum (Smith et al., 1994). Il a ét¢ montré chez le rat traité a la 6-
OHDA, que la perte des neurones dopaminergiques de la SNc conduit & une hausse des
concentrations de GABA (Lindefors et al., 1989, 1993) ainsi qu’a une augmentation de
I’expression des ARNm (Soghomonian et al., 1992 ; Lindefors et al., 1993) et de I’activité de
son enzyme de synthése (Segovia et al., 1991), la glutamate décarboxylase (GAD). Bien
qu’une augmentation des concentrations striatales de GABA ait ¢galement été observée chez
des patients parkinsoniens (Perry et al., 1983 ; Kish et al., 1986 ; Jimenez-Jimenez et al.,
1996), la hausse de I’expression des ARNm de la GAD n’a pas été retrouvée (Perry et al.,
1983 ; Levy et al., 1995). Ces divergences pourraient étre expliquées par le fait que la
complexité du processus dégénératif existant dans la MP qui, en dehors du systeme

dopaminergique mésencéphalique, touche également d’autres systémes de neurotransmission
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non dopaminergique, n’est pas retrouvée dans les modeles animaux de la maladie. En effet,
chez des rats ayant subi une double 1ésion, de la SNc par traitement a la 6-OHDA, et du
thalamus par injection d’acide iboténique, la majorité des changements induits classiquement
par la dénervation dopaminergique (augmentation des taux d’ARNm de la GAD67 et de
I’enképhaline dans le striatum) ne sont pas retrouvées (Bacci et al., 2004).

Toutefois, on ne peut pas écarter I’hypotheése que I’hyper-activité du systéme glutamatergique
striatal, observée a 1’état parkinsonien, puisse ¢galement intervenir, via la transformation du
Glu en GABA par la GAD dans les augmentations de GABA striatales observées dans nos
résultats et dans la littérature.

Enfin, compte tenu des interactions qui existent entre la DA, le Glu et le GABA au niveau du
striatum, il n’est pas surprenant que [’hétérogénéité de la perte dopaminergique que nous
observons chez nos animaux induise également une hétérogénéité des réponses

glutamatergiques et GABAergiques au niveau du striatum sensori-moteur et limbique.

11.3. Sérotonine et SHIAA

L’intoxication au MPTP entraine une augmentation des concentrations de sérotonine et une
diminution de celles de SHIAA, son métabolite, au niveau des deux territoires striataux
étudiés avec toujours un effet plus important au niveau du territoire sensori-moteur ; la baisse
de SHIAA n’étant d’ailleurs pas significative au niveau du territoire limbique. Le rapport
SHIAA/SHT est statistiquement diminué¢ a ‘I’état symptomes moteurs’ tant au niveau du
striatum sensori-moteur que limbique.

Peu d’études ont été réalisées sur les conséquences d’une dénervation dopaminergique au
niveau de la neurotransmission sérotoninergique et I’ensemble des données fonctionnelles
existantes est assez incohérent. Par exemple, chez le rat 6-OHDA, les concentrations de
sérotonine striatale ont été tour a tour décrites comme augmentées (Zhou et al., 1991 ; Guerra
et al., 1997 ; Balcioglu et al., 2003) ou inchangées (Breese et al., 1984 ; Erinoff et Snodgrass,
1986). De telles différences ont également été décrites pour le singe traité au MPTP
(Schneider, 1990b ; Perez-Otano et al., 1991 ; Russ et al., 1991). Chez ’homme, les données
obtenues par imagerie cérébrale (Nakamura et al., 1988) et par analyse post-mortem des
concentrations tissulaires (Scatton et al., 1983 ; Ohara et al., 1998) sont plus homogenes et il
semble que 1’état parkinsonien soit associé a une baisse de la sérotonine striatale. D’un point
de vue structural, il est clairement établi que la destruction du systeme dopaminergique nigro-

strié conduit a une hyper-innervation sérotoninergique du striatum dénervé (Breese et al.,
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1984 ; Zhou et al., 1991 ; Gaspar et al., 1993 ; Yamazoe et al., 2001) associée a une
augmentation de la quantité de transporteurs de la sérotonine (Zhang et al., 2002 ; Kerenyi et
al., 2003). Les mécanismes a 1’origine de cette ‘hyper-innervation’ sont inconnus méme s’il a
été suggéré qu'une perte de DA au niveau striatal pourrait déclencher une croissance de fibres
sérotoninergiques (Zhou et al., 1991). Ces résultats seraient plutdt en faveur d’une
augmentation des contenus striatales de sérotonine d’autant plus qu’il a ét¢ démontré dans des
¢tudes de microdialyse réalisées chez le rat et chez le chat que la DA exercerait un contrdle
inhibiteur sur la libération de sérotonine (Hery et al., 1980 ; De Deurwaerdere et al., 1996).

La baisse du rapport SHIAA/SHT est plus difficile a expliquer, mais ce ralentissement du
métabolisme de la sérotonine pourrait permettre de maintenir des niveaux de base élevés

(Balcioglu et al., 2003).

En résumé, les modifications neurochimiques que nous observons ici chez le singe éveillé
trait¢ au MPTP lors de la manifestation des symptomes moteurs parkinsoniens, peuvent
étre corrélées a I’hétérogénéité de la dénervation dopaminergique observée dans les
territoires striataux étudiés. Compte tenu des interactions complexes existant entre les
différents systemes de neurotransmission étudiés, 1’interprétation des fluctuations
neurochimiques observées n’est pas toujours aisée. Toutefois, nos résultats mettent clairement
en exergue une chute massive des contenus en DA extracellulaire (et ses métabolites)
associée a une augmentation des concentrations des taux de Glu et de GABA
principalement dans le territoire sensori-moteur. Dans le territoire limbique, ces
fluctuations ne concernent que des baisses des concentrations de la DA extracellulaire et de

ses métabolites.

III. MODIFICATIONS NEUROCHIMIQUES ASSOCIEES A LA RECUPERATION
FONCTIONNELLE

I1I.1. Dopamine, DOPAC et HVA

La récupération des fonctions motrices est associée a des modifications de I’ensemble des
neurotransmetteurs étudiés.
Une augmentation des taux de DA est notamment observée au niveau des deux territoires

striataux considérés. Bien que les variations moyennes ne soient pas statistiquement
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significatives par rapport a ‘I’état symptomes moteurs’, elles correspondent a un doublement
des concentrations dans le territoire limbique les ramenant ainsi aux valeurs basales, et a un
triplement pour le striatum sensori-moteur, ce qui les laisse largement inférieures aux valeurs
basales. Les concentrations de DOPAC sont elles aussi augmentées, mais de fagon non
significative par rapport a ‘I’état symptomes moteurs’, ce qui permet un retour de ces
concentrations au niveau basal dans le territoire limbique. Seuls les taux d’HVA sont
statistiquement augmentés par rapport a ‘‘I’état symptdmes moteurs’’ au niveau des deux
territoires striataux, mais restent cependant inférieurs au niveau de base. Ces variations de DA
et de ses métabolites s’accompagnent d’une augmentation significative du rapport
DOPAC/DA qui se situe a un niveau identique a celui de 1’état normal pour le territoire
limbique et méme au-dessus pour le territoire sensori-moteur. Le rapport HVA/DA est
¢galement augment¢ dans les deux territoires striataux et bien que ces augmentations ne soient
pas significatives par rapport a ‘‘1’état symptomes moteurs’’, les rapports restent 2000 fois et
720 fois plus élevés que ceux mesurés a I’état normal respectivement pour les régions
striatales sensori-motrice et limbique.

A 1’état de récupération motrice, le turn-over de la transmission dopaminergique semble donc
étre accéléré dans les deux territoires striataux étudiés. De telles observations ont déja été
décrites dans des modeles de chat et de singe traités au MPTP récupérant spontanément de
leur symptomes moteurs (Schneider et Rothblat, 1991 ; Schneider et al., 1994; Rose et al.,
1989) ainsi que dans des modeles de 1ésions partielles de rat traités a la 6-OHDA
(Dentresangle et al., 2001). De méme, une augmentation des rapports DOPAC/DA et
HVA/DA a été rapportée aprés analyse post-mortem des concentrations striatales, chez des
singes traités au MPTP ayant totalement récupéré de leurs symptomes moteurs (Petzinger et
al., 2006). D’autre part, il semble que 1I’augmentation du turn-over dopaminergique soit liée a
une augmentation de la syntheése et de I’activité TH, particuliérement au niveau du striatum
ventral moins atteint par la dénervation dopaminergique (Zigmond et al., 1984 ; Rothblat et
al., 2001).

Malgré cette hausse des contenus en DA et probablement de son turn-over, les concentrations
de DA et de ses métabolites au niveau du striatum sensori-moteur restent trés inférieures a
celles de I’état controle. Une étude réalisée chez le singe MPTP a néanmoins montré que des
niveaux de DA striatale correspondant a 5-10 % de ceux de 1’état contrdle étaient suffisants
pour permettre une récupération des fonctions motrices normales (Elsworth et al., 2000).
Cette faible augmentation pourrait résulter d’une diffusion a partir du territoire limbique, ou

les taux de DA a ‘I’état récupéré’ ne sont pas statistiquement différents de ceux de 1’état
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normal. En effet, une étude de microdialyse in vivo réalisée chez le chat trait¢é au MPTP et
aprés récupération motrice a montré que la DA libérée dans la partie ventrale relativement
préservée, pouvait diffuser sur une large distance (5 a 7,7 mm) jusqu’a la partie dorso-latérale
du striatum, beaucoup plus affectée par la déafférentation dopaminergique (Schneider et al.,
1994). Les auteurs ont également montré que chez ces animaux récupérés, la libération locale
de DA au niveau du striatum dorsolatérale ne représentait qu’une faible contribution a la
quantité¢ totale de DA détectée dans cette zone. Cette diffusion serait alors permise par
I’activation de la transmission volumique (Fuxe et Agnati, 1991). En effet, deux types de
transmission synaptique ont été décrits au niveau du striatum : 1) la transmission classique, ou
la clearance de la dopamine s’effectue principalement par recapture ; 2) la transmission
volumique ou I’élimination de la DA se fait par diffusion en dehors de I’espace synaptique.
Dans des conditions de dénervation dopaminergique, 1’¢limination de la DA passerait
préférentiellement par une transmission volumique (Robinson et al., 1988 ; Bjelke et al.,
1994 ; Schneider et al., 1994). De facon intéressante, des études de ‘binding’ réalisées chez le
singe et le chat traités au MPTP ont montré que la récupération des symptomes moteurs
s’accompagnait d’une diminution du nombre de sites de recapture de la DA au niveau striatal
et particuliérement au niveau du striatum ventral (Frohna et al., 1995 ; Rothblat et al., 2001 ;
Petzinger et al., 2006). Ce phénomeéne pourrait faciliter la transmission volumique en
augmentant le temps de présence de la DA dans 1’espace extracellulaire.

Il a également été proposé que 1’augmentation de la libération de DA et de ses métabolites
observée chez les animaux ayant récupéré de leurs symptdmes moteurs pourrait provenir
d’une réinnervation des territoires striataux déafférentés. En effet, une repousse des fibres
dopaminergiques nigro-striées a été observée dans plusieurs études réalisées sur des rats
traités a la 6-OHDA et partiellement 1ésés (Blanchard et al., 1996; Liberatore et al., 1999 ;
Stanic et al., 2003). De méme, la présence de fibres dopaminergiques présentant de nombreux
embranchements et qui n’avaient pas été observées chez des animaux contrdles, a été décrite
dans le striatum de macaque intoxiqués au MPTP présentant des degrés symptomatiques
divers et sacrifiés 4 a 5 semaines apres la derniére injection de MPTP (Song et Haber, 2000).
Ces auteurs ont suggéré que ces fibres a la morphologie particuliére correspondraient en fait a
des fibres dopaminergiques en état de repousse. Méme si nous ne pouvons pas totalement
exclure la possibilité d’ une implication d’une repousse des axones dopaminergiques dans les
augmentations des taux de DA que nous observons dans notre étude, nos résultats de
marquage TH ne sont pas en faveur de cette hypothése. En effet, la comparaison du marquage

TH striatal de singes sacrifiés a ‘‘I’état symptomes moteurs’ et de nos singes (sacrifiés apres
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récupération des symptdmes moteurs) ne permet pas de mettre en évidence de différence du
nombre de fibres immunomarquées a la TH entre ces deux groupes. Il est possible que cette
absence de différence soit due a la résolution des techniques de marquage que nous utilisons,

et qui ne nous permet pas une telle analyse.

II1.2. Glutamate et GABA

Les concentrations de Glu et de GABA du territoire sensori-moteur du striatum ne sont pas
statistiquement modifiées par la récupération des symptdmes moteurs, méme si elles
présentent une tendance a l’augmentation. Elles restent donc trés supérieures aux
concentrations de 1’état normal. Dans le territoire limbique, ces taux montrent une tendance a
la baisse par rapport a ‘‘I’état symptomes moteurs’’, méme si ces modifications ne sont pas
statistiquement significatives. Les concentrations de GABA sont a un niveau
significativement inférieur a celui de 1’état normal alors que celles de Glu sont statistiquement
non différents de 1’état normal.

L hyperactivité glutamatergique et GABAergique striatale observée dans la MP est
considérée comme une conséquence directe du dysfonctionnement de la transmission
dopaminergique striatale et a été proposée comme contribuant aux déficits moteurs
parkinsoniens (Chase et Oh, 2000). Des études pharmacologiques réalisées chez le rat ont en
effet permis de montrer que des injections intrastriatales de MK801 (antagoniste spécifique
des récepteurs glutamatergique NMDA) ou de 4C3HPG (antagoniste spécifique des
récepteurs glutamatergiques métabotropiques de type I) permettaient de supprimer
respectivement les catalepsies induites par des injections de neuroleptiques (Elliott et al.,
1990) ou la rigidité induite par 1’halopéridol (Lorenc-Koci et al., 2001). D’autre part,
I’injection intrastriatale de D-CPP, un antagoniste des récepteurs NMDA, chez des rats traités
a la réserpine (Carroll et al., 1995) ou chez des singes marmousets rendus parkinsoniens par
injection de 6-OHDA ou de MPTP (Mitchell et Carroll, 1997) entraine une suppression de
I’akinésie chez les premiers et de I’ensemble des symptomes parkinsoniens chez les seconds.
Ainsi, il semble qu’une réduction de la neurotransmission glutamatergique striatale pourrait
conduire a une amélioration des symptdmes moteurs parkinsoniens. Les effets induits par des
microinjections intrastriatales d’antagonistes GABAergiques réalisées sur nos singes
parkinsoniens aprés récupération motrice n’ont pas permis d’aboutir a des conclusions
similaires pour la neurotransmission GABAergique (Mounayar et al., données non publiées ;

en préparation).
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Le retour, a ‘I’état récupéré’, des concentrations de Glu et de GABA mesurées a un niveau
similaire a celui détecté a 1’état normal au niveau limbique n’est pas surprenante, et découle
probablement de 1I’augmentation des concentrations de DA. Par contre, le niveau élevé que
conservent ces mémes concentrations de Glu et de GABA au niveau du territoire sensori-
moteur est plus étonnant. Il est possible que la quantité de DA présente au niveau du territoire
sensori-moteur a ‘I’état récupéré’ (provenant d’une libération endogéne et/ou d’une diffusion
a partir du territoire limbique) soit suffisante pour restaurer une transmission dopaminergique
a minima permettant une récupération motrice quasi normale, mais qu’elle soit insuffisante
pour permettre de réguler les autres dysfonctionnements neurochimiques induits durant
“‘I’état symptomes moteurs’’. Il est intéressant de noter que dans ces conditions, une
récupération méme partielle des systéemes de neurotransmissions glutamatergiques et
GABAergiques au sein du striatum sensori-moteur n’est pas nécessaire a la