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I11.1. LA MALADIE DE PARKINSON : UN ENJEU DE SANTE PUBLIQUE

II.1.1. Généralités (historique, épidémiologie, étiologie)

La maladie de Parkinson est une atteinte neurologique chronique et dégénérative qui touche le
systéme nerveux central. En 1817, Sir James Parkinson, un médecin anglais, dans son « Essay on the
Shaking Palsy »' est le premier a décrire une paralysie agitante, qui provoque des tremblements de
repos et dont I’évolution est progressive. La dénomination « Maladie de Parkinson » date de la
seconde moitié du XIX° si¢cle ; elle est due au neurologue francais Jean-Martin Charcot, également a
’origine de la description de la triade symptomatique — tremblements de repos, rigidité, bradykinésie

— caractéristique de la pathologie’.

De nos jours, la maladie de Parkinson touche prés de 6,3 millions de personnes dans le monde.
Sa répartition a I'échelle de la planéte est relativement homogene. Dans les pays occidentaux, il s’agit
de la seconde maladie neurodégénérative, apres la maladie d’Alzheimer. Elle touche de manicre égale
hommes et femmes avec une incidence d’environ 15/100 000 habitants par an. L’age moyen du début
de la maladie se situe entre 44 et 66 ans, avec une augmentation du risque de la développer avec I’dge,
méme si 15 % des parkinsoniens débutent leur maladie avant 40 ans. Certains cas trés séveres peuvent

débuter dés 20 ans (forme juvénile)}', méme si cela reste trés exceptionnel.

Sur le plan cellulaire, les neurones majoritairement touchés dans la maladie de Parkinson sont
les neurones dopaminergiques de la substance noire, avec 50 a 85 % de dégénérescence neuronale®. La
substance noire est un noyau de la base du systéme nerveux situ¢ au niveau du mésencéphale ; une
substance noire est présente dans chaque hémisphere. Elle tient son nom de la couleur foncée des
cellules qui la composent, en raison de la présence de neuromélanine. La substance noire est composée
de deux sous-régions, la substance noire pars reticulata et la pars compacta. La dégénérescence de la
substance noire induit une réduction du niveau de dopamine présent dans les ganglions de la base,
dont le striatum®®. Les mécanismes impliqués dans ce processus neurodégénératif de la maladie de
Parkinson ne sont pas encore complétement compris. Néanmoins, dans les formes idiopathiques de la
maladie, un dysfonctionnement du métabolisme énergétique mitochondrial, principalement au niveau
de la chalne respiratoire, a été mis en évidence dans les neurones dopaminergiques de la substance

: 7
noire pars compacta .
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Les causes de la pathologic ne sont pas non plus bien déterminées. Toutefois, on peut
recenser : 1 — des prédispositions génétiques® (enzymes de détoxification, de la chaine respiratoire
mitochondriale, génes intervenant dans le maintien de I’homéostasie dopaminergique); 2 — une
toxicité environnementale (exposition a des pesticides comme la rotenone par exemple)’ ; et 3 — dans
de rares cas, des formes familiales, avec mutations ponctuelles sur le gene codant pour I’alpha-

synucléine, la leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2), ou la parkine, par exemple'”.
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I11.1.2. Lestroubles moteurs de la maladie de Parkinson

Les troubles moteurs de la maladie de Parkinson s’articulent autour de trois symptomes

cardinaux, que ’on appelle la triade symptomatique :

— Le tremblement de repos. C’est le symptome le plus connu du grand public. Toutefois, 20
% des patients ne présentent pas de tremblement de repos. D’autre part, il s’agit d’un symptome la
plupart du temps peu handicapant pour la personne, car les tremblements diminuent de facon
significative dés ’exécution d’un mouvement. Il s’agit d’un tremblement qui commence généralement
de fagon unilatérale et qui prédomine au niveau des extrémités des membres supérieurs avec un pic de

fréquence de 4 4 6 Hertz'".

— La rigidité est assimilée a une hypertonie musculaire généralisée, homogéne et continue.
Lorsqu’une commande motrice volontaire est envoyée aux muscles effecteurs, cesdits muscles — dans
un état de tonicité excessive — ne peuvent répondre de fagon adéquate. Dans ces conditions, les
contraintes mécaniques sur les membres et le niveau général de fatigue du patient augmentent

. 12
sensiblement .

— La bradykinésie. Ce symptome se manifeste de deux fagons : tout d’abord une raréfaction
voire une privation du mouvement volontaire, mais également un ralentissement plus ou moins séveére
de son exécution™. Son origine vient d’un défaut de I’initiation du mouvement ; en effet, & mesure de
I’évolution de la maladie, un délai significatif apparait entre I’intention de mouvement et son

exécution.

Un quatrieme symptome, plus tardif, se manifeste au cours de I’évolution de la maladie :
’instabilité posturale. On parle ici d’un des symptomes les plus handicapants de la maladie de

Parkinson, qui se manifeste par des troubles de I’équilibre pouvant entrainer des chutes.

Le diagnostic de la maladic de Parkinson sera validé par la présence a minima d’une

bradykinésie, couplée a un des trois autres symptomes.
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I11.1.3. Les troubles non moteurs de la maladie de Parkinson

Longtemps réputée comme étant une pathologie exclusivement motrice, la maladie de
Parkinson ne se limite pas aux simples symptomes moteurs. La qualité de vie des patients est
également fortement diminuée par des symptdmes non moteurs, qui apparaissent parfois avant que les
symptomes moteurs deviennent handicapants. Parmi ceux-ci, on retrouve une perte olfactive (chez 80
% des patients), une hypotension orthostatique, des troubles gastro-intestinaux et de tonicité¢ des
sphincters (70 % des patients). Sur le plan cognitif, on note des akathisies (besoin irrépressible
d’agitation)'?, des troubles de I’humeur et du sommeil, ainsi que des déficits de type syndrome

15.16
1

dysexecutif sous-cortico-frontal . Des douleurs chroniques, musculo-squelettiques, neuropathies

17.18

et/ou liées a des dystonies (mouvements et postures anormales) ~° sont également possibles.
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III.1.4. Cytopathologie de la maladie de Parkinson

La dégénérescence des neurones de la voie dopaminergique nigro-striée est |’origine
principale des symptoémes de la maladie de Parkinson'®. Ainsi, on observe une apparition des

symptémes a partir de 50-60 % de dégénérescence de ces neurones, avec une dénervation

dopaminergique d’au moins 75 % des noyaux caudés et du putamen®®?' (Figure III-1%%).

Cette dégénérescence n’est toutefois jamais compléte, et ce méme dans les régions cérébrales
les plus sensibles (substance noire compacte [SNc] par exemple). Diverses études suggeérent par
ailleurs que si la mort neuronale dopaminergique existe chez les sujets sains (moins de 0,5 % par an),
elle est de ’ordre de 10 % chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, et peut étre beaucoup

plus rapide dans les formes séveéres®>*.

A. Cerveau sain B. Cerveau pathologique

— Caugate nucleus |

&—Mutamen

Substantia nigra

Midbrain Midbrain

generation)

Figure 111-1: Ilustration de la voie nigrostriée. A : cerveau sain. B : Cerveau atteint de la maladie de
Parkinson. té de Guttman et al.

Dans un fonctionnement sain des noyaux gris centraux, la SNc inhibe le globus pallidus pars
interna (GPi) par I’intermédiaire de la substance noire réticulée (SNr), par une voie directe, et une voie

indirecte (Figure III-2) :
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1- Voie directe : la SNc active les projections dynorphiniques du striatum. A leur tour, ces
projections inhibent le SNr-GPi.

2- Voie indirecte : la SNc inhibe les projections enkephalinergiques du striatum, ce qui
désinhibe le globus pallidus pars externa (GPe). Ainsi, le GPe peut inhiber directement le
SNr-GPi. La GPe, inhibe également le noyaux subthalamique, qui est un activateur du

SNr-GPi.

Dans le cas de la maladie de Parkinson, les projections dopaminergiques sur le striatum de la
SNc ne sont plus présentes. Les voies directe et indirecte d’inhibition du SNr-GPi ne sont plus
fonctionnelles. Le SNr-GPi, alors désinhibé, inhibe le thalamus, ce qui est a I’origine des troubles

moteurs connus dans la maladie de Parkinson, en particulier la bradykinésie” (Figure ITI-2%).

(a) Normal moveme nts (b) PD TR
]

) A

Cortex ! ! Cortex °|
A
—-- E

D e D 5} sm_,,r |

O] TO]

SNr-GPi SNr-GPi

_ Thalamus

-—  Glutamate (excitatory)

+—— GABA (inhlbitory)

-- Dopamine (excitatory via D)
+— Dopamine (Inhlbitory via D;)

Figure -2 ima_explicatif du fon |
¢ de Schwarzschil

D’autre part, il convient de faire une distinction entre les projections dorsolatérales sur le
striatum — plut6t dévolues aux fonctions motrices et particuliérement touchées dans la pathologie —,

et les projections ventrales intervenant dans les fonctions cognitives®.

11 est & noter que la voie nigro-striée, si elle est la plus atteinte dans la maladie de Parkinson,
n’est pas la seule voie dopaminergique a étre touchée. En effet, le déficit dopaminergique concerne
également les voies méso-limbique et méso-corticale ; ces deux voies sont par ailleurs impliquées dans

certains troubles cognitifs associés a la pathologie®”*®.

Par ailleurs, les voies dopaminergiques ne sont pas les seules atteintes. La maladie de
Parkinson est en effet une pathologie plus diffuse. On observe également une mort d’environ 50 % des

7 . 2 .
neurones noradrénergiques du locus coeruleus . Une perte d’environ 40 % des neurones
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sérotoninergiques du raphé’, des neurones cholinergiques du noyau basal de Meynert et du noyau

pédonculopontin®' ont également été rapportés au début des années 1990.

Par ailleurs, a I’instar de I’ Atrophie Multisystématisée et de la démence a corps de Lewy, la
maladie de Parkinson appartient aux synucléinopathies. Elle se caractérise en effet par la présence
anormale d’agrégats d’a-synucléine, formant des inclusions neuronales éosinophiles cytoplasmiques
nommées « corps de Lewy »°>. En plus de I’a-synucléine, on retrouve dans les corps de Lewy d’autres
protéines comme I"ubiquitine®, les chaines alpha B cristallin (protéine de la famille des HSP). Les
corps de Lewy se trouvent dans le cortex et dans le tronc cérébral ; dans ce second cas, ils sont
entourés d’enchevétrements fibrillaires composés de la protéine Tau™*. Les liens sont ainsi étroits

entre la maladie de Parkinson et les autres maladies neuro-neurodégénératives.
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III.1.5. Les traitements de la maladie de Parkinson

Les traitements actuellement utilisés en clinique contre la maladie de Parkinson sont tous

symptomatiques, mais aucun n’agit de fagon curative sur le processus de neurodégénérescence de cette

pathologic™. Les traitements les plus couramment utilisés sont essentiellement efficaces sur les

troubles moteurs de la maladie. En ce sens, il existe deux grandes stratégies thérapeutiques :

1-

Les approches pharmacologiques permettant de compenser la déplétion dopaminergique
dans le systeme nerveux central. C’est un traitement substitutif. L’objectif est de 1 —
rétablir les taux de dopamine circulant (dopa-thérapie), 2 — stimuler les récepteurs
dopaminergiques (agonistes dopaminergiques), et 3 — potentialiser les effets de ces
derniers en réduisant la dégradation de la dopamine résiduelle (inhibiteurs enzymatiques).

Une approche neurochirurgicale, dont I’objet est de supprimer le fonctionnement anormal
du circuit neuronal des ganglions de la base. Cela, soit 1 — en détruisant certains circuits,
par des I¢ésions (chirurgie ablative) du Thalamus par exemple, ou du Pallidum interne, 2 —
par la stimulation électrique a haute fréquence, qui mime les effets de ces Iésions mais de
facon réversible et adaptable en créant une inhibition fonctionnelle, dans le noyau sous-
thalamique, le thalamus, ou le pallidum, par exemple, via un stimulateur implanté

intracérébralement.

111.1.5.1. Approches pharmacologiques

Nous prendrons ici ’exemple de la dopa-thérapie, puisqu’il s’agit du traitement de référence

de la maladie de Parkinson depuis son développement dans les années 1960, avec la découverte

révolutionnaire de la Lévodopa (L-dopa), précurseur de la dopamine

37-39

Cette thérapeutique est trés efficace dans les premiers temps du traitement, bien qu’un certain

nombre d’effets secondaires moteurs apparaissent a long-terme. On distingue 3 phases « classiques »

dans le traitement de la maladie de Parkinson a la L-dopa, a savoir :

1-

XS]
'

La « lune de miel » dure de 3 & 6 ans, suivant les patients, qui ont alors une qualité de vie
quasiment ramenée & la normale grace au traitement. Toutefois, durant cette période, la
maladie continue de progresser de fagon sous-jacente.

Avec ’aggravation de la maladie, ct le manque de plus en plus important en dopamine
dans le systeme nerveux central, les doses de [.-dopa doivent étre augmentées. Ceci finit
par perturber la pharmacocinétique des récepteurs dopaminergiques striataux et induit des

périodes de fluctuations et de complications motrices. Ces complications touchent plus de
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60 % des patients apres 6 ans de traitement. On note ainsi une détérioration de fin de dose,
qui correspond a une perte progressive des effets de la L.-dopa, avec des symptdmes
moteurs réapparaissant plus rapidement lorsqu’on se rapproche de la fin d’une dose de
traitement. Avec I’augmentation des doses nécessaires de L.-dopa, et le caractére pulsatile
de P’administration des doses, les récepteurs dopaminergiques striataux sont altérés et
perdent leur souplesse de fonctionnement. Ceci induit des fluctuations brutales (périodes
ON-OFF) et des dyskinésies dopa-induites. Les patients se retrouvent alors dans une
situation ou ils sont « OFF » sans traitement, a savoir akinétiques et/ou bradykinétiques,
puis dyskinétiques (mouvements désordonnés et incontrdlés) pendant les périodes « ON »
sous traitement.

3- Avec ’aggravation de la maladie, certains patients finissent par atteindre un stade, encore
plus handicapant, ot la L-dopa n’est plus efficace. Les patients sont alors totalement
bloqués, sans que la L-dopa ne parvienne a rétablir une partie de leurs capacités de

mouvements.

I11.1.5.2. Approches neurochirurgicales

Le noyau sous-thalamique appartient a un ensemble de régions sous-corticales appelé
« ganglions de la base » ou « noyaux gris centraux » qui comprennent aussi, entre autres, le thalamus
et le pallidum, en étroite connexion avec le striatum (noyau caud¢ et putamen). La voie
dopaminergique nigro-striée joue un role principal dans la modulation du circuit des ganglions de la
base. Dans ces conditions, il est ais¢ de comprendre que la dénervation dopaminergique observée dans
la maladie de Parkinson entraine des modifications fonctionnelles importantes au sein des ganglions
de la base. On retrouve notamment une hyperactivité du noyau sous-thalamique, sur le plan

0,41

électrophysiologique’™*' mais également métabolique™.

Fortes de ce constat, et sur la base de constatations pragmatiques, les premieres approches
chirurgicales étaient lésionnelles, avec une destruction de tout ou partie du noyau thalamique (efficace
surtout sur le tremblement) et du pallidum interne (efficace surtout sur les dyskinésies et la rigidité).
Des études sur des modéles primates de la maladie de Parkinson ont mis a jour le réle du noyau sous-
thalamique, en suggérant qu’une inhibition (destruction en I’occurrence) du noyau sous-thalamique

g . 4344
pouvait réduire les troubles moteurs de la maladie .

Toutefois, toute approche 1ésionnelle pose le probléme de la réversibilité. D’autant plus que
les 1ésions du noyau sous-thalamique étaient réputées s’accompagner d’effets secondaires aussi
spectaculaires (hemiballisme) que séveres. Ainsi, a la fin des années 1980, sous I’impulsion de I’école

grenobloise (Professeur Benabid), I’approche Iésionnelle a été remplacée par une stimulation
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électrique 4 haute fréquence, la « stimulation cérébrale profonde», ou DBS pour «deep brain
stimulation » du thalamus d’abord, puis du pallidum, et enfin, en 1993, du noyau sous-thalamique®.
Cette nouvelle approche réduit drastiquement les troubles moteurs des trois symptomes de la triade

47 et permet notamment de diminuer la médication pharmacologique

dopaminergique
antiparkinsonienne de 50 a 100 %™ En plus d’étre trés efficace contre les symptdmes en eux-mémes,
cette approche permet donc, indirectement, de diminuer les dyskinésies L-dopa induites chez les
patients”. Enfin, I’efficacité de la DBS est corrélée a une bonne réponse des patients au traitement a la
L-dopa, ce qui en fait un des facteurs clés de sélection des malades pour ’indication opératoire de la

stimulation sous-thalamique.

Notons toutefois que la DBS est essentiellement symptomatique. Elle présente I’inconvénient
de nécessiter une implantation a vie de dispositifs permettant des réglages pour optimiser les effets. Il
s’agit par ailleurs d’un acte chirurgical invasif, quoique bien moins invasif que les thalamotomies ou
pallidotomies, et a fortiori que les subthalamotomies. La DBS est habituellement réalisée chez des

patients chez qui les effets secondaires de la L-dopa a forte dose les privent d’un soulagement optimal.

10
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II1.2. LA NEUROPROT S THERAPEUTI

I11.2.1. Concept de neuroprotection et méthodes d’évaluation

Ginsberg et al, en 2008 définissent la neuroprotection comme toute thérapeutique ou
combinaison de thérapeutiques stoppant ou ralentissant la mort neuronale. Dans le cadre de la maladie
de Parkinson, il s’agit d’une thérapeutique capable d’agir sur I’évolution de la dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNc. Le développement d’une stratégie thérapeutique permettant un

ralentissement de la maladie de Parkinson est [’un des axes de recherche les plus étudiés actuellement.

Toutefois, la question de I’évaluation des capacités neuroprotectrices d’un traitement reste
enticre a ce jour. En effet, s’il est aisé, dans les modeles in vitro ou animaux de la pathologie,
d’apporter la preuve de concept du potentiel neuroprotecteur d’une nouvelle thérapeutique (par
comptage cellulaire par exemple), cela s’avere bien plus compliqué chez I’humain. Un simple
comptage cellulaire, par analyse histologique de tranches de cerveaux n’est pas possible chez
I’humain, dans la mesure ou les patients impliqués dans un essai clinique restent vivants a la fin du
protocole. On souhaite de plus juger cette neuroprotection dés le début de la mise en ceuvre de

I’approche étudiée.

Dans ces conditions, plusieurs méthodes de mesure ont ¢té proposées, pour déterminer le

pouvoir neuroprotecteur d’une thérapeutique testée lors d’un essai clinique.

111.2.1.1. Etudes symptomatiques

Plusieurs études ont proposé de se baser sur le délai de mise en place d’un traitement
dopaminergique comme paramétre de mesure. Au premier abord, ce paramétre semble d’intérét,
puisque 1 — il est un témoin indirect de la sévérité de la maladie chez le patient, et 2 — il est applicable
chez des patients présentant une pathologie non encore sévére (quoique peu sensible sur des patients
en tout début de maladie). Toutefois, la quantification de ce paramétre est trés sujette aux
interprétations des personnels soignants, du fait de leurs habitudes thérapeutiques®'. Le fait que nous
ne sachions toujours pas a ce jour si la maladie de Parkinson suit une évolution linéaire ou non, rend

également ce parametre de mesure incertain®.

L’outil le plus utilisé actuellement pour quantifier la gravité des symptomes chez le patient
parkinsonien est ’échelle Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS), qui classifie et

. z s 3 . oz z r1: r . r
quantific 1’état clinique du malade®. Celle-ci a été récemment améliorée, pour y intégrer une

11
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quantification des troubles non moteurs de la maladie : Mouvement Disorders Society-UPDRS (MDS-

UPDRS™. Cette modification semble par ailleurs mieux adaptée a des études a long-terme.

111.2.1.2. Etudes des marqueurs biologiques

Un autre angle d’approche de I’évolution de la maladic de Parkinson est Putilisation de
marqueurs biologiques. Si I’étude histologique directe n’est pas possible pour les raisons présentées
plus haut, certains marqueurs en relation avec le stress oxydatif, mesurables dans la circulation
sanguine, pourraient étre utilisés pour quantifier le niveau d’évolution de la dégénerescencess. Pour ce
faire, il est cependant indispensable de connaitre la relation entre la cinétique d’évolution de tels

marqueurs et celle de la pathologique ; ce n’est pas le cas aujourd’hui.

Une solution pourrait résider dans I’imagerie fonctionnelle médicale. Par exemple, on peut
quantifier la captation dela 18 fluoro-L-dopa®® par tomographie par émission de positons (TEP) et du
123-1-B-CIT par la SPECT-CT (single-photon Emission computerized tomography — coupled with
CT) qui sont des marqueurs anatomo-fonctionnels de la synapse dopaminergique (semi quantitatif
pour 123-I-B-CIT). Ceci est un bon témoin de la survie neuronale dans les régions étudiées. Toutefois,
ces mesures restent des témoins indirects de la survie neuronale et possédent, pour le 123-1-B-CIT par

exemple, une résolution spatiale limitée.

Au-dela de la dégénérescence dopaminergique, certains autres biomarqueurs de la maladie
pourraient étre envisagés comme témoins de I’évolution de celle-ci, et donc de Iefficacité potentielle
d’un traitement neuroprotecteur. Ainsi, nous pouvons citer I’apolipoprotéine Al (ApoAl). En effet,
Qiang et al ont montré en 2013 qu’une faible concentration plasmatique d’ApoAl est un facteur de
risque de la maladie de Parkinson. De plus, cette diminution de concentration est corrélée a une perte
dopaminergique dans le putamen. Nous pourrions donc imaginer que le dosage de ’ApoAl puisse €tre

un outil de suivi de I’évolution de la pathologie, ou de son ralentissement par un neuroprotecteur.

D’autres marqueurs peuvent étre envisagés, comme le taux d’amyloides dans le fluide
cérébrospinal qui, s’il est réduit, est un facteur de risque pour les symptomes non moteurs de la
pathologie. Notons également I'urée dont le taux est réputé réduit chez les patients parkinsoniens. Ces
bio-marqueurs, s’ils sont d’intéréts dans le diagnostic de la pathologie, n’ont pas encore fait leurs

preuves dans I’étude de I’évolution de celle-ci.
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111.2.1.3. L'apport de l'imagerie médicale

Il existe plusieurs modalités d’imagerie médicale utilisées dans la maladie de Parkinson. Nous
avons déja évoqué précédemment la TEP et son intérét dans le suivi de I’évolution de la
neurodégénerescence. Nous avons également mentionné la tomographie d’émission monophotonique
(SPECT). Ces deux méthodes permettent de suivre I’évolution de la mort neuronale, a travers
différents marqueurs (18 fluoro-L-dopa pour la TEP, transporteur DAT ou transporteur de la
monoamine vésiculaire de type 1 pour la SPECT, par exemple). D’autre part, elles permettent de
détecter une perte neuronale avant méme que les premiers symptomes moteurs apparaissent, ce qui en
fait une des méthodes diagnostiques a la fois précoces et capables de suivre I’évolution de la maladie.
Elles sont donc, a priori, adaptées a un essai clinique cherchant a évaluer le potentiel neuroprotecteur
d’une stratégie thérapeutique. Toutefois, les résultats obtenus avec ces méthodes sont peu corrélés a

I’échelle UPDRS, surtout dans les premiéres phases de la pathologie.

D’autre part, la sonographie transcraniale (STC) met en évidence une €chogénicité accrue
chez 90 % des patients parkinsoniens étudiés. La STC permet en outre de prédire le risque de
développer une maladie de Parkinson. Ainsi, Berg et al, en 2011, ont montré que sur 1847 personnes
agées étudiées, celles possédant une hyper-échogénicité nigrale présentent 17 fois plus de risque de
déclarer une maladie de Parkinson. Cette méthode d’imagerie est par ailleurs totalement non invasive.
Toutefois, a notre connaissance, aucune étude n’a suivi I’évolution de cette échogénicité en fonction
de la mort neuronale. Les résultats d’une telle étude pourraient déterminer si la STC représente un
intérét dans I’évaluation du potentiel neuroprotecteur d’une thérapeutique. Ces méthodes participent a
évaluer les facteurs de risque d’évolution de la maladie, mais restent insuffisantes pour apprécier

précisément I’évolution sous traitement des formes trés précoces de celle-ci.

Notons enfin I’imagerie par résonance magnétique (IRM), entre autre I'IRM avec étude de
I’anisotropie de diffusion. Plusieurs études ont montré qu’une réduction de I’anisotropie de diffusion
dans la substance noire est corrélée a la sévérité des symptomes moteurs observés. Cette méthode
semble donc permettre d’évaluer la progression de la pathologie. Elle parait adaptée a I’évaluation du

potentiel neuroprotecteur d’une thérapeutique.
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80,81

cultures cellulaires (PC12) et murins® . Le pramipexole favorise la protection dopaminergique dans

des modéles 6-OHDA et MPTP in vivo et in vivo® ™,

A ce jour, les mécanismes d’action d’une éventuelle neuroprotection induite par les agonistes
dopaminergiques ne sont pas bien connus. Bien que ces molécules puissent agir comme éliminateurs

des radicaux libres, cette propriété semble étre présente uniquement en cas de fortes concentrations.

Sur la base de ces nombreux résultats encourageants, deux études cliniques ont été réalisées,

afin d’évaluer le potentiel neuroprotecteur des agonistes dopaminergiques chez I’humain.

La premiére étude a analysé pendant 4 ans I’effet du pramipexole sur la désafférentation
dopaminergique chez des patients récemment diagnostiqués®’. Ici, les patients ayant recu le traitement
au pramipexole ont présenté 36 % de moins de déafférentation dopaminergique dans le striatum que
les patients non traités (mesure par SPECT de la recapture du B-CIT). Des résultats similaires ont été
observés dans la seconde étude, qui évaluait le potentiel neuroprotecteur du ropinirole, par mesure par
TEP de la recapture de la fluorodopamine™. Toutefois, il est & noter qu’aucune de ces deux études n’a

pu montrer de bénéfice clinique en faveur des agonistes dopaminergiques.

Aucun groupe placébo n’a été inclus dans ces études, ce qui interdit tout conclusion sur le
potentiel neuroprotecteur des agonistes dopaminergiques. De plus, le fait que certains patients aient
regu un traitement a la L-dopa pendant le protocole, du fait de la dégradation de leur état, peut biaiser
les résultats et empécher de tirer des conclusions claires. En tous les cas, les résultats d’imagerie
démontrent que les agonistes dopaminergiques ralentissent la neurodégénerescence, bien qu’il n’y ait

pas de bénéfice clinique correspondant.

Dans ces conditions, et en résumé, il semble nécessaire de réaliser des études a plus long
terme, avec des groupes placebo, pour trancher de fagon claire sur le potentiel neuroprotecteur des

agonistes dopaminergiques dans la maladie de Parkinson.

111.2.2.3. Soutien a la fonction mitochondriale

L.a démonstration d’une déficience du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale,
ainsi que I’identification de causes génétiques mitochondriales dans la maladie de Parkinson, a ouvert
un nouveau champ de recherche pour la neuroprotection : le soutien de la fonction bioénergétique de

la mitochondrie comme traitement de la maladie de Parkinson® ™.
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Par exemple, le coenzyme Q10 (CoQ10), qui est un transporteur d’électrons entre les
complexes [ et Il dans la chaine respiratoire, mais également un antioxydant, a ¢té cité comme
neuroprotecteur potentiel. Ainsi, une étude clinique en double aveugle, avec groupe placebo, a
démontré qu’a de fortes doses de CoQ10, la dégradation des performances motrices et de la qualité de
vie des patients (échelle UPDRS) était ralentie par rapport au groupe contrdle®™. Toutefois, ces
résultats ont été obtenus en tout début de protocole. Plusieurs analyses de la futilit¢ du CoQ10 ont

8891

donné des résultats contradictoires™ . Il semble donc difficile, dans ces conditions, de déterminer si

le CoQ10 présente un réel intérét neuroprotecteur dans la maladie de Parkinson.

Un second exemple peut étre donné avec celui de la créatine. Celle-ci est phosphorylée en
phosphocréatine et peut alors transférer son groupement phosphate sur I’adénosine diphosphate
(ADP), pour produire de I’adénosine triphosphate (ATP). De cette fagon, la production energétique
cellulaire est augmentée. L’hypothése de travail pour la neuroprotection a donc €té¢ qu’un traitement a
la créatine pourrait soutenir la production énergétique des neurones dopaminergiques et ainsi les aider
a lutter contre ’atteinte parkinsonienne. C’est ce que suggerent les résultats de Matthews et al””. Une
étude clinique en aveugle, avec placebo, sur 24 mois, n’a toutefois pas montré de différence sur
I’échelle UPDRS, ou en SPECT de densité du transporteur de la dopamine, entre les groupes traité et
contrdle”. Malgré tout, le groupe traité requérait un soutien dopaminergique symptomatique inférieur
au groupe controle. Ceci indiquerait un effet positif de la créatine, sans pouvoir le démontrer avec

certitude.

[11.2.2.4. Traitements anti-inflammatoires

Les exemples d’activation des processus inflammatoires dans la substance noire, dans la
maladie de Parkinson, sont nombreux’. Toutefois, il n’est toujours pas clairement défini si cette
réaction inflammatoire est un symptdéme primaire de la maladie ou s’il s’agit d’une conséquence
secondaire. En tous les cas, la piste anti-inflammatoire comme stratégie neuroprotectrice dans la
maladie de Parkinson semble faire semns. En effet, quel que soit le mécanisme qui induit
[’inflammation, celle-ci contribue a la mort cellulaire, et chercher a limiter ses effets semble aller de
soi. Plusieurs études précliniques ont montré I’efficacité de molécules anti-inflammatoires dans des

modeéles de la maladie de Parkinson.

Prenons I’exemple de I’acide acétylsalicylique (aspirine), inhibiteur des cyclooxygénases 1 et
2, et du meloxicam, inhibiteur de la cyclooxygénase 2. Dans un modele rat 6-OHDA, la mort des
neurones dopaminergiques de la substance noire est significativement réduite par ces deux molécules,

prodiguées en pré-traitement”.
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D’autre part, des études épidémiologiques ont étudié le potentiel neuroprotecteur des anti-
inflammatoires. Ainsi, Chen et al”® ont montré que I’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens
plusieurs fois par semaine permettait de réduire de 45 % le risque de développer la maladie de

Parkinson.

Autre exemple : la minocycline. Il s’agit d’un anti-inflammatoire et d’un anti-apoptotique.
Une analyse de futilité a montré I’intérét de cette molécule comme neuroprotecteur’’. Toutefois,
comme pour tous les anti-inflammatoires, les effets secondaires de cette molécule ne sont pas
négligeables. Enfin, certaines études ont présenté des résultats contradictoires a ceux ci-dessus, voire

méme un effet délétére sur 1’ état clinique des patients™.

En résumé, bien que potenticllement neuroprotecteurs, les anti-inflammatoires n’ont pas

montré d’efficacité réelle contre la maladie de Parkinson.

En conclusion de cette section, bien que les stratégies neuroprotectrices contre la maladie de
Parkinson soient nombreuses, et parfois prometteuses, aucune d’elles n’a réussi a démontrer une
efficacité sans équivoque dans le ralentissement de la neurodégénérescence, lors d’une étude clinique

en aveugle.
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I11.2.3. L’apport des modéles animaux de la maladie de Parkinson

Dans un objectif de découverte de nouvelles stratégies neuroprotectrices contre la maladie de
Parkinson, il apparait que la recherche préclinique et [utilisation de modeles animaux est
indispensable. On note deux types principaux de modeles de la maladie de Parkinson : 1 — les mod¢les

pharmacologiques, neurotoxiques, et 2 — les modeles génétiques.

La présente section n’a pas pour but de lister de fagon exhaustive les modéles existants. Il
s’agit ici de présenter les modéles les plus couramment utilisés et de s’attarder sur les modéles utilisés

dans nos propres travaux.

111.2.3.1. Modél armacologique historique : reserpine

Du point de vue mécanistique, la reserpine inhibe le transporteur de la monomamine
vésiculaire (VMAT2). Cette inhibition entraine une diminution centrale et périphérique des
monoamines telles que la noradrénaline, la sérotonine et la dopamine. Bien que non spécifique de la
dopamine, ce modéle reste intéressant dans [’étude de la maladie de Parkinson, dans la mesure ou les
voies noradrénergiques et sérotoninergiques sont également impliquées®'. Heeringa et Abercrombie
ont montré une perte dopaminergique de I’ordre de 85 % dans la SNc¢ et de 95 % dans le striatum. Il
est intéressant de noter que si une récupération fonctionnelle de 1’ordre de 30 % est observée dans la

SNc, cette perte est robuste dans le striatum'”,

Il s’agit de I’'un des premiers modéles in vivo de la maladie de Parkinson. Il présente peu
d’intérét pour des études sur la neuroprotection, car il est principalement centré sur les symptomes de
la maladie. Toutefois, c’est grace a ce modele que Carlsson et al en 1957° ont pu démontrer
efficacité de la L-dopa en traitement des symptdmes de la pathologie. Pour rappel, la L-dopa est

aujourd’hui le standard de référence dans le traitement des symptomes chez les patients parkinsoniens.

Ce modeéle animal a également beaucoup contribué¢ a la compréhension du lien entre le
métabolisme des monoamines et les symptémes parkinsoniens. Notons que le modele reserpine
présente toujours une utilité de nos jours dans la découverte de nouvelles molécules anti-
parkinsoniennes, comme les agonistes des récepteurs D3'%, les agonistes des récepteurs du glutamate

du groupe 111" ou encore les agonistes A2A/A1'".

La reserpine n’agit pas uniquement sur la SNc, mais sur I’ensemble des ganglions de la base.
Notons une augmentation de 50 % du taux de décharge du STN'®, phénoméne également présent chez

les patients'®.
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Sur le plan comportemental, la reserpine provoque une akinésie et une rigidité des membres
postérieurs chez le rat. C’est précisément la capacité d’un traitement médical a inverser cette rigidité

qui en fait un traitement potentiellement intéressant sur la pathologie.

111.2.3.2. Modéles neurotoxiques

[11.2.3.2.1. Modele rat 6-OHDA

La caractérisation de la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) comme neurotoxine dopaminergique

) . . oz . . . .
7 en a fait I'un des modeéles références pour induire un syndrome parkinsonien

de la voie nigrostriée"
chez le rongeur. Contrairement au 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), la 6-OHDA
est lipophobe et ne peut pas traverser la barri¢re hémato-encéphalique. Une injection intracérébrale est
donc nécessaire. Il existe deux sous-modéles : un par lésions bilatérales et un par Iésion unilatérale. Le
modeéle par lésion unilatérale est toutefois trés majoritairement utilisé. En effet, le mod¢le par lesions
bilatérales provoque une mortalité importante des animaux, du fait entre autres d’une aphagie

, . . . . . 10 \ . , ‘ .
prononcée (intubation alimentaire requise) % D’autre part, le modéle unilatéral étant celui que nous

avons utilisé dans ces travaux, nous nous concentrerons sur celui-ci.

La 6-OHDA est systématiquement injectée dans la voie nigrostriée. Trois localisations sont
principalement utilisées : 1 — directement dans la substance noire compacte, ou se trouvent les corps
cellulaires dopaminergiques touchées dans la maladie de Parkinson, 2 — dans le faisceau médian
antérieur (mfb), par lequel passent les projections nerveuses nigrosiriées, et 3 — dans le siriatum, au
niveau des terminaisons nerveuses de cette méme voie. Le choix du lieu d’injection dépend de
I’objectif de I’étude donnée. Par exemple, dans une étude ou I’intégrité physique de la substance noire
doit étre assurée, une injection dans le mfb ou le striatum devra étre favorisée. D’autre part, une
injection dans le mfb provoque une déplétion dopaminergique majeure et rapide, et n’est donc pas
favorable a I’étude d’une nouvelle stratégie neuroprotectrice — il doit rester des neurones a

7 102,109,110
proteger .

A la suite de son injection, la 6-OHDA est internalisée dans les neurones dopaminergiques par
le transporteur de la dopamine (DAT). Puisque la 6-OHDA a également une affinité avec le
transporteur de la noradrénaline (NET)'", une injection d’inhibiteur de NET peut étre couplée a

I’injection de 6-OHDA de fagon a augmenter la spécificité de celle-ci envers DAT.

Le mécanisme d’action intracellulaire de la 6-OHDA n’est pas complétement connu.

Toutefois, il semblerait que la 6-OHDA provoque la mort neuronale & travers un dysfonctionnement
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de la chaine respiratoire mitochondriale et une augmentation du stress oxydatif. Plusieurs études
montrent que la 6-OHDA s’oxyde rapidement dans la cellule pour 1 — former des molécules
oxygénées réactives comme H,0,'"?, 2 — réduire le taux d’enzymes antioxydantes dans le striatum

S . o . :
31143 _ glever le taux de fer dans la substance noire'°, et 4 — interagir

(GSH, superoxyde dismutase)
directement avec les complexes I et IV de la chaine respiratoire mitochondriale, ce qui induit un
dysfonctionnement de celle-ci, une diminution de la production d’adénosine triphosphate (ATP), et
une augmentation du stress oxydatif''®. Le grand intérét de la 6-OHDA dans I’étude de la maladie de
Parkinson réside dans le fait que la plupart de ses mécanismes connus existent également dans la

véritable pathologie'"’.

De plus, comme vu précédemment, des mécanismes inflammatoires sont fortement présents
dans la pathologie'™'", avec une activation microgliale visible sur des cerveaux de patients, en
imagerie TEP post-mortem avec le ligand PK11 195'%. Cette méme méthode d’imagerie a montré une
activation microgliale équivalente dans le striatum chez des rats 6-OHDA'"'. La présence de
marqueurs de I’inflammation, comme TNF-0'*? chez des rats 6-OHDA, marqueur également présent

chez les patients'”’, confirme la cohérence du modele 6-OHDA comme modéle de la maladie de

Parkinson.

Enfin, le modéle 6-OHDA mime plusieurs spécificités biochimiques de la maladie de
Parkinson, comme la réduction du taux de dopamine striatale et du nombre de neurones tyrosine
hydroxylase positifs (TH") dans la substance noire'®®. Ce dernier marqueur est, avec la sensibilité
comportementale A I’apomorphine, 1’un des marqueurs de choix pour déterminer 1 — la valeur d’un

modele de la pathologie, et 2 — le potentiel neuroprotecteur d’une stratégie thérapeutique.

Concernant le modéle unilatéral spécifiquement, I’un des intéréts réside dans le fait que la
1ésica est évolutive dans le temps. Environ deux semaines semblent en effet nécessaires pour atteindre

125-129

le niveau de lésion maximale . De plus, la quantification du comportement rotatoire sous

apomorphine des rats 6-OHDA unilatéraux est le test comportemental de référence pour évaluer

129-1 . ONC .
12612712931 1y fait de ’apparition progressive de

’étendue de la Ilésion dopaminergique
I’hypersensibilité de dénervation au niveau du striatum, aprés la mort neuronale dans la substance

. , ] 0 . S - 1
noire, I’évolution du comportement rotatoire peut prendre plus que deux semaines a se stabiliser S

Malgré les nombreux avantages que présente le modéle 6-OHDA, il existe également certaines
limites a celui-ci. Tout d’abord, son injection nécessite des compétences en chirurgie stéréotaxique et

un matériel chirurgical spécifique.

La limite principale du modéle 6-OHDA est, au méme titre que la plupart des autres modeles

neurotoxiques, I’absence de formation de 'un des grands marqueurs de la maladie de Parkinson : le
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corps de Lewy. Les corps de Lewy sont des inclusions éosinophiles contenant entre autres de I’a-

o 132,133
synucléine (

protéine située, dans le cerveau, au niveau des terminaisons présynaptiques, en autres
dans les neurones dopaminergiques). L’ a-synucléine est connue pour s’accumuler dans le cerveau des
patients parkinsoniens'*. Une étude contradictoire sur le sujet a montré la présence d’agrégats d’o-
synucléine dans le mode¢le 6-OHDA'®. Ce résultat reste & confirmer. D’autre part, chez I’humain, on
observe des altérations physiologiques dans le locus coeruleus et les noyaux du raphé, qui n’existent

pas dans le modele 6-OHDA.

De plus, plusieurs études ont noté une récupération spontanée des rats 1ésés 3-4 mois apres la

r e N . . A 36,13
1ésion. Ce modele ne semble donc pas adapté pour une étude a long terme*".

Une autre limite importante du modele 6-OHDA unilatéral réside précisément dans son
unilatéralité. Nous avons établi précédemment l'intérét de celle-ci. Toutefois, puisque le rat est peu
touché au niveau moteur (seulement un hémicorps atteint), il parvient sans grandes difficultes a
compenser ce déficit moteur avec son hémicorps sain. Ainsi, une étude motrice avec des animaux en
situation « OFF » (non supplémentés en agonistes dopaminergiques) s’avere difficile a réaliser'™ et

nécessite des compétences spécifiques en analyse comportementale.

En résumé, le modele de lésion a la 6-OHDA mime la maladie de Parkinson sous de
nombreux  aspects:  dysfonctionnement  mitochondrial,  stress  oxydatif, inflammation,
neurodégénérescence dopaminergique. Toutefois, ce modéle ne présente pas tous les marqueurs de la
pathologie. De fagon générale, la mort cellulaire intervient plus rapidement dans le modele 6-OHDA a
une seule injection (2 semaines ; soit 1 a 2 ans, ramené a Pespérance de vie humaine) que dans la
véritable pathologie (plusieurs années). Enfin, la présence de corps de Lewy doit encore étre

confirmée, et le caractére unilatéral des symptomes ne mime pas parfaitement la pathologie.

Néanmoins, dans la mesure ot I’ensemble de ces limites sont connues et bien comprises, le

modéle 6-OHDA reste un modéle de référence de la maladie de Parkinson.

[11.2.3.2.2. Modéele souris MPTP

Le MPTP est une molécule capable d’induire un syndrome parkinsonien chez Phumain' ¥,

Cette propriété, découverte au début des années 1980, fait du MPTP I’une des toxines les plus utilisées
pour induire un modéle de maladie de Parkinson chez les rongeurs et les primates non-humains
(PNH). Plusieurs études de référence chez le PNH ont identifié la capacit¢ du MPTP a provoquer une

destruction sélective de la voie nigrostriée dopaminergique. C’est ce phénoméne qui, par ailleurs, est a
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141-143 Ce mode

’origine des importants déficits moteurs observés chez les animaux intoxiqués
d’action en fait I’un des modéles animaux de la maladie de Parkinson les plus robustes a ce jour. Dans
la mesure ol cette thése se concentre sur des modéles rongeurs de la maladie de Parkinson, nous ne
détaillerons pas ici le modéle primate MPTP, sans toutefois oublier I’intérét préclinique majeur qu’il

représente.

Plusieurs espéces, dont le rat, sont trés peu sensibles au MPTP, probablement a cause de leur
clairance rapide du MPP", & savoir le métabolite toxique du MPTP'". Toutefois, certaines souches de

souris, comme les C57BI6, les Swiss Webster, ou encore les Balb/c'**'*

répondent trés bien a
Pintoxication au MPTP. Le modéle souris MPTP est aujourd’hui I’un des modéles MPTP les plus

répandus en laboratoire.

Contrairement a la 6-OHDA, le mécanisme d’action du MPTP est relativement bien connu. Le
MPTP est une protoxine lipophile pouvant traverser la barriére hémato-encéphalique apres une

47 Une fois dans le cerveau, le MPTP est

injection systémique (intra-péritonéale ou sous-cutanée)
internalisé dans les astrocytes, puis oxydé en 1-methyl-4-phenyl-2,3,dihydropyridinium (MPDP") par
la MAO-B. Dans un second temps, le MPDP" s’oxyde spontanément en 1-methyl-4-phenylpyridinium
(MPP"). Le MPP" est ensuite relargué dans I’espace extracellulaire, puis internalisé dans les neurones
dopaminergiques par le transporteur DAT (voir Figure III-3). Dans le cytoplasme, le MPP" augmente

la production de radicaux libres qui contribuent a la toxicité cellulaire'*®

o MPTP

ime‘x,__r =

mmm}M /N
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Figure 111-3 : mécanisme d’assimilati PTP, Tir
Dauer et al 2003.

L’action principale du MPP" se trouve cependant au sein des mitochondries. Le MPP" dérégle
le métabolisme respiratoire en inhibant le complexe I de celui-ci'®. Ceci détruit le flux de transport

des électrons tout au long de la chaine respiratoire, aboutissant a une réduction de la synthése d’ATP,
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et une production importante de radicaux libres (dont le superoxyde). L’effet couplé de la réduction
cellulaire du taux d’ATP et de la production de radicaux libres est trés probablement a I’origine de
I’initiation de signaux de mort cellulaire, telles que la kinase p38', la kinase N-terminale c-jun’, et

152,153

bax . La présence de tous ces mécanismes a €t¢ déterminée dans des modeles MPTP in vivo. Ils

. . N - . 154,155
contribuent certainement a la mort des neurones dopaminergiques par apoptose >l

. Retenons par
ailleurs que I’ensemble de ces mécanismes ont également été caractérisés dans la véritable maladie de

Parkinson, ce qui confirme la cohérence du modéle MPTP dans Iétude de cette pathologie.

De par ses propriétés lipophiles, le MPTP ne nécessite pas de compétences en neurochirurgie
pour induire le modéle (contrairement a la 6-OHDA). La 1ésion induite est toujours bilatérale (méme si
elle n’est pas parfaitement symétrique), ce qui s’approche de la pathologie humaine. De plus, le MPTP
induit un certain nombre de paramétres biochimiques présents dans la maladie de Parkinson. Par
exemple, en plus de la réduction dopaminergique dans le striatum et la perte de la positivité a la
tyrosine hydroxylase des neurones de la substance noire, on peut noter une €lévation du taux
d’acétylcholine dans le striatum’®. On note également une augmentation du taux de glutamate
extracellulaire au niveau de la substance noire, ce qui est trés probablement li¢ a la forte mort
dopaminergique dans cette région"’. De son coté, le taux de GSH est réduit dans cette région',

comme dans la maladie de Parkinson.

Sur le plan immunologique, certains marqueurs inflammatoires sont fortement augmentés dans

159.160
p

le striatum et la substance noire, chez des souris MPT , tout comme dans la pathologie humaine.

Malgré ces nombreux points en faveur du modele MPTP, celui-ci présente un certain nombre
de limites. Notons tout d’abord la faible reproductibilité des conséquences comportementales de la
mort cellulaire. D’autre part, les souris sont moins sensibles au MPTP que les primates, ce qui oblige a
utiliser de fortes doses de toxine. De telles doses sont régulierement Iétales du fait d’une neurotoxicité

périphérique, ou encore d’une cardiotoxicité aigiie'®'. Cette 1étalité est dose dépendante'®

163,164

et peut étre
évitée en échelonnant les administrations . En dehors de Iintérét éthique évident, le fait
d’échelonner les injections permet également d’obtenir un modele plus chronique, et donc plus proche

de la pathologie humaine.

L’une des limites pratiques majeures du modéle MPTP est que I’humain présente une grande
sensibilité & cc produit. Ceci oblige ’expérimentateur a travailler dans ces conditions de sécurité
lourdes et contraignantes, avec une exposition continue a la toxine, mais également aux excréments

P : 165
contaminés des animaux’ .

La présence de corps de Lewy dans le modéle MPTP souris est controversée. Par exemple,

Meredith et al'®, en 2002 ont caractérisé in vivo des neurones intoxiqués, toujours TH', et présentant
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des inclusions d’a-synucléine. Toutefois, celles-ci ne ressemblaient pas a des corps de Lewy. Un grand
nombre d’études postéricures n’ont pas trouvé de corps de Lewy, ou toute autre inclusion pouvant s’en

N : 163,167-169
approcher, dans leurs modéles souris MPTP' 1677169,

A noter également les difficultés de reproductibilité du modéle. En effet, le modéle MPTP est
dépendant de la souche de souris utilisées, mais également du fournisseur des animaux, de 1’4ge, du
sexe et du poids de ceux-ci'*®'™. Couplé 4 la multitude de paradigmes expérimentaux décrits dans la
littérature scientifique, ceci contribue a la variabilité des Iésions induites, rendant I’étude transversale

d’une stratégie thérapeutique parfois compliquée.

En effet, les protocoles d’injection du MPTP abondent. Nous pouvons les classer en trois

catégories ; aigu, subaigu, chronique :

1- Le principe des mode¢les aigus est de provoquer un parkinsonisme rapide, sévére et
permettant une €tude a court terme. Les modeéles aigus présentent toutefois un fort risque
de cardiotoxicité (cf paragraphes précédents), et donc une létalité accrue. Il s’agit de
modeles développés pour étudier le potentiel thérapeutique ou neuroprotecteur d’un
nouveau traitement, et d’optimiser ses effets a grande échelle. Pour ces raisons, et bien que
1 — ces modeles ne miment pas I’évolution progressive de la maladie, et 2 — les animaux
présentent une récupération fonctionnelle au bout d’un temps court (quelques jours), nous
avons choisi un modele aigu de la pathologie pour ces travaux de these.

2- Les modeles subaigus ont a I’origine été développés pour étudier les symptomes pré-
moteurs, présents en début de pathologie. L.’inconvénient principal de ces modeles réside
dans la grande hétérogénéité interindividuelle qu’induisent de faibles doses répétitives de
MPTP. D’autre part, puisqu’ils induisent une mort neuronale limitée, ces modeles sont
d’un intérét réduit pour cette these.

3- Les modeles chroniques ont pour objectif de mimer I’évolution progressive de la maladie
de Parkinson, par I’injection de trés faibles doses de MPTP sur plusieurs semaines, voire
plusieurs mois. Il s’agit de modeles longs a mettre en place. Ils présentent, tout comme les
modeéles subaigus, une trés forte variabilité interindividuelle, difficilement contrélable
dans le cas d’études a grande échelle. En contrepartie, la mise en place progressive de la
pathologie permet d’obtenir des animaux avec un parkinsonisme beaucoup plus robuste

dans le temps que les mode¢les aigus.

Pris ensemble, les nombreux avantages et les limites du MPTP en font un mode¢le de choix

pour la découverte et I’é¢tude de nouvelles stratégies thérapeutiques contre la maladie de Parkinson.
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111.2.3.3. Modéles génétiques

Si la plupart des patients parkinsoniens souffrent d’une forme sporadique de la pathologie, il
existe des formes familiales de la maladie de Parkinson. La découverte de plusieurs génes impliques
dans la pathologic a permis de développer des modéles animaux génétiquement modifiés,
essentiellement souris. Il est par ailleurs intéressant de noter que les produits des genes découverts sont
impliqués dans des mécanismes communs a ccux de la mort cellulaire dans les formes sporadiques de
la maladiec de Parkinson. On notera 1 — des dysfonctionnements mitochondriaux (a-synucléine,
PINK1, DJ-1, LRRK2), et 2 — des altérations de la structure et du métabolisme de certaines protéines

(0-synucléine, parkin, UCH-LI1, glucocérébrosidase)'’' ™.

La premiére grande famille de modeles génétiques est celle des modeles a-synucléine. Si la
découverte des mutations A30P et AS3T de I'a-synucléine a permis d’envisager des avancées
considérables dans le traitement de la pathologie, la création d’un modéle souris génétiquement
modifiée mimant de maniére adéquate la maladie n’a pas encore abouti a ce jour'™. En effet, les
différents modéles a-synucléines — qu’ils soient « knockout », modéeles de surexpression, ou
transgéniques —, ont permis de mimer les dysfonctionnements mitochondriaux, la gliose, la perte de
motoneurones, I’aggrégation de I’a-synucléine et certains troubles moteurs de la maladie de
Parkinson. Néanmoins, une dégénérescence dopaminergique n’est soit pas présente, soit pas aussi

marquée que dans la véritable maladie'”.

On notera ensuite le modele transgénique LRRK2. Les souris LRRK2 présentent des
dysfonctionnements des voies dopaminergiques et des déficits moteurs qui répondent a la L-dopa.

. r r ’ B B 4 ’ r ’ 17
Toutefois, aucune dégénérescence notable de la voie nigrostriée n’a €té rapportée 2

Les modéles « knockout » des genes parkin'”’, PINK1 78 et DJ-1'"Y présentent, quant a eux,
des dysfonctionnements mitochondriaux semblables 4 la véritable pathologie, ainsi que des déficiences
de la transmission dopaminergique telles que la réduction de la libération de dopamine dans le
striatum. Toutefois, la dégénérescence dopaminergique de la voie nigrostriée n’est pas non plus

présente dans ces différents modeles.

En somme, les modéles génétiques existant & ce jour peinent & reproduire le marqueur
principal de la maladie de Parkinson, a savoir la mort des neurones dopaminergiques dans la substance
noire. Nous pouvons émettre plusieurs hypothéses pour expliquer cela. Dans le cas de P’a-synucléine
par exemple, I’alléle sauvage du géne codant pour I’a-synucléine chez la souris est, précisément, I’un
des alléles humains mutés associés a la forme familiale de la maladie de Parkinson. D’autre part, il est
possible que les processus du vieillissement soient des facteurs cruciaux dans le développement de la
pathologie a travers ces génes. Il est également probable que ces genes, pris isolément, ne soient pas

suffisants pour induire un syndrome parkinsonien chez les souris. En ce sens, la modification
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simultanée de plusieurs génes pourrait &tre nécessaire pour induire une dégénérescence

180 27 " .
1" ont créé un modéle triple

dopaminergique. Sur la base de cette derni¢re hypothése, Kitada et a
« knockout » parkin/DJ-1/PINK1. Malheureusement, ce modele ne présente pas non plus de
dégénérescence marquée des neurones dopaminergiques. Des investigations supplémentaires sont

donc nécessaires pour obtenir un modele génétique de dégénérescence dopaminergique.

Au-dela des modeles historiques présentés ci-dessus, certains modeles génétiques jouant sur la
transcription génétique ont été développés. En effet, les facteurs de transcription Nurr-1 et Pitx3 sont
essentiels au développement du phénotype dopaminergique sain dans les neurones de la substance

2 . . . . By . N4 4 Y
118 De plus, une diminution de I’expression des génes Nurrl et Pitx3 a été associée a la

noire
maladie de Parkinson'®™'®. Sur la base de ces propriétés, des modéles de souris Nurr-1 et Pitx3 ont été

développés.

Les souris « Knockout» Nurr-1 présentent une neurodégénérescence dopaminergique

. . e .o T 181,187-189
marquée, accompagnée de déficits moteurs, ainsi qu’une hypersensibilité au MPTP . Les
souris Pitx3 présentent également une neurodégénérescence marquée et des déficits moteurs sensibles

183,190

a la L-dopa . Toutefois, bien que ces deux modeles semblent prometteurs, leurs caractérisations

complétes doivent étre réalisées.

En résumé, bien que les modéles génétiques de la maladie de Parkinson n’aient pas encore
contribué a la découverte de nouveaux traitements, ils restent des modeles prometteurs nécessitant

diverses optimisations pour mimer au mieux la pathologie humaine.

111.2.3.4. Modalités de suivi de I’évolution d’'un modéle animal de la maladie de

Parkinson

[11.2.3.4.1. Approche comportementale

Comme nous venons de le voir, la plupart des modéles rongeurs de la maladie de Parkinson
présentent des symptdémes moteurs importants. Dans ces conditions, il est relativement aisé de les
évaluer, par I’étude des capacités locomotrices, en open field par exemple. Cependant, il est crucial de
choisir les parametres moteurs que nous souhaitons utiliser, en fonction de I’axe de recherche souhaité.
Si certains parametres moteurs sont trés affectés par les syndromes parkinsoniens (distance parcourue,
activité locomotrice'", redressements sur les membres postérieurs'®?), d’autres sont moins révélateurs

(immobilité, vitesse maximum'*®), surtout dans le cas de parkinsonisme peu sévére ou moyen. De par
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sa simplicité et sa bonne corrélation avec la Iésion histologique, nous avons choisi comme critere

moteur principal ’activité locomotrice moyenne, en open-field, dans les présents travaux.

D’autres tests comme le rotarod, le hangtest et le pole test permettent d’évaluer I’endurance et

. 2 192
la force motrice des animaux .

Le modéle hémiparkinsonien rat 6-OHDA fait exception, de par sa capacité a compenser les
troubles moteurs de son hémicorps 1ésé avec son hémicorps sain. Si certains tests moteurs existent,
(comme le stepping test'™), le test standard dans ce modéle est la quantification du comportement

: . 124
rotatoire sous apomorphine .

111.2.3.4.2. Approche histologique

Sur le plan histologique, le moyen le plus direct pour quantifier la lésion dopaminergique est
I’immunomarquage a la tyrosine hydroxylase. En effet, la tyrosine hydroxylase est impliquée dans le
métabolisme de la dopaminem. Ainsi, en cas de mort des neurones dopaminergiques, le taux de
tyrosine hydroxylase dans les régions de la voie dopaminergique est réduit. Inversement, une
réduction du nombre de cellules tyrosine hydroxylase positives est un marqueur de la mort neuronale

146.164,195-201

dopaminergique . Dans les travaux présentés ci-aprées, nous utilisons cet immuno-marquage

pour quantifier la mort neuronale.
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I11.3. POTENTIEL NEUROPROTECTEUR DE L’ ILLUMINATION PROCHE INFRAROUGE :
ETAT DE L’ART

Comme nous I’avons décrit précédemment, aucune des stratégies neuroprotectrices étudiées a
ce jour n’a abouti a une preuve clinique de son efficacité. Dans ces conditions, il est nécessaire de

s’orienter vers de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Historiquement, les dispositifs d’illumination proche infrarouge ont été développés par

I’agence spatiale nationale américaine (NASA), pour permettre la croissance des végétaux, lors de

202

voyages spatiaux, et ainsi favoriser I’alimentation des humains dans I’espace” . Par la suite, plusieurs

études ont mis en évidence un intérét de la thérapie lumineuse a faible énergie (low-level light
therapy : LLLT)"**'"*!'%* comme stratégie neuroprotectrice. Les longueurs d’ondes efficaces semblent

se situer entre 600 et 1070 nm (lumiere rouge a proche infrarouge). En dehors de cet intervalle, la

203
I\

LLLT perd de son efficacité et peut devenir délétére; ainsi, Romeo et a ont montré qu’un

traitement a 440 nm réduisait le nombre de cellules positives a la tyrosine hydroxylase dans la

substance noire.

L’idée d’appliquer la LLLT proche infrarouge (LLLTpi) vient du caractére a priori ubiquitaire

de son action neuroprotectrice. En effet, un grand nombre d’études précliniques ont montré I’intérét

204-206

thérapeutique de la LLLTpi sur des mod¢les animaux de maladie rétinienne , traumatismes

209,210

craniens®™® Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) , sclérose latérale amyotrophique®'’,

sclérose en plaques®? et maladie d’ Alzheimer™**",

Des études cliniques ont rapporté que la LLLTpi favorisait la récupération post-lésionnelle,

215216
C

\ . A 217
apres un AV et un traumatisme cranien” .

Il semblerait donc que la LLLTpi ait un effet non seulement neuroprotecteur, mais plus
généralement cytoprotecteur et cicatrisant. Etant donné le large spectre d’action de la LLLTpi, il

semble donc justifié d’évaluer son potentiel neuroprotecteur dans la maladie de Parkinson.
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111.3.1. Etudes in vitro historiques

Les premiéres études in vitro montrant le potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi ont rapporté
une diminution de la mort neuronale, une augmentation du taux d’ATP cellulaire et une diminution du
taux de marqueurs du stress oxydatif intra- et extracellulaire. Ces études ont ¢été réalisées sur les
neurones striataux et corticaux de rat, aprés exposition a la roténone ou au MPP 209218 Deux études
ont également montré que la LLLTpi soutenait la fonction mitochondriale et diminuait le stress
oxydatif sur des cellules humaines de neuroblastomes surexprimant I’a-synucléine et intoxiquées au
MPP"457 Par ailleurs, Trimmer et al’" ont montré un ralentissement du mouvement mitochondrial
de cellules hybrides, comportant de I’ADN mitochondrial de patients parkinsoniens (déplacement des
mitochondries par association avec le cytosquelette, dont les microtubules). Cette étude démontre

I’action de la LLLTpi sur le rétablissement des mouvements mitochondriaux dans ces mémes cellules.
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I11.3.2. Etudes in vivo et axes actuels de recherche

A notre connaissance, la premiére étude in vivo & démontrer le potentiel neuroprotecteur de la
LLLTpi dans un modéle de la maladie de Parkinson est Shaw et al, en 2010, sur un mod¢le souris
MPTP aigu. Plusicurs études ont confirmé ces résultats, sur des modcles MPTP aigus'®* ou

chroniques'®* de la maladie.

La LLLTpi protége les neurones dopaminergiques de la toxicité du MPTP, mais elle soutient

’ I . . 1
également Pactivité motrice des souris. Moro et al 1

confirment le potentiel neuroprotecteur de la
LLLTpi sur les neurones dopaminergiques ; et pour la premicre fois rapportent une récupération
presque totale des capacités motrices des souris MPTP, car les neurones dopaminergiques, protéges,
sont toujours fonctionnels. Le taux de dopamine regu par le striatum des animaux est suffisant pour

maintenir des performances motrices proches de la normale.

Moro et al'*® décrivent par ailleurs une différence d’efficacité de la LLLTpi suivant la souche
de souris utilisée. En effet, la préservation des neurones dopaminergiques de la substance noire est
plus importante chez des souris albinos (Balb/c) que chez des souris noires (C57Bl6). Ceci peut
s’expliquer par la différence de pigmentation entre les deux souches de souris. En effet, dans cette
étude, la LLLTpi est appliquée par voie extracérébrale. La lumiere doit donc traverser les poils, la
peau et le crine de ’animal avant d’arriver dans les régions cérébrales impliquées dans la maladie de
Parkinson. Les poils et la peau des souris noires étant, de fait, noirs, il est possible que la lumiere peine
plus 2 les traverser ou soit plus absorbée. Ainsi, la quantité de lumiére regue par les substances noires
des souris C57BIl6 est inférieure a celle regue par les souris blanches, et donc probablement
insuffisante pour exercer son effet neuroprotecteur. Cette hypothése est soutenue par deux autres
études ayant démontré le potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi sur ces souris C57B16, mais avec des

. . B ] 220,221
puissances optiques supérieures a8 Moro et al .

La longueur d’onde optimale pour obtenir une neuroprotection maximum reste a déterminer.
Si la gamme 600-1070 nm fait consensus dans la littérature, deux longueurs d’ondes sont plus
couramment utilisées (670 et 808/810 nm), dont ’une (670 nm) principalement. A notre connaissance,

aucune étude ne fait une véritable comparaison de leurs efficacités neuroprotectrices respectives.

Comme dans toute stratégie de neuroprotection, il semble préférable de débuter le traitement
neuroprotecteur lorsqu’un maximum de neurones est encore vivant et actif. Il en va de méme pour la
LLLTpi. En effet, plusieurs études ont montré que la LLLTpi apportait une meilleure protection des

neurones lorsque I’intoxication au MPTP provoquait 30-40 % de mort cellulaire, que lors de 70-80 %

195 1]4

de perte . Néanmoins, si Moro et a % ont montré une préservation des performances motrices chez

des souris MPTP, aucune étude ne démontre clairement la présence, ou non, d’un effet symptomatique
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a court terme de la LLLTpi, a partir d’un état symptomatique pathologique déterminé. Il s’agit de

’une des problématiques soulevées dans ce travail de thése.

De fagon intéressante, plusieurs études ont montré que les neurones dopaminergiques des
régions cérébrales autres que la substance noire (rétine, matiére grise périaqueducale, zona incerta de
I’hypothalamus) ne profitent pas autant du potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi que ceux de la
substance noire'*'*>!%* Ainsi, il est possible que la LLLTpi soit plus efficace sur les symptomes
moteurs de la maladie de Parkinson (liés a la neurodégénérescence dopaminergique de la substance
noire), que sur les symptoémes non moteurs de la maladie (liés & la perte neuronale dopaminergique

e . 196,222
d’autres régions cérébrales) .

Les mécanismes induits par la LLLTpi sont mal connus a ce jour. Toutefois, de plus en plus
d’études tendent a démontrer que plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires sont impliqués. Sur
le plan cellulaire, il semblerait que la LLLTpi induise un stress cellulaire de faible intensité, mais
suffisant pour initier les cascades de réponses « anti-stress » et favoriser la cytoprotection®***,
L’hypotheése principale est que la LLLTpi soutiendrait la fonction mitochondriale en stimulant les
transferts Eiectroniques dans ia chaine respiratoire, a travers i’action d’un photo-accepteur: la

221,223.2
cytochrome ¢ oxydase™' %,

Il s’agit d’une enzyme majeure de la chaine respiratoire
mitochondriale, ayant des propriétés de photo-accepteur dans le domaine du proche infrarouge. La
LLLTpi induirait une ou des modification(s) redox sur la cytochrome ¢ oxydase. Ceci aurait pour
conséquence dans un premier temps de 1 — augmenter la synthése d’ATP™**** 2 — provoquer une
production de radicaux libres et de réduire les mécanismes d’apoptose™’. Dans un second temps, cette
augmentation du stress oxydatif induirait I’activation des mécanismes cellulaires et moléculaires de

. . . 223-225
protection et de réparation neuronale

, ce qui, dans notre cas, favoriserait d’une part la résistance
du neurone contre I’attaque parkinsonienne, et d’autre part la récupération fonctionnelle des neurones
endommagés, mais pas encore morts. Par ailleurs, des travaux récents ont montré que la LLLTpi
réduisait la mort neuronale par apoptose, mais n’avait pas d’effet sur la nécrose de ces mémes

neurones””®. Cette étude est un argument en faveur de la présente hypothése.

D’autre part, plusieurs études suggerent un effet, non seulement local, mais également
systémique de la LLLTpi. Notons, par exemple, I’effet neuroprotecteur sur les neurones

199 o .
. Le mécanisme sous-jacent

dopaminergiques cérébraux de souris MPTP illuminées au niveau du dos
n’est pas connu, mais il est possible que la LLLTpi agisse sur une molécule et/ou un type cellulaire
circulant. En contre argument, les souris sont des animaux de petite taille ; on ne peut donc pas
negliger le fait que, malgré les précautions prises pour empécher la lumiére de pénétrer au niveau du
crane, suffisamment de photons soient parvenus jusqu’au cerveau, a travers le corps de I’animal,

depuis la source lumineuse située dans le bas du dos. Nous pouvons toutefois imaginer que la LLLTpi
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module la réponse inflammatoire. Ainsi, la LLLTpi serait associée a une inhibition des cytokines pro-
inflammatoires (gamma-interferon, facteur de nécrose tumorale a), ainsi qu’a une activation des

212

cytokines anti-inflammatoires (interleukine-4 et interleukine-10)"°. Enfin, il a €été montr¢ que

’activité du systéme immunitaire, comme les mastocytes et les macrophages, joue un role dans la

2 .212,223.2
neuroprotection 22

Un autre mécanisme possible de la LLLTpi est I’activation des cellules souches ventriculaires,
ce qui favoriserait la neurogénése et la migration neuronale?'®#*** Plusjeurs études ont par ailleurs
montré que la LLLTpi favorise la prolifération de cellules c-kit-positives dans la moelle osseuse ; dans
le cas d’infarctus du myocarde chez le rat, ces cellules ont été spécifiquement recrutées sur le site de
I’infarctus ot elles ont favorisé la réduction de ce dernier et de la dilatation ventriculaire™**’. Nous
pourrions donc imaginer, dans le cas d’un effet systémique de la LLLTpi sur la maladie de Parkinson,

un mécanisme impliquant la moelle épiniére.

L’étude du mécanisme d’action au niveau physico-chimique et cellulaire de la LLLTpi est un
champ de recherche entier a elle toute seule. Tl s’agit d’un sujet qui sera trés peu abordé dans le présent

manuscrit.

Une autre question centrale d’un potentiel traitement proche infrarouge dans la maladie de
Parkinson est celle de la dose a appliquer. Spontanément, il semblerait qu’apporter le maximum de
lumiére possible sans induire d’effets secondaire permettrait d’obtenir un effet thérapeutique
maximum. Toutefois, il s’avére que la question n’est pas si aisée a élucider. En effet, une étude sur la
LLLTpi délivrée par le biais d’un implant oculaire a montré qu’une illumination continue sur 6 jours
n’apportait pas de bénéfice particulier par rapport a une illumination sous forme de sessions de 360
secondes™. Pourtant, la dose délivrée est nettement plus forte dans le cas de Pillumination continue.
Plusieurs études a 810 nm obtiennent des résultats similaires, avec d’autres paradigmes d’illumination,

208,216,231
C

dans le cas de traumatismes craniens et d’AV . D’autres part, certaines études ont montré la

nécessité de répéter les expositions lumineuses pour obtenir I’effet neuroprotecteur recherchg'4*#20%%,
Il semblerait donc qu’il existe un seuil d’activation du ou des mécanismes induit(s) par la LLLTpi

qu’il faut dépasser pour obtenir un effet neuroprotecteur.

Toutes ces études abordent le probleme de la quantité de lumiere a appliquer par I’angle de
I’énergie lumineuse nécessaire. Or, I’énergie lumineuse, ou optique (E,, en joules) est la résultante de
deux composantes physiques de la lumiére qui sont la durée d’une illumination (Du en secondes) et la

puissance optique délivrée (P en milliwatts optiques), selon I’équation :

P X Du = Eop
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Dans le présent travail de thése, nous aborderons cette question a travers a la fois I’énergie

optique globale délivrée, et le rdle propre de la puissance et de la durée sur I’efficacité thérapeutique.
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1I1.3.3. Etudes cliniques
Les études cliniques sur le potentiel thérapeutique de la LLLTpi dans la maladie de Parkinson
sont peu nombreuses. La premiére étude a s’intéresser a ce sujet chez I’humain date de 2003 ; certains

17? suggérent une amélioration globale des symptémes chez des patients

résultats de Zhao et a
parkinsoniens ayant bénéficié d’une LLLTpi intranasale. Plus récemment, notons une publication d’un
dentiste ayant montré une réduction des tremblements lors d’une illumination proche infrarouge chez
un patient parkinsonien, venu consulter pour des problémes dentaires™. Enfin, en 2010, une étude
clinique non randomisée a montré une amélioration de la parole, de la cognition, une diminution des

périodes de « blocage » apres une LLLTpi extracérébrale chez des patients parkinsonien5234.
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I1.4. BJECTIFS DU PR IL DE THESE

L’objectif global, qui soutend I’ensemble du projet « Near Infrared » (NIr), dans lequel s’inscrit mon
travail de thése, est d’apporter une solution neuroprotectrice aux patients parkinsoniens, grice a
I’illumination proche infrarouge. Il s’agit d’un projet multidisciplinaire, organisé autour de trois axes

principaux :

1- Apporter des preuves de concept du potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi lors d’études
précliniques.

2- Optimiser les paramétres d’illumination.

3- Concevoir le dispositif médical, implanté, chronique, d’illumination proche infrarouge

intracérébrale, chez I’humain.

Ces trois axes ont pour but de préfigurer un essai clinique dont I’objectif est de démontrer le

otentiel neuroprotecteur d’une illumination proche infrarouge dans la maladie de Parkinson.
p

Au sein de ce projet général, mes travaux de thése se sont organisés autour des deux premiers

axes, avec trois objectifs principaux :

1- Développer et valider le modele d’illumination intracérébrale et valider les modéles
animaux utilisés dans le travail de thése.

2- Confirmer le potentiel neuroprotecteur d’une illumination proche infrarouge sur plusieurs
modeles rongeurs de la maladie de Parkinson.

3- Déterminer les parametres d’illumination qui influencent I’efficacité thérapeutique, puis

étudier ces parametres afin d’obtenir un effet neuroprotecteur optimal.

L’ensemble de ces travaux a été réalisé sur des rongeurs (souris, rats).
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IV. MATERIELS ET METHODES

IV.1. UX ET CONSIDERATI UES

Toutes les procédures réalisées sur animaux ont conjointement fait I’objet d’un accord
préalable par le Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche et par le Comité d’Ethique
en expérimentation animale de Grenoble qui les a validées (comité enregistré aupres du Comité

National de la Réflexion Ethique sur I’Expérimentation Animale sous le numéro 12).

Toutes les procédures impliquant des rats rentrent dans le cadre du protocole n°® 00562. Toutes

les procédures impliquant des souris rentrent dans le cadre du protocole n° 240.

Tous les animaux proviennent du fournisseur Charles River France. A leur amrivée au
laboratoire, ils ont bénéficié d’une acclimatation de 15 jours avant d’entrer dans les protocoles
expérimentaux. Pendant toute la durée totale de leur séjour au laboratoire, les animaux ont ¢€té

hébergés sous un cycle 12/12h (jour/nuit). Ils avaient un accés ad libitum a I’eau et a I’alimentation.
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IV.2. PR CHIRUR S ET SUI & T

1V.2.1. Chirurgie stéréotaxique

Les animaux sont anesthésiés avec de I’isoflurane a 4 % dans un mélange d’oxygéne 25 % et
air (induction), puis avec isoflurane 1,5 % (entretien). Aprés tonte de la téte, I’animal est placé sur le
cadre stéréotaxique (Kopf). La zone d’incision est désinfectée. Avant I’incision, une injection de
Buprénorphine 0,01 mg/kg est réalisée par voie sous-cutanée pour I’analgésie générale, suivi d’une
injection de xylocaine 2 %-adrénalinée dans la région de I’incision, pour favoriser ’hémostase et

réaliser une anesthésie locale.

Afin de favoriser la survie peropératoire ainsi que la récupération et le bien-étre post-
opératoire des animaux, un tapis chauffant avec contrdle rectal de la température est utilisé. De plus,
les yeux des animaux sont couverts d’une compresse imbibée de NaCl, de sorte a éviter les cas de

secheresse oculaire.

Apres incision, nettoyage du crane et dégagement du Rregma, une craniotomie est réalisée a

I’aide d’une micro-fraise chirurgicale. Les coordonnées correspondant aux différents protocoles seront

rappelées dans les chapitres concernés.

Par la suite, une aiguille de micro-injection et/ou une fibre optique (selon protocole) est

descendue dans la région cérébrale d’intérét a I’aide d’un micro-manipulateur.

Dans le cas ou la fibre optique est laissée sur site pour une implantation chronique, des vis
chirurgicales en titane sont placées en croix sur les volets frontaux, pariétaux (gauche et droit) et
occipitaux du crane. La fibre optique et les vis sont ensuite coulées dans un ciment dentaire afin

d’assurer le maintien de la fibre optique en place.

Une fois le ciment solidifi¢, I’animal est emmené, selon I’étude, soit en salle de réveil sous

lampe chauffante, soit en salle d’IRM pour les analyses de thermométrie IRM.

IV.2.2. Suivi post-opératoire

Pendant les 48 heures suivant la chirurgie, les animaux sont traités a la Buprénorphine 0,01
mg/kg (analgésie) matin et soir. Afin de déterminer le niveau de douleur induit par la chirurgie, et

I’implantation, I’échelle RGS (Rat Grimace Scale) est utilisée (voir annexe). L’échelle RGS™* permet
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de déterminer le niveau de douleur d’un rat a partir de ses expressions faciales et de décider s’il doit
bénéficier d’un traitement analgésique supplémentaire et/ou peut participer a une étude
comportementale. L.’échelle RGS est graduée de 0 a 8 ; 0 signifiant une absence totale de douleur et 8

une douleur maximale.
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IV.3. INDUCT KINS

IV.3.1. Modéle souris MPTP

Le 1-méthyl 4-phényl 1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) est une neurotoxine spécifique des
neurones dopaminergiques. De par sa liposolubilité, le MPTP peut traverser la barriére hémato-
encéphalique. Directement injecté par voic intrapéritonéale, il induit une dégénérescence

dopaminergique dans la substance noire des souris, de fagon bilatérale.

Dans I’ensemble des protocoles décrits ici, des souris balb/c miles de 8 semaines, 1ésées au
MPTP regoivent deux injections de MPTP a 24 heures d’intervalle, a raison de 25 mg/kg par injection
(soit une dose globale de 50 mg/kg). Ce protocole de Iésion au MPTP est bien connu, standardisé, et

. . . o 146.195,199,200
bien référencé dans la littérature .

Pour chaque groupe de souris MPTP, un groupe de souris injectées au NaCl (contrdle) est

présent.

IV.3.2. Modele unilatéral rat 6-OHDA

Contrairement & la souris, le rat est peu sensible a la toxicité du MPTP. L utilisation d’une
autre neurotoxine est alors nécessaire. Le modéle rat 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) est un des

. . _— p . . . 23
modeles les mieux connus et les plus utilisés pour induire un syndrome parkinsonien chez le rat**°.

La procédure chirurgicale d’injection de la 6-OHDA est rappelée section 0. Briévement, une
seringue Hamilton (701 ASNR) avec 4 pL de solution contenant 20 pg de 6-OHDA et de I’acide
ascorbique a 0,2 mg/mL dissouts dans du NaCl stérile, est mise en place a I’aide d’un
micromanipulateur aux coordonnées A/P = +1 ; M/L = +3 ; D/V -6,3, en mm, par rapport au Bregma.
La seringue est ensuite laissée en position pendant 5 minutes. A [’aide d’un pousse-seringue, les 4 pl.
de solution sont injectés a 0,5 pL/min dans le striatum des rats. Un temps de repos de 8 minutes est

ensuite respecté avant la remontée de I’aiguille.
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IV.4.1. Distance de pénétration de la lumiére proche infrarouge dans les tissus

cérébraux

Deux rats sont implantés in vivo avec 6 fibres optiques en intracérébrale. Les coordonnées

d’implantation sont reprises dans le Tableau IV-1. La Figure IV-1 est une représentation schématique

des implantations. La fibre optique 1 est la source émettrice de lumiere a 670 nm ; elle est implantée

puis laissée en position sur I’ensemble du protocole expérimental. Les fibres optiques 2 a 6 sont les

fibres optiques réceptrices de la lumiére émise par la fibre 1. Elles sont implantées 1’une aprés autre,

avec mesure de la lumiére regue par chacune d’elle a différentes profondeurs d’implantation (Tableau

v-1).

Pour le protocole chirurgical, se référer a la partie IV.2.1. Les animaux sont euthanasiés par

décapitation avant leur réveil.

mm par rapport au Antéro-postérieur Médio-latéral Dorso-ventral
Bregma

Fibre 1 (émettrice) -2,7 -4 -6

Fibre 2 -52 -4 -2a-8
Fibre 3 -7,7 -4 -2a-8
Fibre 4 -1,7 +4 -2a-8
Fibre 5 -5,2 +4 -2a-8
Fibre 6 -2,7 +4 -2a-8

Tableau TV-1: Coordonnées d’implantation des fibres optiques pour la mesure de la pénétration de la

lumiére proche infrarouge.
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Interaurgt Liae

Figure 1V-1 : Représentation schématique d’un criine de rat, vue du

dessus. Les points rouges correspondent aux zoncs d’insertions des fibres
optiques dans la boite crinienne.

IV.4.2. Illumination extra-cérébrale

1V.4.2.1. Principe général

Une illumination extra-cérébrale a été pratiquée dans les campagnes expérimentales
impliquant des souris. Lors de ces campagnes, les souris sont placées sous une lampe type WARP?” &
670 et/ou a 810 nm. Chaque souris bénéficie d’une illumination ou d’une fausse illumination (sham).
Les animaux recevant une illumination sham sont placés dans les mémes conditions, mais sous lampe

éteinte.

La fenétre temporelle de traitement, la durée et la puissance lumineuse d’une seule

illumination seront précisées dans les sections suivantes.

1V.4.2.2. Protocole d’illumination n°1

Il s’agit dans ce protocole de se placer dans un contexte idéal pour obtenir un effet
neuroprotecteur grace a I’illumination proche infrarouge. Les illuminations sont donc réalisées juste
aprés I'injection de MPTP (voir section IV.3.1). Elles ont une durée de 90 secondes, pour une
puissance optique de 30 mW en sortie de WARP. Selon I’équation « Puissance x Durée = Energie »,
ceci correspond a une quantité d’énergie optique pour chaque illumination de 2,7 Joules en sortie de

WARP.
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Le détail du protocole est repris dans la Figure IV-2, a savoir : une illumination a 670 et/ou
810 nm juste aprés la premiére injection de MPTP (voir section IV.3.1), puis une nouvelle illumination
6 heures plus tard. Pour le second jour, le protocole d’injection de MPTP est identique. Les points T
correspondent aux points d’étude comportementale, qui ont lieu 20 minutes apres les illuminations

(voir section IV.5.1).

Nacl

Fin de l'expérimentation

0 Ghr  24h30h “gq

. | - |
Saline I I ' ! 7 1

|
Re 12 i'a The

Polnts d'étude comportementale

MPTP-NIr | ‘ * * “ 7 |

cam es_ex rimentale « preuve de concept illumination proche
infrarouge modéle MPTP » et « influ de la longueur d’onde sur
! rotecteur de la lumiére proche infr: ».

Dans le détail, chaque groupe d’animaux Saline et MPTP est divisé en sous-groupes,
respectivement Saline et Saline-NIr, e¢ MPTP et MPTP-NIr. Ce protocole est utilisé pour les

problématiques suivantes :

— Preuve de concept d’une illumination proche infrarouge sur le modele MPTP, avec une

illumination a4 670 nm, ou a 810 nm. 12 Souris par groupe (96 souris au total)

— Influence de la longueur d’onde sur I’efficacité thérapeutique, avec une illumination a 670

nm, 810 nm, ou 670 + 810 nm. 12 souris par groupe (84 souris au total).

1V.4.2.3. Protocole d'illumination n°2

L’objectif de ce protocole est d’étudier I’effet de la quantité de lumicre sur ’efficacité

thérapeutique, sur le modele souris MPTP. Ceci, & travers deux parametres :
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1- L’application croisée de la puissance et de la durée d’illumination d’un seul flash

lumineux.

2- La quantité d’énergie globale de ce flash.

Nacl

Fin de l'expérimentation

0 6hr  24h30h Sgd
Saline | ETI !2 f— " :
T T. 13 T4 -
pas de lumldre | 1‘_. 'j' 'l'.‘vJ Points d'étude comportementale
Saline-NIr ; s : '

<!

MPTP/

L
e
3

\*’?

| —

11
Ly

‘.:_

MPTP-NIr | ‘ 1

Figure 1V-3 : Protocole d'illumination n®2 ; utilis ur les
campagnes expérimentales « influence de la quantité de lumiére sur
Pefficaci eutigque ».

La Figure IV-3 reprend ce protocole. En détails : les souris bénéficient d’une seule
illumination par jour, juste aprés I’injection de MPTP. Cette illumination dure de 9 & 900 secondes,
pour une puissance optique en sortic de WARP de 3 4 90 mW. L’énergie optique résultante se calcule

selon I’équation suivante :
PXDu=E

Avec la puissance P (Watts), la durée Du (secondes) et ’énergie E (Joules).

L’ensemble des puissances et durée utilisées, et des énergies délivrées résultantes, est rappelé

Tableau IV-2. Chaque case du tableau correspond & un groupe de 6 souris (soit 120 souris au total).
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Secondes
Dose (mJ) 9 a5 90 180 900
3 0,027 135 270| sa0| 2700
2 15 135 675 1350, 2700
e 30 270| 1350 2700 540

foncé, plus I’énergie appliquée est importante. Les puissances et durées encadrées en jaune correspondent aux puissances et
durées « références », a savoir les valeurs utilisées dans le protocole n°1.

IV.4.2.4. Protocole d'illumination n°3

L’objectif de ce protocole est d’étudier I’influence de la fenétre temporelle de traitement sur

’efficacité thérapeutique. Ceci, a travers deux questions :

1- Un prétraitement et un post-traitement présentent-ils un intérét thérapeutique ? Comme
pour le protocole n°1, les illuminations ont une durée de 90 secondes, pour une puissance
optique de 30 mW en sortie de WARP. Les illuminations ont également lieu deux fois par
jours, a 6 heures d’intervalles. Toutefois, ici, suivant les groupes, les souris sont
illuminées soit les jours avant les injections de MPTP (prétraitement), soit les jours des
injections (Simultané), soit les jours aprés les injections MPTP (post-traitement). Voir
Figure IV-4.

2- Le fait d’augmenter le nombre de jours de traitement, et donc la quantité globale d’énergie
regue influence-t-il le potentiel thérapeutique ? Nous avons recensé trois groupes d’intérét
pour répondre a cette problématique (voir Figure IV-4) :

a. Prétraitement + traitement simultané.
b. Traitement simultané + post-traitement.

c. Prétraitement + traitement simultané + post-traitement.
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IV.4.3. Illumination intracérébrale

L’implantation intracérébrale chez le rat a pour objectif de mimer le mode d’application de la

lumiére proche infrarouge envisagé chez I’Homme. Les développements et protocoles décrits dans

cette section ont plusieurs buts distincts :

1-

Créer et améliorer un dispositif implanté en chronique chez le rat capable de fournir des
puissances optiques et des durées d’illumination modulables. Le tout en laissant I’animal
parfaitement libre de ses mouvements lors des études comportementales.

Déterminer la faisabilité d’une implantation chronique d’un dispositif optique chez le rat.
Apporter, s’il y a lieu, la preuve de concept du potentiel neuroprotecteur d’une
illumination proche infrarouge intracérébrale dans le modé¢le rat 6-OHDA de la maladie de

Parkinson.

1V.4.3.1. Développement du dispositif implanté chronique

Lors d’une illumination sur 3 semaines a forte puissance optique, il n’est malheureusement pas

possible d’utiliser un implant avec batterie intégrée (les batteries et piles actuelles ne permettent pas de

répondre aux exigences du protocole — 160 puW pendant 3 semaines —, sans étre soit trop

volumineuses, soit trop lourdes pour un rat). Le choix d’une alimentation déportée, avec une

connectique traversant au niveau de la peau de I’animal a donc été conservé.

Afin d’améliorer I’implant existant, le cahier des charges suivant est établi :

1-

Prévoir une connectique pour I’alimentation électrique de I’implant au niveau de la téte, et
non plus dans le dos. Cette connectique doit étre fixable dans du ciment chirurgical afin
d’en permettre une manipulation aisée par I’expérimentateur et éviter [’infection pour
I’animal. De plus, elle doit présenter une sécurité empéchant le rat de se détacher lui-
méme.

L’alimentation électrique doit pouvoir alimenter 'implant de plusieurs rats a la fois,
chacun dans une cage personnelle (duplication du protocole).

Créer un portique permettant I’apport de cette alimentation électrique (fils électriques)
jusqu’a Pimplant fixé sur la téte du rat, sans que ce dernier ne puisse la détruire
(grignotages). L’animal doit également garder toute sa libert¢é de mouvement, méme
attaché a un fil électrique pendant une durée de 3 semaines. Le rat ne doit pas pouvoir

s’emméler, ni atteindre les fils d’alimentation.
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4- Le fait de travailler avec des rats pose des probléemes de solidité des matériels utilisés. En

effet, sa force oblige a travailler avec des matériaux résistants a une éventuelle morsure.

1V.4.3.2. Telérance de l'implantation par les rats

Afin de déterminer la tolérance de I’implant par les rats, I’échelle Rat Grimace Scale (RGS)*

a été utilisée. Son principe est basé sur I’observation des postures et des mouvements faciaux afin de
déterminer le niveau de douleur ressenti par I’animal. Le score obtenu va de 0 (aucune douleur) a 8

(douleur maximale).

1V.4.3.3. Protocole d’illumination

L’objectif de ce protocole est d’apporter la preuve de principe de I’intérét d’une illumination
proche infrarouge intracérébrale dans la maladie de Parkinson. Egalement, il s’agit ici de comparer
une illumination continue vs discontinue, en faisant varier la puissance optique délivrée (et donc la

quantité globale d’énergie regue).
Les différents groupes expérimentaux retenus sont :

1- Saline : animaux contréles, non intoxiqués a la 6-OHDA, implantés, mais pas illuminés (n
= 8).

2- 6-ODHDA, Pas d’illumination : animaux implantés, mais non illuminés (n = 15).

3- 6-OHDA-NIr, Animaux illuminés (n = 38), répartis en 3 sous-groupes :

a. NIrP: 160 pW de puissance lumineuse en sortie de fibre, pendant 90 secondes,
deux fois par jour pendant 3 semaines. Ce groupe reprend I’illumination référence
de Moro et al, 2014, Ceci correspond & une énergie globale délivrée sur les 23
jours du protocole de 634 mJ. n= 16.

b. NIrC": Illumination continue pendant 3 semaines & 160 uW également.
Cependant, dans la mesure ou I’illumination a été continue, I’énergie globale
délivrée a été de 304 J. n=13.

c. NIrC : [llumination continue pendant 3 semaines & 333nW. La puissance optique
de ce groupe a été diminuée par rapport aux deux autres. Ceci correspond a une
quantité d’énergie globale délivrée de 634 mJ, soit identique au groupe NIrP. n =

9.
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Un groupe Saline + NIr n’a pas été ajouté, car les précédents travaux de I’équipe ont montré
qu’une illumination proche infrarouge n’avait pas d’impact sur la survie et le fonctionnement des

cellules dopaminergiques d’un cerveau sain'*¢!6419%198200,

L’ensemble du protocole est repris Figure IV-5.

ﬂ Finde
I’expérimentation
-1 0 d 144 21d 23d
| | ! | |
Saline | T Y | ¥ ”
Chirurgie "
Pas detumiere
1 0 7d 14 21d 23d
| | | 1
GOHDA } I L] T 1 ”
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COHDANIP | —fo = @ @ == w = = o|= = = = = { P
' Nirdiscontinu, 90 s, 2 X par Jour 40,16 mW optiques
1 0 b/ 14d 21d 234
| | | !
SOHDA-NIrC } I 1 1 1 H
‘ Nir continu, 3333 nW optiques
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GOHDA-NLIC* }—M

Nircontinu, 40,16 mW optiques

Figure IV-5: i 'illuminati
infr # le rat 6-OHDA.
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IV.5. ETUDES C ENTALES

IV.5.1. Activité locomotrice : modeéle MPTP

L’évaluation des performances motrices permet de déterminer I’ampleur de la [ésion induite
par le MPTP sur les animaux, sur la base du phénotype moteur induit par la toxine. Les souris sont
filmées dans une aréne carrée de 25 cm de cété pendant |0 minutes a I’aide d’une caméra HD (Ace
8/12 bits, Basler). L’analyse de I’activité motrice est ensuite réalisée avec le logiciel Ethovision XT 10
(Noldus). Celui-ci permet par analyse vidéo de mesurer la quantité de pixels modifiés entre chaque
image (8 images par seconde). Dans la mesure ou seul I’animal bouge dans I’aréne, la quantité de
pixels modifiés est directement corrélée a [’activité motrice. A son tour, ’activité motrice est le témoin

des capacités motrices de ’animal.

Une illustration de I’open-field est donnée Figure IV-6.

Figure 1V-6 : Exemple de 6 souris placées dans des open-fields

afin d’évaluer leur activité motrice,

IV.5.2. Comportement rotatoire : modéle 6-OHDA

Le comportement rotatoire dd a la Iésion 6-OHDA est mesuré dans une arene circulaire de 50
cm de diamétre. Pour induire les rotations des rats, 0,5 mg/kg d’apomorphine sont injectés en sous-
cutanée, puis les rats sont replacés dans leur cage d’hébergement. Apres 15 minutes d’attente, les rats

sont placés dans I’aréne ou ils sont filmés pendant 10 minutes. Les vidéos sont enregistrées et
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retransmises en temps réel sur I’ordinateur de I’expérimentateur. Le nombre de tours dans les sens

horaire et antihoraire est compté manuellement & partir de la vidéo.

Ces enregistrements sont réalisés la veille de I’implantation, puis une fois par semaine, a partir
de la semaine suivant I’injection de 6-OHDA et de I’implantation par stéréotaxie, jusqu’au sacrifice 3
semaines plus tard. Les protocoles d’injection de la 6-OHDA et de ’implantation stéréotaxique sont
décrits respectivement sections IV.3.2 et IV.2.1. Une illustration de 1’aréne circulaire est donnée

Figure IV-7.

Limites de
I’aréne

circulaire

Figure 1V-7 : Exemple d’un rat 6-OHDA sous apomorphine placé dans une
aréne circulaire afin d’évaluer son comportement rotatoire. On reconnait la position

caractéristique du rat 6-OHDA en train de tourner sur lui-méme (ensemble du corps
incurvé + queue ramenée vers le centre de rotation de I’animat).

Le principe est le suivant : la 6-OHDA induit une 1ésion unilatérale de la SNc par intoxication
retrograde striato-nigrée a partir de ’injection dans le striatum. L’injection d’apomorphine (agoniste
dopaminergique D1-D2) induit une activation préférentielle du striatum 1és¢ du fait de

I’hypersensibilité de dénervation. Ceci provoque la rotation sur lui-méme du rat.
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IV.6. THERMOMETRIE IRM

Les acquisitions IRM sont réalisées sur un scanner préclinique a 4.7 T (Avance III console,
Bruker, Wissembourg, France) utilisant une antenne de volume en quadrature dédiée au rongeur
(diam. utile 40 mm). L’anesthésie des animaux est induite avec un air a 5 % d’isoflurane et maintenue
a 2 % en entretien. La température corporelle des animaux est régulée & 37/38 °C avec un dispositif de

régulation thermique par flux hydrique.

Une fois le shim effectué (ajustement de I’homogénéité du champ magnétique statique), les

séquences suivantes sont réalisées :

Séquence anatomique : une séquence haute résolution pondérée T2 (spin echo, RARE) est

réalisée afin de repérer précisément la position de la fibre optique. Les paramétres d’acquisitions sont :
9 coupes, champ de vue = 35x35 mm, épaisseur de coupe = 0.7 mm, TE effectif = 35 ms, TR = 2200
ms, RARE factor = 8.

Thermométrie : . imagerie de température est ensuite réalisée a ’aide d’une séquence d’écho

C
A . <
de 5ladlc||t Peffet PRF

wn

perpendiculaires sont acquises répétitivement pendant 15 a 50 minutes, I’'une contenant la fibre, ’autre
perpendiculaire a celle-ci, passant par la pointe de la fibre. Les images de phase sont traitées a ’aide
du logiciel Matlab : les 10 premiéres acquisitions, réalisées sans chauffe, sont utilis€es comme
référence de phase (équilibre thermique) et soustraites aux acquisitions suivantes. Le résultat de la
soustraction est enfin pondéré en tenant compte de la valeur de BO pour remonter a I’information de
température et est superposé a I’image de magnitude. Les paramétres principaux sont: 2 coupes
entrelacées, voxel = 0.3x0.3x1.0 mm (matrice d’acquisition = 96x96), TE = 8 ms, TR = 250 ms, flip

angle = 28°, 30 acquisitions moyennées.

Aprés les acquisitions IRM, les animaux sont sacrifiés par décapitation.
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IV.7. EUTHANASIE ET PRELEVEMENTS

Pour réaliser les analyses histologiques nécessaires aux différentes études, les animaux sont
anesthésiés au pentobarbital sodique (injection intrapéritonéale), puis sacrifiés par perfusion
intracardiaque de paraformaldéhyde (PFA : Antigenfix 4 %, DiaPath). Aprés dissection, les cerveaux
sont post-fixés dans une solution de PFA a 4 % pendant 24 heures, puis rincés au tampon phosphate

saline (PBS) avant d’étre conservés a 4 °C dans une solution de sucrose a 30 % pendant 48 heures.
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IV.8. HISTOLOGIE

IV.8.1. Coupes frontales de cerveaux

Les cerveaux sont inclus dans un milieu de congélation (OCT, Tissue-Tek), congelés puis
coupés a une épaisseur de 30 pm, a P’aide d’un cryostat (Leica CM 3050). Les coupes sont recueillies
en flottant dans du PBS 1X, ou directement sur lame de microscope (superfrost +), puis

immédiatement immunomarquées.

1V.8.2. Immunomarquage de la tyrosine hydroxylase

Sauf indication contraire, I’ensemble du protocole est réalis¢ sous agitation douce et a

température ambiante.

Juste aprés préiévement des coupes dans du PBS 1X, celles-ci sont incubées 10 minutes dans
de la formaline 10 %, puis rincées dans du PBS 1X pendant 5 minutes. Elles sont ensuite
perméabilisées dans un bain de PBS-tritonX100 & 0,1% pendant 1 heure. Une étape de saturation des
coupes au PBS/BSA 3 % de 20 minutes a ensuite lieu. Enfin, les coupes sont incubées avec un
anticorps monoclonal anti TH (Millipore) dilué¢ au 1/500 dans du PBS/BSA 0,3 % pendant 48 heures,
a4-°C.

Aprés incubation de I’anticorps primaire, deux lavages de 5 minutes au PBS/BSA 0,3
%/Tween 0,01 % sont réalisés, suivis d’une étape de saturation de 20 minutes dans du PBS/BSA 3 %.
L’incubation de I’anticorps secondaire Goat anti-mouse IgGI (Invitrogen) dilué au 1/500 dans du

PBS/BSA 0,3 %, couplé a du DAPI 1,5 pg/mL a lieu pendant 1 heure, a I’abri de la lumiere.

Aprés deux lavages au PBS/BSA 0,3 %/Tween 0,01 % de 10 minutes, les coupes sont
baignées dans du PBS 1X jusqu’au montage sur lames de microscopes superfrost +, et inclusion dans

du milieu de montage fluorsave (VWR).

Iv.8.3. Immunomarquage de ibal

Sauf indication contraire, ’ensemble du protocole est réalis¢ sous agitation douce et a

température ambiante.
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Marquage réalisé¢ directement sur lames de verres cerclées de Dako-pen. Les lames sont
incubées 15 minutes dans de la formaline 10 %, puis rincées dans du PBS 1X pendant 5 minutes. Elles
sont ensuite perméabilisées dans un bain de PBS-tritonX100 a 0,1% pendant 45 minutes. Une étape de
saturation des coupes au PBS/BSA 3 % de 30 minutes a ensuite lieu. Enfin, les coupes sont incubées
avec un anticorps polyclonal anti Ibal (Wako) dilué au 1/1000 dans du PBS/BSA 0,3 % pendant la

nuit, a 4 °C.

Aprés incubation de I’anticorps primaire, deux lavages de 5 minutes au PBS/BSA 0,3
%/Tween 0,01 % sont réalisés, suivis d’une étape de saturation de 5 minutes dans du PBS/BSA 3 %.
L’incubation de I’anticorps secondaire Goat anti-rabbit IgG1 (invitrogen) dilué au 1/1000 dans du

PBS/BSA 0,3 %, couplé a du DAPI 1,5 pg/mL a lieu pendant 1 heure, a I’abri de la lumicre.

Aprés deux lavages au PBS/BSA 0,3 %/Tween 0,01 % de 10 minutes, les coupes sont enfin

incluses dans du milieu de montage fluorsave (VWR).
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1V.9. IEM ET CELL

1V.9.1. Activité de 'enzyme MAO-B

Dans Pobjectif d’étudier Dactivité de la monoamine oxydase B (MAO-B) sous une
illumination 4 670 nm, nous avons utilisé le kit d’analyse MAO-Glo™Assay (Promega'"). Aprés
avoir étudié ’absorbance des différents composants du kit et de la MAO-B (Sigma-Alrdich, France), a
’aide d’un lecteur de plaques, nous avons réalisé ’étude de I’activité de ’enzyme MAO-B en

présence de proche infrarouge 8 670 nm comme suit :

Précisément, dans des plaques 96-puits a bords opaques, 25 pL. de MAO-substrat a 40 uM
sont insérés par puits. 12,5 pL de Tampon de réaction sont ajoutés, puis 25 uL. d’enzyme MAO-B a 20
pg/mL. Dans les puits contrdle (sans enzyme), on remplace I’enzyme par 25 ul. de tampon de
réaction. Un contréle négatif est également ajouté, a savoir ajout de sélégiline (déprényl, Orion), qui

est un inhibiteur de I’enzyme MAO-B.

s PRI |

Les plaques sont ensuite incubées a 37 °C pendant 1 heure, soit dans |
illumination a 670 ou 810 nm d’une puissance optique de 160 pW.
Aprés incubation, 50 pl. d’agent de détection de la luciférine (luciférase) sont ajoutés pendant

20 min. Le signal lumineux obtenu est stable dans le temps (2 h) et est lu a I'aide d’un lecteur de

plaques.
Les différentes conditions retenues pour cette étude sont :

1- Contrdle négatif 1 (pas de substrat)
2- Controle négatif 2 (présence de sélégiline : inhibiteur)
3- Contrdle positif (réaction compléte dans I’obscurité)

4- Condition d’intérét (réaction compléte sous 670 ou 810 nm a 160 pW)
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1V.10. 10UE

Pour la comparaison entre les groupes lors de ’analyse histologique, un one way ANOVA est
réalisé, couplé a un test de comparaison multiple de Tukey-Kramer. Pour I’analyse comportementale,
les groupes sont comparés en fonction du temps (différents points de comportement), du traitement
parkinsonien (MPTP/6-OHDA ou non) et de I’illumination (présence de proche infrarouge ou non), a

’aide d’un three way ANOVA avec un test Bonferroni (logiciel Prism GraphPad).
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V. RESULTATS

Avant d’entamer cette section, il semble important de rappeler que ce travail de these s’est
déroulé au sein d’un projet multicentrique (CEA/Clinatec, Grenoble ; Unité d’anatomie, Université de

Sydney). Les objectifs principaux de ce projet sont :

1- Apporter des preuves de concept du potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi lors d’études
précliniques.

2- Optimiser les paramétres d’illumination.

3- Concevoir le dispositif médical, implanté, chronique, d’illumination proche infrarouge

intracérébrale, chez I’humain

C’est avec ces objectifs a I’esprit que mes travaux de thése ont été réalisés, et que ce manuscrit

est rédigé.
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V.1. E 1: VALIDATION DES MODELES ANIMAUX ET D'I NATION UTILISES

DANS LE TRAVAIL DE THESE

V.1.1. Validation des modéles animaux utilisés

Dans ce travail de theése, nous cherchons a induire une protection neuronale par illumination
proche infrarouge. Celte protection neuronale doit avoir une incidence fonctionnelle, & savoir sur
I’activité motrice des animaux. Il est donc nécessaire que les modéles animaux que nous utilisons
présentent une dégénérescence dopaminergique dans la substance noire, corrélée avec une dégradation

motrice prononcée.

V.1.1.1. Modele souris MPTP

Nous utilisons sur I’ensemble de ce travail de thése le modéle MPTP souris a 2 injections de
25 mg/kg, a 24 heures d’intervalle. Nous montrons ici qu’un tel protocole induit une forte réduction de
[’activité locomotrice des animaux injectés (Figure V-1), ainsi que du nombre de cellules

dopaminergiques TH" dans la substance noire (Figure V-2).

120%
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-
80%
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*

*
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20% |
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Ligne de base MPTP J1 MPTP J2 J+7

s NaCl
mMPTP

Activité motrice (en % de la ligne de base)
— %k k%

Figure V-1: C rai i
MPTP. n = [2. Statistiques : **¥: p < 0,001.

ice des souris Saline
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Figure V-2 : Comparaison du nombre de cellules TH' dans la
substance noire entre les souris Saline et MPTP. Mesuré 8 jours  aprés

I’injection de MPTP. n=12. Statistiques : **: p <0,01.
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V.1.1.2. Modéle rat 6-OHDA

Nous utilisons sur ’ensemble de ce travail de thése le modéle 6-OHDA rat a 1 injection
intrastriatale de 6-OHDA. Nous montrons ici qu’un tel protocole induit une forte augmentation de
comportement rotatoire sous apomorphine des rats injectés (Figure V-4), ainsi qu’une diminution du

nombre de cellules Nissl et TH' dans la substance noire (Figure V-3).

35000
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25000 |
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w Hémispheére sain
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Comptage cellulaire

10000

Niss| TH+

Figure V-3 : Comptage des cellules Nissl et TH' de Ia substance

noire, chez les rats 6-OHDA. Mcsuré 23 jours apres I’injection de 6-OHDA. n =
[2. Comparaison cntre I’hémisphére sain et I'hémisphére [ésé. Statistiques : *¥* : p
< 0,01 par rapport a I’hémisphére sain.
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V.1.1.3. Interactions entre lumiére proche infrarouge et mécanismes

d’assimilation du MPTP et de la 6-OHDA

Pour comprendre le potentiel neuroprotecteur de la lumiére proche infrarouge dans la maladie
de Parkinson, il est nécessaire de rappeler rapidement les mécanismes d’assimilation du MPTP par les
souris, depuis son injection intrapéritonéale, jusqu’a I’intoxication des neurones dopaminergiques.
Ainsi, aprés son injection, le MPTP entre dans la circulation sanguine, puis traverse la barricre
hémato-encéphalique. Tl est ensuite internalisé dans les astrocytes au sein des desquels I’enzyme
monoamine oxydase B (MAO-B) I’oxyde en MPP". Le MPP" est la forme toxique du MPTP. Aprés
cette oxydation, le MPP' est internalisé dans les cellules dopaminergiques par le transporteur de la
dopamine DAT. C’est une fois dans les cellules dopaminergiques que le MPP" entre dans la

mitochondrie et joue son réle toxique™’ (voir section I11.2.3.2.2 pour plus de détails).
Ressortent ici deux étapes critiques dans I’assimilation du MPTP par I’organisme de la souris :

1- Oxydation du MPTP par la MAO-B.
2- Internalisation du MPP" par DAT.

Afin de s’assurer que les résultats obtenus et présentés précédemment sont bien des
manifestations du potentiel neuroprotecteur de la lumiére proche infrarouge, et pas des artefacts du

modeéle, il semble indispensable de s’assurer que la lumiere proche infrarouge :

1- Ne modifie pas I’activité de I’enzyme MAO-B.
2- Ne modifie pas I’activité du transporteur DAT.

V.1.1.3.1. Lalumiére proche infrarouge ne modifie pas I'activité de la MAO-B

La Figure V-5 montre ’activité de I’enzyme MAQO-B sous différentes conditions lumineuses.
On remarque ici qu’il n’y pas de différence d’activité enzymatique (ANOVA ; F = 0,571 ; p = 0,577)
entre les différentes conditions d’illumination (obscurité, 670 nm, 8§10 nm). Les conditions avec
inhibiteur sont des contrdles négatifs, témoins du bon fonctionnement du kit utilisé. Dans nos
conditions expérimentales, ni la lumiére a 670 nm, ni celle a 810 nm ne modifient Iactivité¢ de

I’enzyme MAO-B.
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Activité de la MAO-B sous différentes conditions d’illumination
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Figure V-5 : Activité in vitro de I'enzyme MAO-B dans I’obscuri
a 810 nm.

V.1.1.3.2. Lalumieére proche infrarouge ne modifie pas I'activité de hDAT

La Figure V-6 montre I’activité du transporteur DAT sous différentes conditions lumineuses.
On remarque ici qu’il n’y pas de différences d’activité de DAT (ANOVA ; F = 0,763 ; p = 0,473) entre
les différentes conditions d’illumination (obscurité, 670 nm, 810 nm). Les conditions avec inhibiteur
sont des contrdles négatifs, témoins du bon fonctionnement du kit utilisé. Dans nos conditions

expérimentales, ni la lumiére a 670 nm, ni celle a 810 nm ne modifient I’activité de hDAT.

Activité de hDAT sous différentes conditions d’illumination
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Figure V-6 : Activité in vitro du transporteur DAT dans I'obscurité, &
670 nm, et & 810 nm.
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V.1.2. Développement et validation du modeéle d’illumination intracérébrale

chronique

V.1.2.1. Optimisation du dispositif implanté chronique

La Figure V-7 décrit le processus de réflexion ayant amené au dispositif d’illumination,

implanté chez le rat (sections suivantes).

chronique. A)Exemple de souris implantée avec I’implant historique. Adapté de Moro et al, 2014.
B) Dispositif implantable d’illumination intracérébrale chronique, dimensionné pour le rat. Il
présente un connecteur, positionné au niveau du crane (voir C et D), ce qui permet des mouvements
totalement libres de I’animal lorsqu’il n’est pas branché. C) et D) Rat implanté depuis 3 semaines,
anesthésié pour la prise de photographies. Les fléches noires montrent une zone de peau ou les poils
ont commencé 4 repousser aprés la tonte préopératoire. C) Implant éteint. D) Implant allumé.

La Figure V-7A est tirée de Moro et al 2014'*®. On voit ici le dispositif implanté original
développé au laboratoire. Celui-ci a permis de mettre en évidence le potentiel neuroprotecteur d’une
illumination proche infrarouge intracérébrale chez la souris MPTP. Cependant, on remarque ais€ément

que ce dispositif est mal adapté a une étude comportementale sur I’animal.

La Figure V-7B présente le nouvel implant, optimisé et dimensionné pour le rat. Le
connecteur électrique est désormais fixé directement sur le crane de ’animal (Figure V-7C, D), et non
plus dans le dos, de fagon a faciliter la préhension par I’expérimentateur, augmenter le confort de

I’animal, et I’empécher de se débrancher par lui-méme.
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La Figure V-7D démontre le bon état de fonctionnement du dispositif, 3 semaines aprés
I’implantation, soit a la fin de la campagne expérimentale. En complément, nous avons mesuré les
puissances optiques délivrées par les implants avant implantation (161 pW +/- 6), puis lors de
I’explantation, pendant le sacrifice (159 pW +/- 4). Il était prévu de retirer des campagnes
expérimentales les animaux dont I’implant présentait une trop forte perte de puissance lors de

I’explantation ; le cas n’a pas été observe.
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V.1.2.2. Mesures physiques d’atténuation lumineu

La Figure V-8 présente les mesures d’un signal lumineux a 670 nm émis par une fibre optique

émettrice implantée, et regu par différentes fibres optiques réceptrices, a distances variables (voir la

section IV.4.1 pour le protocole).
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Figure V-8 : Mesure du signal lumineux percu par les fibres réceptrices, en fonction de leur
distance par rapport i la source optigue.

On remarque ici que le signal mesuré diminue en fonction de la distance parcourue par la
lumiére avant d’atteindre le récepteur. En moyennant les pentes des courbes de tendance
exponentielles pour chaque fibre (ordonnées a I’échelle log), on obtient la courbe d’estimation noire

sur la Figure V-8. La pente de cette droite donne une estimation de I’atténuation du signal lumineux

par millimetre traversé d’environ 61,7 %.
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V.1.2.3. Scuri rmique _d’une __illuminati h in 0

intracérébrale par thermométrie IRM

Les résultats présentés dans cette section ont fait I’objet d’une présentation poster au congres

de la Society For Neuroscience 2014.

V.1.2.3.1. Evolution de la température et de sa diffusion en fonction du

temps

La Figure V-9 montre I’évolution de la température intracérébrale, au point le plus chaud, dans
un cerveau de rat (n = 1), pendant une illumination a 670 nm, in vivo. On note que la température
augmente fortement des le début de I’illumination (= 8 °C d’augmentation aprés 1 minute), puis sc
stabilise a une température plafond pendant le reste de I’illumination. Dés que I’illumination est
arrétée, la température chute brusquement pour revenir a son niveau basal en 1 minute. Ceci témoigne

d’une excellente capacité de dissipation thermique de la part du tissu cérébral.

Fenetre d’illumination
10 ~ - i Ml
f

Variation de la température (°C)
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Figure V-9 : r ‘évolution de la température pendant une illumi n
670 nm de 30 minutes, & une puissance optique de 115 n ique de © 200
nm.
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La Figure V-10 montre la diffusion de la température a partir du point le plus chaud (300 um
du bout de la fibre optique, n = 1). On remarque que la température diminue trés rapidement dés lors

que ’on s’éloigne du point le plus chaud. Ceci confirme I’excellente capacité de dissipation thermique

de la part du tissu cérébral, méme pendant I’illumination.
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Figure V-10: Diffusion de la température & partir du point le
plus chaud (3 115 mW optiques).

La Figure V-11 montre I’évolution de la diffusion de la température dans le cerveau de rat, au
cours du temps. On remarque qu’une minute apres le début de I’illumination, une flaque de diffusion
thermique est en place sur quasiment la moitié cerveau du rat (n = 1). Cette flaque est pseudo-

sphérique. Une fois en place, elle n’évolue plus dans le temps, et ce, jusqu’a la fin de I’illumination (T
= 30 min).

73



RESULTATS

En résumé, ces résultats montrent qu’une illumination & forte puissance optique (115 mW)
dans le cerveau de rat in vivo provoque une forte augmentation de la température, avec une diffusion
thermique sur un large volume. Toutefois, ces phénomenes se mettent en place en seulement quelques
dizaines de secondes apres le début de I’illumination, puis n’évoluent plus jusqu’a larrét de

Pillumination. A ce moment, la température revient trés rapidement a son niveau basal.
b

V.1.2.3.2. Evolution de la température et de sa diffusion en fonction de la

puissance optique délivrée

L’objectif principal de cette étude sur la sureté thermique d’une illumination intracérébrale a
670 nm est de déterminer jusqu’a quelle puissance optique il est possible d’illuminer sans augmenter
la température locale cérébrale. La norme 45502-2-1, article 17 limite cette augmentation locale et
chronique a 2 °C maximum, lors d’une implantation chez I’humain. Toutefois, puisque cette norme est
basée sur des mesures effectuées sur du tissu cutané, plus facilement renouvelable par I’organisme que

le tissu cérébral, il nous est apparu préférable d’abaisser le seuil tolérable & 1 °C d’augmentation.

Les Figure V-12 et Figure V-13 montrent I’augmentation de la température en fonction de la
puissance optique délivrée (n = 6). On remarque que I’augmentation de la température est dépendante
de la puissance optique appliquée, avec une augmentation linéaire en fonction de la puissance (R? =
0,9958, Figure V-13). D’autre part, on retrouve le phénomeéne d’évolution en plateau une fois la
température maximale atteinte (Figure V-12), observé dans la section précédente. [l est a noter qu’une
puissance de 5 mW ne provoque pas d’augmentation de la température égale ou supérieure a 1 °C (p <
0,001). D’autre part, une puissance optique de 15 mW ne provoque pas d’augmentation de la

température égale ou supérieure a 2 °C (p < 0,001).
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La Figure V-14 montre la diffusion de la température en fonction de la puissance optique
délivrée (n = 6). A partir de 15 mW, on observe cette flaque de diffusion thermique. Celle-ci augmente
en volume & mesure que la puissance optique augmente. Elle garde cependant son caractére sphérique,

quelle que soit la puissance optique testée.
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Figure V-14 : Evolution de la diffusion de la températ en fonction de | SSANC
optique délivrée.

En résumé, il est possible, avec une fibre optique de 300 pm de diamétre, d’illuminer jusqu’a

5 mW optiques sans dépasser le seuil de 1 °C maximum d’augmentation de température.
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V.1.2.4. Développement d'une cage d’hébergement permettant l'illumination
chronique

La Figure V-15 présente la potence d’alimentation électrique de I’implant. Celle-ci a été
développée de fagon a permettre une illumination continue de I’animal, pendant 3 semaines, tout en

permettant A ce dernier des mouvements libres dans son environnement de vie.

Figure V-15 : Potence d'alimentation électrigue long terme de 'implant rat. A) (a)
potence lestée, avec (b) connecteur tournant électrique, (c) cdble blindé, (d) socle d’accueil de la
cage d’hébergement. B : rat branché a la potence, avec (¢) rehausse de cage. Dans ces conditions,
le rat est libre de ses mouvements et ne peut pas porter atteinte a I’intégrité des cdbles électriques,
ni se débrancher.

Dans le détail, les cables électriques sont blindés avec une gaine bleue (c) pour les solidifier
tout en conservant leur souplesse. Ils sont reliés & un connecteur tournant (b), ce qui permet a 1’animal
de tourner sur lui-méme sans s’emméler. Le tout est tenu par une potence (a) lestée sur I’axe vertical
de facon A permettre a (b) et (c) de s’élever a mesure que le rat se met debout. La potence (a) a
également un axe de rotation horizontal de fagon a optimiser la liberté de mouvement de I’animal. La
grille de fermeture de la cage d’hébergement a été remplacée par une rehausse plastique (e),

suffisamment haute pour empécher le rat de s’échapper, tout en lui autorisant un maximum de liberté.
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V.1.2.5. Evaluation du bien-étre animal

L’ensemble des résultats présentés dans la section V.1.2.5. a été obtenu sur des rats implantés,

non 6-OHDA.

V.1.2.5.1. Douleur post-implantatoire chez le rat

La Figure V-16 montre I’évolution de la douleur post-implantatoire sur un groupe de 5 rats
implanté a JO. On remarque que la douleur ressentie par les animaux est le plus élevé le lendemain de
la chirurgie (moyenne = 4,7/8). Un niveau supérieur a 3/8 sur I’échelle RGS nécessite une médication
analgésique. Pour la suite des expérimentations sur rats implantés, il a donc été décidé de traiter les

animaux a la Buprénorphine pendant les 72 heures post-opératoires.

Niveau de douleur sur 'échelle RGS

10 15 20 25
Temps (j)

Figure V-16: Evolution de la douleur -impl ire_chez le rat.
Implantation & JO.

V.1.2.5.2. Masse corporelle des rats

La Figure V-17 montre I’évolution de [a masse corporelle des animaux sur les trois semaines
d’implantation. On note que les rats témoins (non implantés, n=3) présentent une augmentation
réguliere de leur masse corporelle sur les trois semaines d’étude. Les animaux sains, implantés avec
une fibre optique, subissent une perte de masse de I’ordre de 10 % sur les 72 heures qui suivent
I’implantation. Leur masse augmente de nouveau réguliérement par la suite, jusqu’au sacrifice, selon

une pente similaire a celle des animaux témoins.
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temps.

V.1.2.5.3. Activité motrice des rats

La Figure V-18 montre I’évolution de I’activité motrice au cours du temps. L’activité motrice
des animaux témoins reste stable autour de 100 % tout au long des trois semaines d’étude. L activité
des rats implantés diminue de 17 % la premiére semaine apres I’implantation, toutefois, cette
différence avec les rats témoins n’est pas significative (p = 0,063). Il n’y a pas de différence d’activité

motrice entre les deux groupes sur les points comportementaux réalisés a J14 et J21.
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En résumé, notre étude sur la tolérance de I’implant par les rats montre que celui-ci est bien
toléré par les animaux. L.”induction d’une réponse douloureuse post-implantatoire reste limitée (moins
de 5/8), controlable par des analgésies, et de courte durée (72 h). Les animaux perdent 1égérement leur
masse corporelle dans les 72 h qui suivent "implantation, puis récupérent normalement par la suite. Ils

ne présentent pas de déficit d’activité motrice sur ’ensemble des 21 jours d’étude.
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V.2. 2: POTENTIEL THERAP : ILLUMINATIO PROCHE

INFRAROUGE DANS DES MODELES RONGEURS DE LA MALADIE DE PARKINSON

Les études fondatrices du potentiel neuroprotecteur d’une illumination proche infrarouge
envers la maladie de Parkinson ont montré une préservation des cellules dopaminergiques dans la

146,164,195.238

substance noire compacte , mais également sur I’activité motrice de souris intoxiquées au

MPTP, notamment & 670 nm'®.
L’objectif de ce deuxieme theme de mon travail de doctorat est :

1- D’apporter la preuve de concept du potentiel neuroprotecteur d’une illumination a 810 nm
sur le modele souris MPTP.
2- De valider sur un second modéle (rat 6-OHDA) le potentiel neuroprotecteur de la lumicre

proche infrarouge.
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V.2.1. Preuve de concept sur le modéle neurotoxique MPTP : illumination extra-

cérébrale a 810 nm

L’objectif est ici de déterminer si une illumination & 810 nm présente un potentiel
neuroprotecteur, sur notre modéle souris MPTP. Les résultats obtenus dans cette campagne

expérimentale ont fait I’objet d’une publication dans « Neuroscience Research », présentée ci-apres :
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Neurascience Research 92 (2015) 86-90

Contents lista aveilable at Sciencelirect

Neuroscience Research

ll\b\lkR

journal homepage: www.elseviar.com/locate/neures

Rapid Communication

810 nm near-infrared light offers neuroprotection and improves
locomotor activity in MPTP-treated mice
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We explored whether B10nm near-infrared light (Nir) offered neuroprotection andfor improvemsnt
in locomotor activity in an acute | hyl-4-phenyl-12,36 ydropyridine (MPTP)-treated mouse
moadel of Parkinson’s disease. Mice r!czlnd MPTP and 810 nm Nir treatments, or not, and were tested
rurlummuv:awwmmnm&ldmm brzins were aldehyde-fixed and processed for
tyrosine hydroxyl y. Our results showed that MPTR-treated mice that were
irradiated with 810am Nir had both greater Jocomotor activity {~40%} and number of dopaminergic

fﬂ‘“'."‘r‘wm cells (~20R) than thase that were not. In summary. 810 nm (as with 670 nm) Nir offered neuroprotection
Sobstantia AT and improved locomotor activity in MPTP-treated mice.
Newropratectian © 2014 Elsevier lreland Lid and the Japan Neuroscience Society. All rights reserved.

The current “gold standard™ drug and surgical treatments for
Parkinson's disease are effective at attenuating the metor signs
(e.g, tremor, akinesia), at least at their onset (Bergman and
Deuschl. 2002). However they do not reliably slow the progres-
sion of the disease and vulnerable cells, mainly in the substantia
nigra pars compacta (SNc), continue to die during the course
of reatment (Jankovic, 2008). The discovery of new therapies
that offer neuroprotection against parkinsenian insult is therefore
paramount. In this context, several recent studies in animal mod-
els of Parkinson’s disease have reported that red to infrared light
therapy (A-600-1070nm) can be neuroprotective (Quirk et al_
2012; Johnstone et al, 20144), The mechanisms that underpin this
neuroprotection are not clear, but it has been shown that light
stimulates mitochondrial function by activating photoacceptors,
suchascytachrome oxidase, resulting in increased electron transfer
in the respiratory chain and increased adenosine-5-triphosphate

* Comesganding asthor. Ted.: 461 2905125000
E-muMl addresses; fierian.reinhart@cea ir (F. Reinnhart),

rubel EFISSTi@Sydney.edu Ju (N.E Masgri), fannie dariot@cea Ir (F. Darnot),
napaleas tortes-martinezdcea (r (N. Tarres), danse! johnstane@sydney edu.iu
{DM. jalwstone), cl chabroddcea.r (€. Chabrol), thomas.costecaldedcea fr
(T. Costeczide), jonathan stone@sydney adu au (). Stone),
John mitrofans@sydney.edudu {J. Milrofanis). alimiowis@sir i {A-L Benabid),
cecile morodced fr [C, Maro)

http:jjdx ag ofg 10.1016/j.neures 2014.11.005

(ATP) production {DeSmet et al, 2006; Hamblin and Demidova,
2006; Rojas and Gonzaalez-tima, 2011: Chung et al_, 2012),

Neuroprotection has been reported using different wavelengths
within the range of 600-1070nm, with the longer wavelengths
{e.g. 810, 1070 nm) having a greater depth of pepetration through
body tissues than the shorter ones (eg, 670nm; DeSmet el al.,
2006; Hamblin and Demidova, 2006; Rojas and Gonzaalez-Lima,
2011; Chung et al, 2012). In our previous studies using the
MPTP-treated and K3601 transgenic mouse models of Parkinson's
disease, we demonsirated that 670nm near-infrared light (Nir)
provided neuroprotection and improved locomotion (Shaw et al,
2010; Peoples et al.. 2012; Moro et al. 2013; Purushothuman
et al. 2013; johnstone et al, 2014b}. In this study, we explored
whether the longer wavelength 810nm Nir, which is known o
penetrate deeper through body tissues, offered a greater degree
of neuroprotection and improvement in locomotor activity in the
MPTP-treated mouse model, Our results will hopefully provide key
data on the feasibility and effectiveness of different wavelengths
in the red to infrared range as therapeutic tools in Parkinson's
disease.

Male BALB/c mice {n=- 44; B-10 weeks old) were housed on a
12 v fight! dark cycle with unlimited access to food and water, All
experiments were approved by COMETH [Grenoble). Mice received
intraperitoneal injections of either MPTP or saline, combined with
simuitaneous 810 nm Nir treatments or not(Shaw et al_, 2010; Moro

O168-0102/0 2014 Elsevier Freland Ltd and the Japan Neuroscence Socizty. All rights reserved.
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et al., 2013}, Thus, there were 4 experimental groups (r- 11 per
group); {1)Saline; saline injections, { 2) Saline-810: saline injections
with Nir, (3) MPTP; MPTP injections, (4)MPTP-810: MPTPinjections
with NIr-810 (see Fig. 1A).

Our experimental paradigm of simultaneous administration of
parkinsonian insuit and therapeutic application was similar to that
of previous studies on animal models of Parkinson’s disease { Shaw
et al., 2010; Peoples et al,, 2012: Moro et al,, 2013: Johnstone et al.
2014b; El Massri et al., 2014). This paradigm is unlike the clinical
reality where there is cell loss prior te therapeutic intervention.
However, in our experimental study we hoped to determine the
maximum effect of Nir neuroprotection, We should note that pre
and post treatment of MPTP-treated mice by Nir have yielded sim-
ilar patterns of neuroprotection to the simultaneous Nir treatment
{Peoples et al,, 2012; unpuliished observations),

We used an acute MPTP mouse model as described previously
{Schober, 2004; Shaw et al., 2010; Blesa et al.. 2012; Bové and
Perier, 2012; Moro et al,, 2013; johnstone et al., 2014b), Briefly, we
made 2 MPPTP {25 mg/kg injections; total of 50 mg'kg per mouse)
or saline injections over a 24 h period. Following each injectian,
mice in the MPTP-810 and Saline-810 groups were treated to one
cycle of NIr-810 of 90s from a LED (light emitting diode)-matrix

device (LED EMTEX SMTB10, EPITEX INC,: 66-3 Minami-Kawabe
Cho, Higashi-Kujvo. Minami-Ku, Kyoto, Japan; Fig. |B), To ensure
consistency of application of the 810 nm dear light, a small green
light on the device switched-on automatically when the 810nm
light was delivered, Six hours after each injection and fitst Nir-810
treatment, mice in these groups received a second Nir-810 treat-
ment, but no MPTP or saline injection, Hence, each mouse in these
groups received 4 NIr-810 treatments, equalling a global dose of
57.6 mf to the sku!l (160 pW power). For each treatment, the mouse
was placed undermeath the 810 nm device (in region indicated by
arrow. Fig. 1B), The 810nm Nir generated no heat and reliable deliv-
ery of the radiation was achieved, For the Saline and MPTP groups,
mice were held under the device as described above, but it was not
turned on. After the last treatment, mice were allowed to survive
for 6 days (Fig. 1A). We used this model and experimental design
(simultaneous treatment) because we wanted to compare our
results on 810 nm directly to previous ones using 670 nm, omes that
used the same model and experimental design (Shaw et al., 2010;
Moro et al, 201 3: Johnstone et al,, 2014b; El Massri et al.. 2014),

During the experimental period, we performed a standard open-
field test as described previously {Moro et al.. 20t 3). Briefly, mice
were placed in black boxes and locomotive activity was measured
using the Noldus Ethovision (XT10) programme {Noldus [nfor-
mation Technology, Wageningen, Netherlands): a high definition
camera detected changes in contrast and the programme analys=d
the number of pixels that changed from one picture to the next (8
pictures/sec), In this Way, the movement of each mouse was ana-
Iysed, Each animal was tested at 6 times points (Fig. 1A); (T1) the
day hefore the first MPTP or saline injection (T2) immediately after
first MPTP or saline injection and 810nm NIir (or no) treatment;
{T3) after second B10nm Nir (or no) treatment; (T4) after second
MPTP or saline injection and third 810 nm NIr (or o] treatment;
(T5)after fourth 810 nm NI {or no) treatment; {T6) 6 days after the
last injection/treatment, Mice were tested for 10min at each time
point. We tested locomotive activity at these points, particularty
T2 and T4, because we wanted to explore the effects of Nir during
a time when the MPTP was most effective (e g, immediately after
injections), when the mice were most immobile and “sick”™ (Moro
et al, 2013}, For comparisons between groups, a one-way ANOVA
test was performed, in conjunction with a Tukey-Kramer post hoc
multiple comparison test (GraphPad Prism vB).

At the end of the experimental period. mice were anaes-
thetised with an intraperitoneal injection of sodium pentobarbital
(60mg/kg) and their brains processed for immunohistochem-
istry as described (Shaw et al. 2010; Moro et al.
2013; Johnstone et al, 2014b). Briefly, brains were aidehyde-
fixed, cryoprotected and sectioned coromally with a freezing
microtome, Sections were the incubated in anti-tyrosine hydrox-
ylase (TH). followed by bictinylated anti-rabbit IgG and then
extravidin-peroxidase complex. Finally, sections were reacted in
a 3. 3¥-diamincbenzidine tetrahydrochloride solution and cover-
slipped. All reagents were purchased from Sigma, For negative
controls, sections were processed as described above bul without
primary antibody. These sections were immunonegative,

The number of TH* cells within the SNc (main body of the
nucleus, i.e., ventral tier; Rinne, 1393) was estimated using the
optical fractionator method (Stereolnvestigator, MBF Science), as
outlined previously (Shaw et al., 2010; Peoples et al, 2012; Moro
et al. 2013; Johnstone et al, 2014b), Briefly, systematic ram-
dom sampling of sites - with an unbiased counting frame -
within defined boundaries of SNc was undertaken. For comparisons
between groups, a one-way ANOVA test with post hoc multiple
comparison test was performed as before,

Fig 2A shows recorded values of locomoter activity of mice in
the different experimental groups at the 6 time points examined,
The activity of mice n both the Saline (ANOVA: F- 11; p>0.05)
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and Saline-810 (ANOVA: F=1.6; p>0.05) groups did not change
substantially across the dilferent time points, from T1 to T6. Further,
at each individual time point, there were no major differences in
the activity of mice in the Saline and Saline-810 groups (Tukey test;
p>0.05). Hence, for clarity of presentation, the values of activity of
mice in these groups were poaled and are represented as a dotted
line across the graph in Fig. 2A. By contrast, clear differences were
evident in the activity of mice in the MPTP and MPTP-810 groups;
their values are hence represented as individual columns at each
time point (Fig. 2A).

The locomotor activity of mice in the MPTP group, unlike thosein
the Saline and S5aline-810) groups, changed substantially across the
different time points (ANOVA: F-4.6; p<0.001 ), There was a clear
reduction in adtivity after the first MPTPinjection (T2), and this low
level of activity was maintained up until the last time point (T65;
Fig. 2A). By contrast, the locomotor activity of mice in the MPTP-
810 group - as with those in the Saline groups - did not change
considerably acrass the different points (ANOVA: F=1.3; p>0.05).
in the MPTP-810 group, unlike the MPTP group, there was no clear
and consistent reduction in activity after the first MPTP injection,
nor al any time point thereafter (Fig. 2A). Indeed, the activity of
mice in the MPTP-810 group was generally much higher, almost
to saline control groap levels, than those in the MPTP group from
after the first MPTP injection and 810 nm Nir treatment (T2; Tukey
test; p< 0.05), up until thelast time point examined (T6; Tukey test;
p<0,05), 7 days later, Overall, the micein the MPTP-810 group had
~-40% greater locomotor activity than the mice in the MPTF group
over the experimental period.

Fig. 2B shows the estimated number of TH* cells in the SNc of
the Saline, MPTP and MPTP-810 groups. As with the behavioural
analysis, our cell analysis did not reveal any major differences in
number or morphology between the Saline and Saline-810 groups
(Tukey test; p>0.05) hence, for clarity, values and images for the
Saline-810 group are not shown, Overall, the variations in TH*
cell numbér between the different groups were significant for TH*
cells (ANOVA: F=27; p<0.0(01),. The number of TH" cells in the
MPTE group was --35% lower than in the Saline group (Tukey test;
p< 0.0001) and moreover, ~20% lower than in the MFTP-810 group
(Tukey test; p<0,01: Fig 2B

Fig. 1 shows photomicrographs of TH' cells of the SNc in the
Saline (Fig 3A) MPTP (Fig. 3B) and MPTP-810 (Fig. 3C) groups.
Although there were fewer TH* somala in the MPTP group ( Fig. 1B),
those remaining were similar in overall appearatice to those seen
in the Saline (Fig. 7A) and MPTP-810 (Fig. 3C) groups. The bulk of
cells had round or oval-shaped somata with one (o two labelled
dendrites.

In this study, we used TH immunocytochemistry to describe
patterns of cell death and protection, As with many previous stud-
ies, we interpreted a change in TH® cell number after experimental
manipulation as an index of cell survival (Piallat et al., 1996: Shaw
et al,, 2010; Peoples et al.. 2012; Moro et al_. 201 3; johnstone et al_,
2014b), If cells lose TH expression, then they are likely to undergo
death subsequently (Javoy-Agid et al, 1990: jackson-Lewis et al.
1995; Biorklund et al, 1007), that then leads to a reduction in
Nissl-stained (and TH* ) cellnumber (Wallace et al.. 2007}, Notwith-
standing a small number of cells that may have transient foss of
TH expression (Moro et a1, 2017), a key aspect of our study was
whether 810 nm Nir reatment saved TH expression during a period
when MPTP treatment alone would have abolished it (Shaw et al,
2010; Peoples et al., 2012; Moro et al, 2013; Johnstone et al,
2014b).

The vast majority of previous studies reporting Nir-induced
neuroprotection after parkinsonian insult have used 670 nm light
(Liang et al_ 2006; Ying etal., 2008; Shaw et al_, 2010; Peoples et al,
2012; Moro et al, 2013; Purushothuman et al, 2013; Johnstone
et al, 2014b), although a few have used other wavelengzhs in the
Nir range, For example, mitachondrial movement along axons in
hybrid cells, bearing mitochondrial DNA from Parkinson's disease
patients, has been shown to improve substantially after 810nm
Nir application {Trimmer et al, 2009). There is also evidence
that 810mm treatment rescues flight and mitochondrial defects,
together with promoting complex IV-dependent respiration, in
pink1 mutant fies (Vos et al.. 2013} The results of our study
extend these previous findings by reporting neuroprotection
and improved locomotion by B10nm Nir in an animal moded of
Parkinson's disease.

Our results draw a noteworthy comparison to those using
G70nm Nir in the same acute MPTP-treated mouse model (Moro
et al. 2013). When comparing nesroprotective effects, Moro ¢t al.
(2013) revealed an ~-30% increase in TH* cell number in the SNc
of the MPTP-NIr compared to the MPTP group using 670nm Nir,
a value in the same range as our ~-20% increase using B10nm
Nir, Thus, the 2 wavelengths offered a similar degree of neuro-
protection, with one not substantially better than the other. The
same mechanism for neuroprotection was presumably at work for
670nm and 810nm Nir: that is, they both increased ATP produsc-
tion in the dopaminergic cells, triggering a cascade of secondary
effects that helped protect the cells against the toxic insult (Quirk
et al, 2012; Johnstone et al., 2014a3). However, when comparing
behavioural effects, some clearer differences between the 2 wave-
lengths were evident. While improvements in locomotor activity
following 670 nm NIr were only seen after the second MPTP injec-
tion and third Nir treatment (Moro et al. 2013), improvements
following 810 nm Nir were evident, and indeed were more striking,
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Fig 1 Represertative photamicrographis of TH cefis in the SNc of the Sakne (A), MPTF (8) and MPTP-810 (C) groups. There were fewer TH* somuta in the MPTP group (8)
Compared to other Proups. All images are of coronal sections: aofsal ko top and Lateral 1o Tight. Scale bar= 100 wm. (D) SChematic tlagrams of COrana) Secrons, acToss the
rastrocdal axis from left to right: plates SB-60.0f MORER A2 {P1x:N0s 21 Frandin, 2001 ), (TOfM WheTe the AROLOMICrOgTaphs were taken (aTow: Lateral regons, shaded).

after the first MPTP injection and Nir treatment (present study ). The
mechanism responsible for this greater “symptomatic” effect - that
is, improvement in locomotion - is not clear. Possibilities include a
stronger effect of 810 nm Nir than 670 nm Nir in stimulating either
dopaminergic cell ransmission through the striatum or, alterna-
tively, the activity of non-dopaminergic cell groups in the brain,
such as those involved in generating movement (e g motor cortex,
pedunculopontine tegmental nudeus (Parent. 1096)). The differ-
ential effects of distinct Nir wavelengths on the activity of brain
cells is not known, Future studies may explore these issues furthes.

In conctusion, our results indicated that 810nm Nir offered
a comparable degree of neuroprotection and 3 more immediate
improvement in locomotor activity in MPTP-treated mice, com-
pared to 670nm Nis. Thus, together with penetrating deeper into
body tissues. the 810 nm may have a greater symptomatic (i.e loco-
motive) effect than 670 nm in parkinsonian cases, one that would
need to be considered further in future therapeutic endeavours in
humans.
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En conclusions, cette étude a permis de démontrer le potentiel neuroprotecteur de la lumicre a

810 nm contre la maladie de Parkinson, a travers :

1- Une préservation de P’activité locomotrice des souris illuminées a 810 nm sur toute la
durée de I’intoxication au MPTP.

2- une protection des neurones dopaminergiques de la substance noire des animaux.
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V.2.1. Preuve de concept sur le modéle neurotoxique 6-OHDA: illumination

intracérébrale a 670 nm

L’objectif de cette étude est de déterminer le potentiel neuroprotecteur d’une illumination a
670 nm, intracérébrale, dans un modéle 6-OHDA rat de la maladiec de Parkinson. Cette étude fait

I’objet d’une publication dans la revue Journal of Neurosurgery, présentée ci-dessous.
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Intracranial application of near-infrared light in a
hemi-parkinsonian rat model: the impact on behavior
and cell survival

Florian Reinhart, BSc,' Nabil E! Massri, BSc 2 Claude Chabrol, BEng.' Celine Cretallaz, PhD,
Daniel M. Johnstone, PhD,? Napoleon Torres, MD, PhD,' Fannie Darlot, PhD/

Thomas Costecalde, PhD,' Jonathan Stone, PhD, DSc,? John Mitrofanis, PhD 2
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'CEA, Leb, and Clinalec Deparimesds, Unersity Grencble Alpss. Minatec Campus, Grenoble, France; and Depariments of
“Anatomy and Physiciogy, Iermdsm New Scuth Wales Australia

OBJECT The authors of this study used a newly developed intracranial optical fiber device to deiiver near-infrared light
(Nir) to the midbrain of 6-hydroxydopamine (B-OHDA)-lesioned rats, a model of Parkinson's disease. The authors ex-
plored whiether Nir kad any impact on apomorphine-induced tuming behavior and whether i was newoprolective.
METHODS Two Nir pomers (333 nW and 0,16 m\W), modes of dzlivery (puise and confinuous), and total doses (B34 mJ
and 304 J) were tesied, together with the Eacibility of a midbrain implant sitz, one consdered for later use in primates.
Following 3 siriatal 6-0HDA injection, the Nir optical fiber device was mplanted curgicaly into the midine midbrain area
of Wistar rats. Animaic were tested for spomorphine-mduced rofafions, and then, 23 days later, their brains were alde-
hyde fixed for routine mmunohistochemical analysis.

RESULTS The results showed that there was no evidence of tissue taxicity by Nir in the miderain. After 6-OHDA kesion,
regardiess of mode of delivery or tolal dose, Nir reduced apomorphine-induced rolsbons at the stronger, but nol al the
weaker, power. The authors found that neuroprotection, az atzested by tymsine hydroxyfase expression In midbrain
dopaminergic cells. could account for some. but nat &l of the cbserved behavioral improvements; the groups that were
associated with fewer rotations did not all necessarily kave a greater numbar of surviving celis. There may have begn
other “symplomatic” elements contributing to behavioral improvements in these rats.

CONCLUSIONS In summary, when defivered 3 the appropriale powes, dedivery mode, and dozage, Nir treatment pro-
vided both improved behavioe and nsuroprolection m 6-OHDAlesioned rals.

hitp:/Aheins orgldoi/abe/10.3171/2015 5. NS 15735

KEY WORDS functional newrosurgery; neuroproteciion; Parkinson's dseass, pholobiomodulation, substantia nigra;
B-hydroxydopamine

arEnvson's disease is a progressive disorder with dis- munergic cells i the substantia compacta (SNe)
tinct cardinal signs of resting tremor, lead-pipe ngid- mmd:ethw@omtheimmpmodw

ity, akinesia, bradykinesia, or all of these ** The cur- essence, these treatments do not offer ion.
mtremmufdmaﬂu-:pyaﬂsmgﬂvmtme Many recent studies, from the culture dish to various

motor signs of the disease very well, at least mitially, but ammal models, pmnsev:dmthﬂmr‘in-
they do not stop the progression of the disease. The dopa- frared light (NIr) treatment is an effective neuroprotective

ABBREVIATIONS ATP = sderosine-5-fiphosphate, cm-mmmpsﬁwmmuummmmu
acide 1, LED = ight-emitting diode; MPTF = {-methyi-4 shemyt-1 2 3 S-trshydropynding, Nir = near-isfrased Iight; NirC = contimucus Nir at weaker power, NifC+ = condinu-
ous NI 3l srongsr power, NibP = putse Nir, PBS = phosphate-buffered saine; THS = noht-hand side; SNc = substantia migra pars compacts; SNe = substanta ngra pars
retiouilaia; TH = tyrosine hydroxylase: YVTA = ventral tegmental area; 8-OHDA = &-hydorydopamine.

SUBMITTED April 1, 2M5. AGCEPTED May 21, 215.

INGLUDE WHEN GITING Publshed anline November Z7, 2015; DOL: 10.3171/ZM5.5.NS15732

BAANS, 2015
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agent "%+ ”Nlrtreammhasheenshowuw mcrease cell

survival among cells after vanious types of
pi.lkmsﬂmin I.nﬂll uampb mmg Pk .1
4-phenyl-1236- ml:‘aii;rdmpyndme (Wm'“}‘"“"‘“’

and the K3601 nutation < The precise mecha-
nisiy involved is not clear, but NIr 1s believed to repair
mitochondnal damage and increase adenosine-5'-triphos-
phate (ATP) tion, as well as decrease cmidative
stress and activate various transcription factors’ 47 In
addition to this structural evidence of neuroprotection.
NIr treatment has been to improve locomotor ac-
uv:lym\f[PTPmtedmlce“*W

ive effects of NIr have been reported
mcasaswlmelhehmbemm(lﬁ mltmduiou
few tissue barriers (e.g., retina or sm
fmummmmmmmm
the source is appraximately 30 mm, a distance well short
dthe%ﬂﬂmreqmudbnmxhtheSNc&mnme
surface of the brain in humans ** This makes NIr directed

to be useful for midbrain
Wmmm%mmmmm&
veloping an optical fiber device that can be implanted
accurately within the brain, to deliver NIr with minimal
attenuation to regions near the SNc. Our recent results in
MPTP-treated mice show that intracranially applied NIr
does not cause toxic damage to
when applied in the region of the lateral ventricle, and that
when applied in this fashion and location, it is neuropro-
tective to mergic SNe cells.”
In this study, we used the intracranial optical fiber de-
vice fo deliver NiIr to the SNe¢ in another model of Par-

kinson’s ditease, the &w:nm (6-OHDA)
hemiparkinsoman rat. Because 15 no 1deal ammal

model of Parkinson's disease, exploring the neuroprotec-
tive and behavioral effects of NIt m a mmmber of models
the case for translation to humans. m
2 main issues in this study. First. we
wlnduﬂnmldluﬂnuafruﬂﬂemphm
vious study in mice, for species-specific m:lmlcal

sms.:nedllrhmalmleaataraets:%;’htfu
planned monkey and human work, we target a
region closer to the SNe, namely the midline midbrain at a
point midway between the left and nght SNe. Second, we
analyzed whether NIr had any impact on apomorphine-in-
duced rotational behavior or was neuroprotective, or both,
in 6-OHDA-lesioned rats. We tested the i of dif-
fzrmNItq:pliutiims.n' 2 powers (333 nW and 0.16
mW), modes of and continuous), and total

bram tissue

al?denﬁmd: 6-OHDA-lesioned rat model or on behavioral
outcomes. Overall, our findings will indicate whether NIr
improves behavior and offers neuroprotection in another
mode] of the disease, as well as whether the midline of the
mudbrain is a feasible optical fiber implant site.
Methods
Animals

Male Wistar rats (appraximately 8 weeks old; n = 61)

2 J Neurosurg November 27, 2015

RESULTATS

were used for these experiments. Animals were housed on
al..lu' cycle with unlimited access to food and

experiments were approved by the Animal Eth-
lrsCamnmeeOOMEH-I(Gmbk}andbylhemeh
Muustry for Research.

Experimental Design
We set up 5 experimental groups (Fig. 1). All groups
intrastriatal i s of either 6-OHDA or sa-

. each of which received differ-
lbemufﬂmsnma]pumd

These were the 6- DHGA—NIrP(NIrdelwuadmpﬂsesﬂ
016 mW power. n = 16), 6-OHDA-NIrC+ (NIr delivered
at 016 mW power; n = 13), and 6-OHDA-

NIxC (NI delivered continuously but at 333 oW power.
n = 9) groups. A saline group to NIr was not in-
cluded, becanse we have published that NIr has
no impact on the survival and function of cells in normal

we believed that the extra control group was

Our ofmhmadmmts—
tration of and therapeutic a
was similar fo that of studies of mud:ls
of Parkinson's disease /> S8 4WAES Thig 1gm is

unlike the chinical reality in which there is
to therapeutic intervention. However, in our

mdm(mom Imalgéne 1000; Me-
mial) and xylazine (10 Rompun; Bayer Animal
Health), and had 6- ('?Jpgfplsahnewnh
addition of 02% ascorbic approximately 4 pl -

MMSMWWWOWMM
injected stereotactically into the caudate- com-
plex (CPu; coordinates: +1 mm, lateral +3
mim.

Optical Fiber Nir implants
After the 6.OHDA we implanted the LED-
al fiber device, as described previously in mice ®
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Near-infrared light reatment in 8-OHDA-lesioned rabe

'
Sme-jne
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' >

M condinemssly > 13)aW power

FIG. 1. Outline of the expermental of this study. Surgery on rats, namely B-OHDA or caline and of

mm.mmmowa were aliowed o survive for 23 days theresfier In the , Nir wae

whmmmam hu&mmmmmmmmu
NMMWﬁsmwn

(Fig. 2A). All 1wcal fibers were tested for
wlpmmmslcal.ixmd (Oﬁt BT me-
ter, Anritsu MLO002A). \lﬁluhmddm emitted
mhﬂtmdmsmsbﬂay&xuum penods.
The optical fiber was Info a re-
gion near the SNe, l!audndmundw.-n
tral tegmental area (VTA), toward the midline
coordinates to . anteroposterior 56 mm,

429 mm, dorsal-ventral -8.5 mm to sknll, at an of
&’;xmmwbmnudo&bhs of
After implantation, biological cement was used
to attach the device to the cranium, and the proximal ends
of the battery cables were attached to the device, while
the distal ends were attached to a battery source
mmpoftlnntage(ﬁg 2C-E)®
:&V mmdrﬁm—;\'ltpmhadﬁlﬁ
ammnmdptwtwﬂyhm
mpmedmmhﬁ’n’-uueed mice}” delivered in puls-
es, twice a day for 90 sec (approzimately 6 hours apart)

J Neurosurg November Z7, 2015 3
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mzamdmwﬁammmmummu&nkmmnwn
[these arrowe indicate corresponding structures in B-E)  B: Schematic diagram of optical fiber located within our target region
near the SNe. C: image of rat, soon after surgery, with cable attached 1 batizry source on fop of the cage. mmm
the rat to move freely around the cage, edling and drinking at will D and E- Images of a ral soon after surgery with the implanted
LED-optical fiber device tumed off (D) and on (E). This animal was il anesthetized following surgery. Nole that the Nir was vis-
ible through the biological cament surrounding the device, the skin, and awricles, and although not obvious in this image, the eyes.
The black amows indicate the fip of the optical fiber, whils the whits arrows indicate the LED device. Red = red nudious. Figure i

avallable in color onfine only.
over the 23-day survival period, mhngmatouldmecf damaged neurons in a broad range of neu-
634 mJ (Table 1). Rats in the 6-OHDA-NIrC+ group also alcmdnmszndmmﬂmodelsofm Fctu
had 0.16 mW power, but this was delivered continuously Nlrumnruxuwafkrl]mmla
over the 23-day survival period, resulting in a nwch high- e
e:wtalbaed?ﬂ-”'l‘bese! thus allowed us to ")uinmmcblmw;ury"“ﬂsﬂdz“-i)mmﬂudt
compare the effectiveness of 2 delivered at the peneration.”’ and 5) transgenic mutation in mouse models
same power. Finally, the rats in the 6-OHDA-NTrC group
had a weaker 333 nW power delivered continuously over TABLE 1. The modes of Ni delivery, power, and total doses used
the survival mns!samtoulhseasthe in the different groups of this study
6-OHDA-NIP Hence, the 6-OHDA-
NIP and 6- -NIngroupsalhwedusm Group Mode of Nir Delivery Power  Total Dose
the effectiveness of the same dose, but delivered by 2 dif- Safine None None None
ferent NIr powers (Table 1). 6-OHDA None None None
For several reasons, we are confident that any neuro-  “g0HDAN4P  Pue, 0sectwioeaday 016mW  634mi
protective or behavioral after Nlr treatment G.OHDANNC  Continuous W 64 m)
would not be related to a deactivation or degrada- : —
mm&mwn&m.mmm&mm 6-OHOA-NWC+ _ Continuots 016 3044

4 J Neuroaurg Noverber 27, 2015
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of multiple sclerosis ™ Alzheimer’s disease ' and parkin-
sonism * Second, NIr is equally effective when applied
exﬂ:erbefureoraﬂﬁmmsultpwe.nrposﬂmmmd
NIr, either in vitro™ or in vivo,*” mitigates MPTP-induced
cell damage Third, our measurements using high-perfor-
mance liquid chromatography and ch:unmguph]a'
spi?;trmymﬂrm:mmrdnesm

grade MPTP (unpublished observations). Finally,
bcmshmloh:wadireﬂhﬂuuemiuﬁmtcdhb
lar activity,”"**#" a5 well as being directly effective mn re-
ducing cell death induced by apoptosis * Taken together,
these findings all strongly support the idea that Nlr pro-
vides genuine cellular interaction and neuroprotection.

Apowphlnummmm
Rats were given an intraperitoneal
i 05 E
R, Sl Ry et ot T oy v
behavior 4T A measure of the extent of the
6-OHDA lesion 15 the mumber of contralateral rotations
arat may make soon after each imjection. The number of
rotations of each rat was counted for 10 minutes
tion'** the day before surgery (Day - I)a.ndDayTDuyl-i
and Day 21 postsurzery.

im 5 5 .
At the end of the experimental rats were anes-
thetized with an i of sodium pen-
tubn-bml{dﬂmy’ka)‘rhry transcar-
thally buﬁemlsa}me S5) followed by
. The brains were removed

andpmtﬁndmuniﬁln the same solution. Next, brains
were placed in PBS with the addition of 30% sucrose until
the block sank. The forebrain was then sectioned coro-
nally and senally (at 50 pm) using a freezing nucrotome.
All sections were collected m PBS, then immersed in a
solution of PBS and 10% normal mouse serum (MS905
Sigma), and then i PBS and 1% Triton (X100 Sigma)

each for 1 hour at room temperature. Sec-
tions were then incubated m either a hydroxy-
lase (TH; 1:500; T8700 Sigma), 1al fibrillary acidic

protein (GFAP; 1:500; Z033429-2 Dako), or anti—ion-
1zed calcium adaptor molecule 1 (IBAL 1:300;
019-19741 Wako) for 48 hours (at 4°C), followed by bio-
tinylated anti-rabbit IeG for 4 hours and then Extravidin-
se for 2 hours (both at room tempera-
ture; 1:20; 1KT Sigma). To visualize the bound
antibody, sections were reacted m a 3 3'- diaminobenzi-
dine ochlaride solution (D3939 Sections
mmmmdmwm%&msm—d:ﬂd
dehydrmdmamnﬁneakuhds.ckmdmﬂm

% ; medimm
(Slgma) As a rule CPu)
were Wudhmwhhm&ndtﬂin;

site) sections were immunostained for TH, GFAP,

1 or were Nissl-stained with cresyl violet. For con-
trols, sections were processed as described above, except
that no primary antibody was used. These control sections

were Inmunonegative.

Near-infrared fight treatment in 8-OHDA-Jesioned rats

Statistical Analysis
The number of TH+ cells within the SNc (main body
of the nucleus, ie,, ventral tier)™* was estimated using
the optical fractionator method (S or, MBF
Science), as outlined previously. 2 1AEASES Briefly,
random of sites—with an unbiased
frame—within boundanies of the SNc
was - All cells that came into focus within the
frame were counted and at least 7 sites were per
section in the SNe. Cell counts were made on the RHS of
the brain, the side injected with either 6-OHDA or saline,
because most nigral pathways are i * For group
comparisons of cell number, a l-way ANOVA test was
(overall rison of means between groups:
andpvalms)mcomunchmwﬂhaposlbcndq:k
mﬁk@m&mbﬂm

Results

In the section that follows, the results
mpmwmmmmm 6-OHDA
mijection and optical fiber implant sites, together with the
number and morphology of SNc cells. will be considered
separately.

WWRWBEW
No major adverse effects were observed in the rats af-
ter iutemnhem?hmmdthe optical fiber
cbms the 6-OHDA lesion. All rats resumed normial
activity (eating and grooming) within a few hours after
surgery and were never in visible discomfort during
the entire survival ~+ There was no obvious
of NIr on the normal activity of the rats; the activ-
ity of Nhuea&edmmwanydlﬁmmﬁmlhad
m&dm the NIr-treated rats, the Nix filled the
cantybemgewdﬂdumhthe al cement
the LED device, the skom and hair
eyes . Hence, as our previous results
nm:emna]lvlppildmrwamﬂﬂsmd

bylhemswﬁhmdeardekmss:qn
Figure 3 shows the -mduced rotational
behavior in rats of the expenimental groups. On
the day before swgery (Day -1), all the rats in the dif-
ferent groups displayed no rotational behavior after apo-
morphine injection. In some cases, there was hy ine

7 to Day 21, was evident. Tlmmdma.b:lthc

of a clear functional lesion. In all 6-OHDA-NIr
evidence was of rotational behavior also, but in
6-OHDA. and 6-OHDA-NI:C+ . it was con-
siderably less than in the 6-OHDA group. This was clear-
Iy the case at Day 21, when the differences between the
6-OHDA and both the 6-OHDA-NItP (p < 0.05)
and, in the 6-OHDA-NIrC+ (p < 0.001) groups

J Meurosurg Novemder 27, 2015 5
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were significant. The fewer rotations m these groups sug-
gested that NIr had reduced the functional lesion gener-
ated by 6-OHDA. Similar patterns were not evident for
the 6-OHDA-NIrC , however, that received NIr at a
weaker power (Table I). In this NI-treated , the de-
velopment and number of apomorphine-i rolations
from Day 7 to Day 21 largely followed that apparent in the
6-OHDA group (Fig. 3). Overall, the differences between
the 6-OHDA and 6-OHDA-NIr g did not reach s
nificance at Day 7 (ANOVA: F = 14, p = 03) and Day 14

(ANOVA: F =20, p = 1.2), but did so at Day 21 (ANOVA:
F=41p<00l).

6-0HDA CPu Injection Sites

wuwcba:hssnfTHimmmhm( 44) In
the 6-OHDA and 6-OHDA-NIr zroups (all 6- -NIr
patterns), a

largely barren, TH- region was due to 6-OHDA tomicity
and was similar in the 6.OHDA and 6-OHDA-NIr zroups
(Fig. 4B and C).

mm&mﬂxmmPWihumm
from a @t in the 6-OHDA-NIP group,
of the traces we saw in other groups. The implant site in

a

Mean number of rotations
®

H

-4

RESULTATS

each rat was close to the midline in the midbram, travers-
ing the red mucleus and lying close to or within the VTA.
The distinct square shape of the optical fiber tip was often
ldmttﬁalﬂe(ﬁs 5B).

Figure 6 shows omicrographs comparing Nissl-
staned (Fig. 6A B), GFAP-mmunostamed (Fig. 6C
and D), and TBALimmumostained (Fig. GEmdF)ch
in regions immediately adjacent to the implant site in sa-
line-sham (Fig. 6A, C, and E) and Nlr-treated (Fig. 68, D,
and F) rats. In general, no major differences were found

in the organization and of neurons and glial
:vllsmxthump!aﬂslﬁmthe rats. Each of the
ical fiber tracts and 1 sites generated localized

15 and some neuronal but these patterns
were the same in all of the rats, regardless of whether there
was NIr treatinent or not. The only cellular damage evi-
dent appeared mechanical, being caused after tissue dis-
placement by the optical fiber itself. In addition, we never
saw localized zones of necrosis near the tip of the optical
Ebmm&hﬂtmmﬂ%(&dim Finally,
there appeared to be no impact of on the cytoarchi-
tecture in regions near the implant site, most notably, the

e TR
are to death subsequently **=** Not-
mﬂﬂ hﬂzmﬂmm&ceﬂsﬂsamyhmm
sient Joss of TH a key outcome measure for
mstudeaswhﬁ!r?ﬂzmm iti the loss of
TH+ cells caused by the 6-OHDA I=#nusiesns
Figure 7 shows a graph of the estimated total number
of TH+ cells in the SNc of the 5 expenimental proups. A

FIG. 3. Geagh chowing the mean number of apomarphine-induced tume of ra2s (in 10 ming) in the 6-OHDA, 8-0HDA-NIrP,
6-OHDA-NIC, msm&wuﬂmm 1 day before surgery (Day —1) and Day 7, Day 14, and Day 21 postsur-

gery. The saline group had no rofational behavior throughiout the

markers represent the kevel of
colurins show the mean

6 J Nsurosurg November 27, 2015

period (not showr). Symbols adjacent lo

expenmental
mwmmmsmmmmmam p<0.00, *p<0.05 Al
arror in 2ach group. Figure & avaiabls in colar online only,
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FK;J.WMMNWD!
RHS CPu in the saline (A), 6-OHDA (B). and 6-OHl

sites on the
(C) groups
(isbeing paltems wers similar in the: other 6-OHDA-Nir groups. hence
nol shown). Sections were immunostained for TH, and the caline (A)
sites are indicated by amows. In each
was a central core of ghiosis indicating the
pipetta tract, turrounded by A striatal region devosd of rich TH immuno-

6-OHDA injection sita,

umg[BmCﬂhsrm—THbmW Was 3% a result
of the &-OHDA The injection aites
in the 6-OHDA and &WMwmmmmm
saline imjection sife, Mmammdmmmm
but no surrounding region of non-TH immuncstaining (A). All figures are
of coronal sections; dorsal 1o top and Bteral to right for RHS images and
Istaral to left for LHS image Bar = mm

Near-mivared hght treatment in 6-OHDA—lesioned rais

clear reduction occurred in the number of TH+ cells in
ﬂrﬁOHDAm compared with the saline group (ap-
%lcumml} 25%; p < 0.05). In the 6-OHDA-]

+ cell munber was ¥ than that i the
6-OHDA & (approximately 25%; p < 0.001), equiva-
im:wthat saline group. 1., of NIt
appeared to mitigate the cell loss cansed by 6- A tox-

. A comparable was not, however, evident in
the other 6-OHDA-NIr thcmmbcufTH—i-mllsm
the 6-OHDA-NIrC and 6-O
lar to that in the 6-OHDA >005:

NIr treatment mutigated TH+ cell nftex60}mAle-
sion, but only under certain conditions. It was far more
effective after pulse delivery (6-OHDA-NIrP ) than
after contimuous delivery either at the same (6-OHDA-
NIiC+ ) or weaker (6-OHDA-NIrC group) NIr

power. . when all the
the overall differences in the number of cells were
significant (ANOVA: F=32,p=002)

Figure 8 shows phot of TH+ cells in the
SNec of the saline (Fig. 8A), (Fig. 8B; sinular

tterns wese seen in the 6-OHDA-NIrC and 6-OHDA-

EIrC-l-;mups) and 6-OHDA-NI:P (Fig. 8C) groups. Al-
v of TH# cells was similar in all the

mlﬁe (and 6-OHDA-NIrC and 6-OHDA-
! ) had fewer cells and more axo-
nmal 1g. BB armow) than the saline and 6- -
NIrP groups had.

Discussion

not account for all the behavioral :
ations that reduced -induced rotations
not all necessarily generate a mmber of sur-

ving dopaminergic
ma;orﬁxmafthedmcmbelm Farst, we will consider
the feambility of the midbrain as a target for optical fiber

implants.

Feasﬂityda!ﬂ::hﬁptsibbrw
Delivery of

Omdmnwmmmqﬁaed:&aﬁsﬂmd
the midbrain as an implant

thelata:lmh“bmﬁmux

avors, we hope to tarpet a mudline region
brain. Thnmgmwaschmbecmnumu!hSNc
mdllpthdueqnaldosesuf\ﬂrhﬂamrkmdﬂrleﬁ
and right side. Olurewhuhmﬂ:xafm.}daysofplﬂse
or continuous NIr treatment of the midbram, there were
no adverse effects on the well-being of the rats that, once
they recovered from surgery, were never observed to be in
any discomfort. Furthermore, our imnmmohistochemical
and histological results revealed little evidence of tissue
muglbﬁ:camadbydrmaﬂydeh\m
NIr. In each case, the tissue damage m:lgpened
mechanical, bemng caused by the optical fiber
together, these data mdicated that the midbrain is indeed

4 Nourosurg November 27, 2045 7
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FIG. 5. A: Schematic diagrams of coronal sections, across the rostrocaudal ars (from left 1o right, plates 71-87 of rat atfas) ™

from where our

analysis was underiaken The red rectangies indicate the typical extent and location of the major-

slereological
fty of our implant sit=s within the midbrain. This case was from the 6-OHDA-NIrP , impiant sites om the other groups

simiar. B Pholomicrograph montage of mn:n
mMﬂnnmm;W

sie from TH+ mmunostained secions.
The arows in bath A and B mdicate (he approximate region whers

saciions. This case was from the

NWn&SmquﬂWMn&mwmmbw MG = medial genicy-

iate nucieus,
availsble in color online only.

a feasible implant site. and when applied at the therapeu-
tic doses we used (ie., 0.16me0“:) the mtracramally
delivered NIr generated no adverse effect on brain tissue
or well-being of the rats. Previous studies have reported
that adverse effects may be detected if power output is in
a range well over what is needed for neuroprotection, per-
haps 10 times more 2

mahrwwmmwmuh
Rats

Many previous studies have used apomarphine-induced
turning behavior as 2a means of assessing the extent of uni-
lateral 6-OHDA lesions in either the stnatum or medial
forebrain bundle; the larger the lesion, the more turning
behavior is evident S61AURILANS Ty this context, several
studies have used this behavioral test to measure the de-

] J Neurosurg November 27, 2015

= [ateral geniculate nucleus; PaG = periaquaductal gray matter; SCol = superior coliculus. Bar = 1 mm. Figure is

yudmwwum.whﬁhuamnmw
agent reduces the number of apomorphine-induced

in 6-OHDA-Jesioned rats.-% In this study, webned
various NIr ications in 6-OHDA-lesioned rats, using
2 modes of delivery and continuous), powers
(333 nW and 0.16 mW), adtdﬂdnus(ﬁ?n!m]am
n. Wehmdthattbstmneﬁh’kpuwﬂ
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Naar=infrarad bght treistmeant in B-OHEA Lostcned rats

Nirtreated

FIG. 6. Mical-stamad (A and B), (3FAP+ (C and D), and IBA+ (E and F'; oz in regions aSEcent o optizal fiber implant sikes i the

taldbrain of fzis in the ezliee 14, 2, and £jand Nir-weated (8, O, enid
were faken 12 indlcatad by amows in Fig & Tha whifs amows indicsie the 2dge of the implant eiz. E3h op!

<
b

oasze. The region froim which $iess pholomicrazphs

o3l fieer imglant it

was assccaared with gliasis; thers wers n obivioug diffsrences bedusen the cslinz-sham (non-tir) sl the Mirimsaiad caees,
The ghasiz anund tha impland 22 appearsd duz o mechenical damage camsed by tha spal flesr itesif, with s dear dione of
M seodiciy; gliosis wae eddars sk e length of the cgiical fibsr, well awsy irom the fiber tip, whars the Nr wes mass inzase,
The Ni-irealed oesn shovin hess W32 Bom 2 rat in the B-CHDA-MIrG+ group, representalive of all other B-OHDA-NIr gcuge. Al

98

figares ars of caronal seckions, Sorsal in fop end medial in kR, Bar = 100 Lm

tmprovements at the stronger NIr power would be that
they reflected a neuraprotection of dopaminergic cells,
manifesting In a preservation of functional activity and
dopamiuergic transmission through the striatwm.” This
neuroprotection would iave addressed the asymmetry of
striafal rangmission after a A-OHDA lesion and contrib-
uted to the reduction in twming behavior - % Following
this thinkang, neurcprotection would have been expected
in the groups that had improvements in behavior. namely
the 6-OHDA-NIP and 6-OHDA-NIvC+ groups, but not
m the 6-OHDA-NIC group, the group that had no behav-
toral improvement. Somewhat surprisingly, however, this
was not endrely the caze. Although neuroprotection was
evident in the 8-OHDA-NTiP group, and not i the £-OH-
DA-NIrC group, 1t was not evident i the 6- OHDA-NIrC+

zroup, the sroup that displayed the clearest mprovement
m behavior (Fig. 3). Hence, NIr-mduced nenroprotection
conld not account for all the observed hehavioral improve-
nients, there may have been other “symptomatic™ elements
contnbuting to the 1mprovements in these cases, net just
an mncreage m cell suraval. In essence, these results indi-
cated that patterns of cell survival might not necessanily be
the inost impartant element of all behavioral changes. The
sources of these svmptomatic elements are not known,
but there are several possitnlities. NIr treaonent may have
stmulated the activity of the dopaminergic oells, in an at-
tenipt to maintain dopaminergic transmission thiough
striatum and o mask the cellular defcit. This eff

DA-NIC+ group to compensate for the sinaller s1ze of the

J Neurosurg Havenms: & B
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GOHDA-NIrP GOHDA-NIFC 60HDA-NICY

Experimental groups

FIG. 7. Graphs showing the mumiber of TH+ celis n each of the experimental groups. Numbers represent counts from the RHS

G OHDA-ledonedside mmmin the columns of the 8-0HDA group reprezent level: of sigrificant diference from the
?aqa symbole within the columas of any of the 8-OHDA-Nir groups represant significant differences in the 6-0HDA

group *p <0001, *p <005 All columns chow the mean = standard ermor in sach group.

dopammetgxcdlpopulmAm\tlyNIr
treaMmayha\vmﬂattddr of nondopami-
nergic cell groups in the brain, such as those imvolved in
mmmm& cortex, on-
e e i e P
dommm@hmﬂxmmﬂxmhhmﬁmudbyﬁe
NIr signal 1ssued from the fiber device, previous
studies have reported that the NIr signal can be measured
30 mm from the source (see above), and the
rat motor cortex (5-10 mm) and pedunculopontine teg-
mental nucleus (approximately 1 mm) are well within that
distance from the midbrain ™ A clear challenge for future
studies would be to reveal the source of these symptom-
atic elements, whether dopaminergic or
and if they are sustainable, mdaelu!grkﬁul.wmnany
neuroprotection (ie., in the 6-OHDA-NEC+

group).
Previous studies have that NIr stinmlates mito-
chondnia by mcreasmg ATP comtent and electron transfer

mtherupnatou’ydamdﬁmug,hmmdphmm

species
scription factors ™ 14415 Iy this study, NIr have
md:mcdmhfactotstol)pwhﬁodluamstm:gmuh.
leading to a greater cell survival, or 2) stimulate the func-
tional activity of cells, leading subsequently to improve-
ments in behaviar, or both 1 and 2. We showed that the
pulse mode was more effective in generating both neuro-
protection and improved behavior (6-OHDA-NI:P group),
while the continuous mode was effective in improving
behavior only (6-OHDANIC+ group). The reason why
the continuous mode did not induce neuro, 15 not
kmown, but we suggest that it was related to the high total
dose of NIr delivered in this group (304 I); this higher dose
may have been within the range for inducing an increase

10 JNeurveirg November 27, 2015

m functional activity but not for 1 nanopmte:
tion, while the lower dose (634 mJ) hiave been within
the range to mduce both beneficial . NIr has been

ﬂmwntobenmteffectmmmmmmmn
7 low or extremely high doses, the so-called “hormetic
effect ™" This effect may help explain some of our re-
sults here. There may be different hormetic dose-response
curves for otection and functional activity. the
curve-inducing repair mechanisms and neuroprotec-
tion may drop off mare quickly with increasing NIr dos-
age than the curve for functional activity, hence
to the differences m beneficial effects * This
muenf ent biological effects by the same agent at
dlﬁa'mtdousumlwoffmﬂumldy

SUmMInary,
mmmmmmmsmmﬁmﬁmmm
of NIr that did not result in a very high total dose (eg..
634 mJ), d both neuroprotection and behavioral
(funmm_:&mnb If the NIr power delivered was
very weak (e.g.. 333 W) or if it mamifested in too high a
dose {e.g.. 304 7), then not all the beneficial effects (neuro-
protection and behavior) were evident.

Conclusions

We have shown that, as in the MPTP-treated mouse
mode] * inirac mﬂhdﬂmemd\'kw:s“]]whud
by the animals, did not cause tissue taxicity, i
hmmandwasnempwtectmmtbeﬁ-m-hm:ed
rat model. These positive findings in a second animal
mn(klofpadi:msmsdlseaseptwﬂeftﬂﬂﬂmcmmge
ment for a positive ontcome in humans. Our results show
that protection of dopaminergic cells did not account for
all the observed behavioral improvements, and that differ-
ent applications of NIr zenerated different beneficial out-
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aphsulTHouahnumw 6-OHDA (B),
ww&;mmumssts-orm or sEine-injected
mm‘gmmuuﬁmummnam

N were siméar o those in the saline group, while patiems on

the in the 8-0HDA were similar o those observed in the
£-OHDA-NirC+ and 6-OHDA-NIrC groups (not thown). Arow in (B)
indicates degenerating axons. Al are of coronal sections, dorsal
10 10p 2nd lateral fo nght (B, D, and F) and to left (A, C, and ). Bar =
100 um

comes. Acax&lﬂmumohoapplxmonmﬂdhmce
be essential when use m humans, establish-
ing a power, mode of delivery, andtonldo:ethtgur-
ates improvements both in behavior and neuroprotection.

Near-infrared light treatment in 6-OHDA—lesioned rats

These early findings provide much encouragement for the
future.
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En résumé, notre étude montre que :

1- Une illumination intracérébrale a 670 nm réduit le comportement rotatoire sous
apomorphine de rats 6-OHDA.

2- Une illumination intracérébrale a 670 nm induit une protection des neurones
dopaminergiques de la substance noire.

3- Une illumination discontinue (90 s, 2 fois par jour) semble plus efficace qu’une
illumination continue (voir discussion générale).

4- Une puissance optique de 333 nW en sortie d’implant ne semble pas suffisante pour
induire un effet thérapeutique, tandis que la quantité globale d’énergie délivrée ne semble

pas avoir d’impact sur ’efficacité du traitement, dans la gamme testée.

103



RESULTATS

V.3. THEME 3 : OPTIMISATION DU POTENTIEL NEUROPROTECTEUR DE LA LUMIERE
PROCHE INFRAROUGE DANS LA MALADIE DE PARKINSON

Le nombre croissant d’études démontrant sur modéles animaux le potentiel neuroprotecteur de

146,191,191,195,198-200,238,239

la lumiére proche infrarouge contre la maladie de Parkinson , couplé a nos

propres résultats présentés section V.2 sont des arguments forts en faveur d’un transfert du projet chez

I’humain. Toutefois, avant d’envisager un essai clinique, il est essentiel de :

1- Mieux connaitre les paramétres d’illumination qui influent sur I’efficacité thérapeutique de
notre stratégie neuroprotectrice.

2- Comprendre comment ces paramétres influent sur cette efficacité thérapeutique.

Nous avons identifié 3 paramétres majeurs pouvant influencer le potentiel thérapeutique :

1- La longueur d’onde utilisée.
2- La fenétre temporelle de traitement.

3- La quantité d’énergie délivrée.

Nous avons abordé ces parametres a travers la question de travail suivante :

Comment optimiser ’illumination proche infrarouge de sorte a obtenir le meilleur

potentiel neuroprotecteur possible ?
C’est avec cette question a I’esprit que les sections suivantes sont a considérer.

Notons enfin que toutes les valeurs d’efficacité thérapeutique annoncées dans les sections

suivantes ont été calculées de la fagon suivante :

Perf groupe d'intérét — Perf groupe MPTP

Perf groupe contrdle — Perf groupe MPTP

Avec Perf = Activité motrice (étude comportementale), ou nombre de cellules TH' (étude
histologique). Perf groupe MPTP = Efficacité O (pas de traitement). Perf groupe contréle = Efficacité

100 % (animaux non malades).
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V.3.1. Influence de la longueur d’onde : comparaison et association entre 670 et

810 nm

Dans la section V.2, nous avons démontré le potentiel neuroprotecteur d’une illumination a
670 nm, ou a 810 nm. Toutefois, dans 1’objectif d’apporter une thérapeutique la plus efficace possible
aux patients, il nous semble nécessaire d’effectuer une comparaison entre ces deux longueurs d’onde.
Aucune étude, 4 notre connaissance, ne les compare sur un modele in vivo de la maladie. La présente

campagne expérimentale a pour questions de travail :

1- Une des deux longueurs d’ondes est-elle a favoriser ?

2- L’association des deux peut-elle avoir un effet bénéfique sur la neuroprotection.

V.3.1.1. Analyse comportementale

La Figure V-19 montre Dactivité motrice des souris MPTP, en fonction des traitements

lumineux regus (n = 12 par groupe).

120%
100%
80% = MPTP
,g m670
g w810
g 0% 1670+810sIm
g 5 670+810sIm+
a0 4 670+810sép
§ 670+810sép+
20%
0%

Basellne MPTP J1 MPTP J2 7

figure V-19 : Comparaison de |'activité motri i
traitement lumineux recu. Groupes 670+810sim et sim”: illumination simultanée aux deux
longueurs d’onde. Groupes 670+810sép et sep” : illumination & une longueur d’onde, puis a I’autre.
Statistiques : *=p < 0,05 ; **=p <0,01. ***=p < 0,001 par rapport au MPTP.
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Le groupe MPTP (pas d’illumination), présente une forte diminution de I’activit¢ motrice
aprés la premiére injection de MPTP (47 % de perte) ; cette activité reste basse apres la seconde
injection de MPTP (53 % de perte par rapport 4 la ligne de base), puis, une semaine plus tard, revient a
+/- 100 %. Cette dynamique de perte motrice aprés injection de MPTP, puis de récupération

spontanée, progressive en une semaine est classique du modéle MPTP que nous utilisons.

Nous avons considéré deux premiers groupes d’intérét : 670 et 810 nm (puissance optique
délivrée pour chaque groupe P = 30 mW, durée de I’illumination Du = 90 s). Par rapport au groupe
MPTP contréle, les deux groupes 670 nm et 810 nm présentent une activité motrice préservee,
respectivement de 61 % (p < 0,01) et 76 % (p < 0,001) apres la premiére injection, et de 32 % (p : NS)
et 63 % (p < 0,01) apres la seconde. Toutefois, nos conditions expérimentales ne permettent pas de

mettre en évidence une différence d’effet entre les groupes 670 et 810.

Les groupes 670+810sim et 670+810sim' regoivent chacun une double illumination & 670 et
810 nm; 670+810sim : puissance optique globale délivrée = P, 670+810sim' : puissance optique
globale délivrée = 2P. 1’illumination simultanée a 670 et 810 nm n’améliore pas significativement
[’activité motrice des souris, sauf dans le groupe 670+810sim, apres la premicre injection de MPTP

(amélioration ; 32 %

3 e 9y 191918 W 7035

n = 0,044). L’angmentation de la puissance optique délivrée (670+810sim ")

n’induit pas d’amélioration motrice par rapport au groupe MPTP.

Les groupes 670+810sép et 670+810sép” correspondent & une illumination a 670 nm et 810
nm, en décalé (d’abord I’une, puis Pautre); 670+810sép : durée globale d’illumination = Du,
670+810sép : durée globale d’illumination = 2Du. Durée d’espacement: O s. Les groupes
670+810sép et 670+810sép’ présentent une activité motrice significativement supérieure au groupe
MPTP, respectivement 81 % (p < 0,001) et 61 % (p < 0,01) d’amélioration aprés la premicre injection
de MPTP, ainsi qu’aprés la seconde injection avec respectivement 63 % (p < 0,01) et 76 % (p <
0,001). 1l n’est pas possible de mettre en évidence une différence significative entre les groupes

670+810sép et 670+810sép” dans cette expérience.
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V.3.1.2. Analyse histologique

La Figure V-20 montre un comptage des cellules dopaminergiques TH" dans la SNc des

différents groupes de notre étude.

14000
12000
. 10000
i OSaline
é uMPTP
8000 2670
g u810
i ©670+810eim
£ 0000 ®670+810aim+
©670+81084p
u670+910sép+
4000
2000
0
Fi n_fonction du

traitement Igmlneux regu Groupes 670+810sim et sm1 "1 illumination simultanée aux
deux ]ongueurs d’onde. Groupes 670+810sép et sep”: 1llumination 4 une longueur
d’onde, puis a ’autre. Statistiques : *=p < 0,05 ; ** = p <0,01 par rapport au MPTP.

En premier lieu, on note une diminution significative du nombre de cellules TH' dans le
groupe MPTP par rapport au groupe Saline (44 % de perte, p<0,01). D’autre part, il n’existe aucune
différence entre les différents groupes illuminés, quels que soient les paramétres d’illumination
utilisés. On note, pour chacun d’eux, une amélioration d’environ 47 % (p<0,01, sauf pour 810 nm,

p<0,05) du nombre de cellules TH" présentes dans la substance noire.

En résumé, nous n’avons pas pu déterminer si ’une des deux longueurs d’onde 670 ou 810 nm
présentait un avantage thérapeutique par rapport a I’autre. Nous n’avons pas pu, dans nos conditions
expérimentales, et avec le modele MPTP utilisé, démontrer la pertinence d’un cumul des deux

longueurs d’onde.
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V.3.2. Influence de la fenétre temporelle de traitement sur Iefficacité

thérapeutique : pré-/post-traitement

Les objectifs de cette étude sont les suivants :

1- Déterminer si une illumination appliquée avant I’intoxication au MPTP (prétraitement)
peut présenter un potentiel neuroprotecteur dans notre modele. II est également question
d’entamer la caractérisation de la durée d’action de la lumiére proche infrarouge,
appliquée selon notre paradigme de 2 illuminations par jour.

2- Confirmer les résultats obtenus par Peoples et al'®

sur le potentiel thérapeutique d’une
traitement tardif, mais cette fois sur un modele aigu de la maladie. Indirectement, les
résultats obtenus en post-traitement éclairciront nos connaissances sur la vitesse d’action
d’une illumination & 670 nm, et sur son potentiel symptomatique.

3- Continuer la caractérisation de P’effet dose entamé sur le rat 6-OHDA, avec une

modulation de la quantité globale d’énergie optique regue par les animaux, et [’effet de

celle-ci sur le potentiel thérapeutique.

Le présent manuscrit est actuellement soumis a la revue BMC Neuroscience.
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ABSTRACY
We ived the p of beh, and neuroprotection when near-Infrared kight (NIr) was spplied either befors (pre-), st the
same tme (smultanecus-) or-ﬁu{mzm 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-terzhydropyridine (MPTP) insule. Mice received MPTP
injections (totl of }adnnlﬂsmhdudmuhnlm“awdwkmdﬂ&.mm“
testad with an test and brains were processad for and dopamimergic cell numbsr was

estmated using
seraclogy. meﬁmd&nrguﬂhsddmlﬂrmweﬂ-‘ ahmdn!walwmmk.cﬁnkai
impairment was reduced by a simlar magnitude, The hnﬁdaﬁmduhmfmdq{ﬁhmm}aﬁhmtbr
several days), mrd‘athMasﬁkmhdﬂwmmﬂr-mm’M more
Wcﬂs&m&”ﬂwm there was no indication that a particular comibs of NIr and MPTP
injactian resulted in a higher number c*.hmmﬂurmbmﬂdabrudhnmm&ﬂrwﬁﬂhmn
relation to the stage of toulic insult, that Nir was fasting-acting and long-lasting.

INTRODUCTION
Thers 5 an ever increasing need to develop neuroprotective approaches that help slow, or even stop, the degeneration of brain cells in
um!vh'dm&w" kinson's to Alzheimer's ¢ aﬂﬁmmﬂwmnﬂmbmrmmmm

c relief (=g, ne
none arrest ﬁemmmmidkmmmnmkcﬁmwmh (q?ﬁ h?ﬂlmuucal
Mﬂmdxdznmhnhﬁt:dmm:Sduﬁr-adﬂli}mﬁmmwﬁmudhdunwmmm
thase ble cells, particularly across 2 number of animal models of the disease, one has 2 sense of encoursgement. Near infrared
ight (NIr) therapy is one such agent (|=600-1070nm; KeSmet et al 2009; Quirk et al 2012; Johnszone et & 2013a),

Several in vitro explorations have reportad that NI protects cells from toxic insule andfor b{nhnulaﬂng
mitachondidal activity, increasing adencsine triphasphate (ATP) content and decressing of owidative stress {Liang et &l 2008; Ying
2t al 2008; Trimimer et <l 2009; Quirk et al 2012). Further, in vivo studies have shown that NIr treatment neurnprotects many
cells in the well-known MPTP (1-methyl-4-phenyl- dm)muundtl{stwuaimmmmpls!
sl 2012; Moro =t &l 2013,2014; Johnstone et al 2014b; Reinhart et &l 2014; El Massri et al 2015). In the K353[ transgenic mouse madel
of frontotempora] dementa, which slso shows a chronic and progressive degeneration of dopaminergic cells m the Shic and
rwdumummwwmmdumhamnﬂmlm
hﬁlcﬁlﬁmmddﬁl!}ﬁnﬂwﬂhmm@mm cell syrvival, Nir has been shown © comect, ot lsast
;unalyhdmndmmdMgmiﬂwWMm[ﬁwld'ﬂﬂ}.a-ﬂswwhjrm parametsss of
behnbmr for example mohillity and mwnaazm et af 2013; Reinhart ZBHJ.M i3
Teatment mmm&:miwﬁ:ulsand rotational behaviour in 6 hydraxydopamine
(BOHDA - lesioned rats, & hemiparkinsonian model of the dsmg (lhnlu‘t e al 2015).

hdhxmiéupmmﬁumanlmdmd&dhlhmnﬁmwr&w was spoled ot the same time as the taxic
msult (i, simultaneous-treatment), Th w&:mﬂmmmumc&ummm
intervention. However, mmm the maximum neuroprotactive effect Nir therapy and this wes messused more
dﬁdmﬂyuﬁm:mwdhs(?wad!ﬁlﬂ;kwbadﬂu Moro et af 2013,2014; Johnstone e al Zﬁlﬂrnmhmctd
m&ﬂﬂmadmﬁ) Peaples and colleagues (2012) is the sole exception to this paradigm; these authors, in addition to having a

mMnﬂWmMMWh&an&ﬂﬁer&Mw
smiler pattemns of nevroprotection in both their series.

In this study, we explored the patterns of behaviour and neuroprotection when Nir was spolied either before (ore), 2t the same time
(simultansous-) or after (post-treatment) MPTP insult. From thess we hoped to determine whether; Em
tastment in o Insult was crucial) there was therapeutic for NIr effectiveness, ands Nir was fast-acting and long-histing
i::appliuaﬁotDulrnll.mrﬁudingswﬂlhmﬂ'tlhwwdehmlmhulmhmﬁmﬂhwumﬁmm

ation to insul
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MATERIALS & METHODS
Subi
MMt(n:id?}miceml'mﬂdme!Zhrghdderkcydewﬁurﬁmlmdmubodwdm.lnim-kms-mmki
old, All sxperimants were approved by the Anima! Ethics Committee of COMETH (Grenable).
Exeri I desi
Groups of mice received intraperitoneal injections of sither MPTP or saline, in conjunction with diffecent combinations of Nir
or ot (see Fig 1). The different groups ware; (1) Saline: saline injections with no NIr treatment (n=9) (2) MPTP: MPTP injections with
o NI treatment (n=26) (3) NL-MPTP: MPTP injections with NIr pre-trestment (n=7) (4) MPTP=NIr: MPTP injections with NIr
smultaneous raatment (n=24) (5) MPTP-NIi: MPTP injections with NIr post-tiestment (n=15) (6) NI--MPTP=Ni: MPTP imjections with
Nir pre- and simuitaneous gestment (n=10) (7) MPTP=NIr-NIr: MPTP injections with Nir pest- and simultansous treatment (n=10) (8)
NIr-MPTP=NIr-NIr: MPTP injections with NIr pre-, post- and smultaneous treatmient (n=10). For 2ach of the Nir-treated MPTP groups,
here was @ comesponding Nir-treated saline group, that had the same patterns of NI seatments and time-Jines, excapt that saline
injections were mede instsad of MPTP injections (n=36).
Following our previous work, we used an acute MPTP mouse model (Shaw et &l 2010; Moro et al 2013,2014; Johnstone 2t al 2014b;
Reinhart et al 2014; El Masari et ol 2015), The acute model is a well-sccepted model of the dissass [Schober 2004; Blesa st sl 2012;
Boye and Périer 2012) und hus revealed many aspects of the mechanisms of Parkinson's disesse over the years. Akhough it doss not
peovide Information on the chronic progressive nature of the disease, it doss generats mitochondrial dysfunction, dopaminergic cell
death and 4 reduction in locomative activity (Schober 2004; Blesa et al 2012; Bové and Périer 2012; Moro et 4l 2013; Reinhart st al
2014). The latrer two issues were central in this study, making the acute model most appropriate for our usa,

Briefly, we made two MPTP (25mgfkg injections; total of 50mifkg per mouse) or saline injections over & 24 hour period. For the NI
treatment, mice were exposed to NIr (670nm) from 2 light-emiitting device (LED; Quantum Devices WARP 10; Fag 2A). Each expasure
wias approwimately 90 seconds and equated t ~0.5)/er’ tw the brain (Shaw et l 2010). The Sfferent combinations and exposures of
Mrfwuhupwimlgmndwmhﬁg1.kammummmmqmﬁ.awmﬁhﬂm
(lJ{cn’perdw}.Hnnmmhadﬂ*(ﬁnﬂlrupummmmmWm,mkdmgmm}hﬁ[dgh
treatments over four days: NI-MPTP=NIr and MPTP=NI-NIr groups) and wiple (rwelve trestsients over six days; Nir-MPTP=NIr-NIr
group} sets of trestments. For each testment, the mouse was restrained by hand and the LED was held direaly against the head
(Shaw ez al 2010; Moro 2t al 2013 Johnstone etal 2014b; El Massri & al 2015; Fig 2A). The LED generated no heat and refiable

delivery of the radiation wes achieved, For the Saline and MPTP groups, mice were held under the LED as described sbove, but the
device was not tumed on, After the lust trestmant, the misjority of mice weez allowed 1 survive until 13d before perfusion (Fig 1).
Seme mic= were perfused at eurlier stages, on 5.5d and 7.5d; these shorter survival periods were used to compare SNc cell number at
different stages, jn particular in relation to the intis] behavioural changes after MPTP injection (se= below), The mice with the shorter
survival periods had the same combinations of MPTP =nd Nir treatments s the corresponding groups with the longer 13d survival (2g
MPTP, MPTP=NIr and MPTP-NIr), up unti the time of perfusion on 5.5d and 7.54 (Fig 1), For examgple, the mice in the MPTP=NIr group
perfused on 5.54, had anly a single MPTP injection and Nir trestment and were perfiised six hours later (Fig 1),

Open-field behavioural testing

From Od to 124, we performed a standard open-field test a5 deswribed previously (Moro e al 2013; Reinhart ﬂﬂﬂ&mﬂv’ , mice
mﬂdhﬂdhﬂd%ﬁﬁummhmﬁm(ﬂmgwm{ us Information
?ﬂm?.wm&}u&ghdeﬁﬂﬁmmaw' in cantrast and the programme analysed the
resmber of pixels that changed from ane picture to the next (8 pictures/sac). In this way, the movemant (ie levels of locomator activity)
of each mouse was analysed. The changes in locomotor activity == expressed as a percantage value compared to the basaline for each
group, with the baseline being 100%. Each animsal was tested 2t fourtesn time points, twice an 3d to 8 (the individual values of both
tests were similar for esch animal and hence pooled) and once on (d (baseline) and 12d, Mice wers tested for 10 minutes 2t sach time

pont. We testd locomotive activity at these points. particularly on 5d and 64, we wanted to explore the effects of NIr during «
tme when the MPTP was most effective (eg, immediately aftar ), when the mice wer= most immobile and "sick” (Moro et al
2013; Reinhart ot al 2014}, For comparisons b groups in the behaviowrsl snalysis, s ane-way ANOVA test was pesformed (F and
p values; GraphPad Prism programme),

Immunocytochemistry and stereclogy

On esther 5.5d, 7.5d or 13d, mice were snaesthetised with an intraparitoneal Infection of chioral hydrate (4%; 1m{/100g). They were
then perfused transcardially with 4% buffered paraformaldehyde. The brains were removed and post-fixed overnight in the same
nhﬁm.Hmhrdmmaﬁ:adin’phﬁm-hﬁwdHine(FE]wﬁha&ﬁund’Mmmunﬁlduﬂwkmk.ﬂn
midbrain was then sectioned caronally and serially (2t 50um) wsing & ing micotome, All sections were collected in PES and then

mmecsed in a solution of PBS and 10% normal mouse serum (M5905 Sigma) and then PBS and 1% Triton (X100 Sigmia) each for ~1
hour =t room temperatiire, Sections were then incubated in anti-tyrosine hydroxylese (TH; 1:500; T8700 Sigma) for 48 hours {at 4°C),
followed by biotinylated anti-rabbir IgG Ffor four hours and then Extravidin-perowidase complex for two hours {bath = room
temperature; 1:20 EXTRAI-1KT Sigma). To Visualise the bound antibody, sections wese reucted in « 3,3 diami ne
tetrahydrochloride solution (D3939 Sigma), Sections wese mounted cnto gelasinised sides, wir dried ovemighe, dehydrated in ascending
alcohols, deared in Histoclear and coverslipped using DPX. All antibodies und chemicals were purchased from Sigma. In order to test
the specificity of the primary antibody, some sections weie processed as described shove, except that there was no primary antibody
used, These control sections wers immunonegative.

The number of TH* cells within the SNc was estimated using the optical fractionstor method (Stereclnvestigator, MBF Scence), as
outined previously (Shew et &l 2010; Peaples =t 4l 2012; Moro =t &l 2013,2014: Purushot et al 2013; Joh et &l 2014b;
Reiﬂlurtatdlﬂl#:EIMaﬁriatalzms}.&ilﬂv.Wmﬁcrdﬂdnmmpﬁmufﬁm-ﬂhinunbundmhmumm]
-ﬁhmmdﬁzwnMMmmﬁmmmm.wdhmﬂm.duniwhand
side of the brain was counted in sll cases. All cells (nucleated only) that came int focus within the frame were counted and at least fve
shes were ssmpled per section, For comparisons between groups in the cell analysis, & one-way ANOVA test was performed as sbove,

Correlation coefficents
In order to explare the relationship between behaviour and the extent of Se lesion in the different experimental groups, we ussd the
GeaphPad Prism programme 1o ca late correlation coefficients (Pearson’s test). Locomotor sctivity was expressed by averaging the




RESULTATS

percentage sctivity uhaslasdmbadm)ddhmmuhgmup.ThmafSN:bmhrﬁnWardudlofﬂ-
Nlr-treated MPTP groups on 13d was expressed =5 4 p change of TH* cell number = the Shic from mean values ttained from
the saline controks. mwkmmnmemwhﬁunfm (r value) that indicates whether the correlation Is significant. A
?mmofgondntﬁ-;fﬁtufhwwmhnsr‘ and the closer the value to 1, then the bemter X (eg extent of SNc lesion) pradicts ¥
eq, Wl\m‘m

RESULTS
In the saction that follows, the behavioural, celiulsr and correlationi analyses will be considered separatsly.
Behavioural analysis

Fig 3 shows the locomotor activity of mice, expressed 4s a percentage of the baseline value, in the different expermental groups on
sach day of testng, T!!mivflvufmInhﬁeadi&eﬂkﬁ“s&ngmmmnﬁm&mnﬁwlmﬁd
(ANOVA: F=0.5, p=0.7), hence their values were pooled (saline controls, Fg 3).

On the days before the first MPTP injection (3d and 4d), the locomotor activity of mice in all groups was similar, bu'lgnnrd'iebaehe
values (ie 100%: ANOVA: F=1.0, p=0.4; Fig 3). During the deys of the MPTP injections (5d and 6d) however, clear differences between
some of the groups emerged (ANOVA: F=9.0, p<0.0001; Fig 3A). While the activity of mice in the saline controls remained dose to
Saseline values, the activity mhhmpgmupdadinddmnaﬂy(w-?ﬁ-ﬁJlﬂlﬂ‘mh&nlﬂrmdm
groups that had ether pre-trestment or simultanscus-trestments (in any combination), had « reduction in activity during this period
ako(w—m).buttwasnntassevereasd\emmend\eummiﬁgl] The exception to this pattemn was the mice in the MPTP-
Nir (posz-treatment) group, those that had yet to receive Nir westment; the activity of these mice minrored those in the MPTP group
(Fig 3). The day afrer the last MPTP injection (7d), the activity of mice in all the NIr-treated MPTP groups - In particular, those in the
MPTP-NIr (post-treatment) group - mdmhulmv&u-dwdmwurﬁhhn&yém(m Fig 3). I
should be noted that In the MPTP-HIr [post-trestment) group, the locomator activity of mice retimed to baseline almost iy
after the first Nir treatment on 7d; in fact, these animals were moving more fraely around their box within only 20 minutes after thew
55% m retuimed t; baseline as h uwom F-G-J, p=Ly Fi
3!. dl in the locomotor activity of MPTP-trasted mice miﬁ’ NIr-MPTP, .
WMr. HPIP-N!!). douhle (WNIr-MPTP=NIr, MPTP=NIr-| hle me(mﬂmu&m)mimmm.nummr
degrees of dinical impairment and pattems of activity during the experimental period (Rg 3).

In summary, Mmmmdhﬂk%hhe[pmﬂu”ﬂ&hmﬁm{mhm)udw(m-
traatment) MPTP injections, thelr degree of chnical impaimment was reduced substantially. In the post-trestment cases, locomotor
actvity retumed to baseline levels almost immediately, ﬁﬂmmmﬂ.hﬂkmwal&wm&mmhm-
rreated MPTP groups retumed to basebne levels well before those in the MPTP group, We showed also thet mice with ether sngle,
double or triple sets of NIr trestments, regardless of sage of application, all dw&ummdwm

Callular analysis

g i e’ 2§ pricbpl s “:u':s&::"stW( =t
™' e 20}, Nls-

u'mn{uF';.E' ﬁg (Hs:mograpis )m i rml’-‘glt). Fig )y

msuﬂhmdmeshunhﬁ&mdﬁarﬂhuumuhwmhﬂmqhdwew“ham‘mmﬁ-m
goupi seebehlu).ﬂ'mmn[ngmmﬂ-rmwuaﬂwmudmminhuhngmps.mhlkufcd!had

oval-shaped somiats with one to two lsbelled dendiites. There were also mors degenerating axonal profiles (amow Fig 20) in
hﬂmmmwmdmd\euﬂm

For thee numerical analyss, we interpreted 2 change in TH* cell numbsr after experimental mangulstion as an index of cell survival
(Shaw et al 2010; Peaples et al 2012; Moro et al 2013,2014; mummndm Johnstone et ol 2014b; Reinhart et al 2014; El
Massd et al 2015}, If cells loss TH expression, then ﬂ!lﬁlﬂm death subssquenty {Javoy-Agid et al 1950; Jackson-
mudlmﬂﬂ;dm}.ﬁhﬂm nH—mmld(-ndTH)nl (Wallace e 2l 2007; Ma
et al 2009) a small number of cells that may have transient loss of TH expression, = key aspect of cur study was
whether N treatment saved TH expression during & wmmmm“ummnfgwaamno-
Peoples et 2l 2012; Moro = 2 2013,2014; Purushothuman et &l 2013; Johnstone et al 2014b; Reinhart e 4l 2014; El Massii et al 2015),

FE-LI\ the estimated number of TH* cells in the SN of the diferent experimental groups with different survival pedods; on 134
columns), # day after the last behavioural test and, on 7,5d (blue columns) and 5.5d (green columns), two days when the mice
trmdwﬁ!l"l‘l’ had the least locomotor activity recorded during the experimental period (see Fig 3),

mmmmamun«wmgmmmmwﬂm- cells were similar (ANOYA: F=0.4, p=0.8), henca their data were
pooled (safne controls, Fig 4), On 13d, akhough the locometor activity of mice i all groups was similar (Fig 3), there were clear
diffgrances n the number of TH* cells between the saline controls and the MPTP group, and between the MPTP group and the Nir-
wraated MPTP groups (Fig 4; ANOVA: F=3.4; p<0.001}, In fact, the number of TH" calls in the Nir-treated MPTP groups sversged
~20% (range 11-27%) higher than in the MPTP indicating NIr-induced neuroprotection. There was no clesr and consistent
svidance indicating that the groups that had d (NI-MPTP=NIr, MPTP=NI:-NIr) or triple (NIr-MPTP=NIr-Nir) sets of NIr
treatments, resuted in 4 greater protection of SNc TH* cells than in the groups that had a single set of trestments (NIr-MPTP,
MPTP=NIr, MPTR-NIr): TH' cell number was simitar in all the dfferent Nir-trested MPTP groups (Fig 41 ANOVA; F=1.6; p=0.2).

For the sharter survival periods of 5.5d and 7.5d - during when mice treated with MPTP showed the lesst | activity - the
rumber of TH* cells was already bwer than the saline . On 5,54 in particular, TH' cell rumber in the MPTP group was very
mud!hnrdwlmdsﬂ!%1hy?.5¢.numbshdwmhekﬁdutmm(ﬁgﬂhm-ldmurhmm‘mﬂ
number averaged ~20% higher in the Nir-trested MPTP (MPTP=NIr and MPTR-NIr) groups than in the MPTP group on these days
(range 10-25%), similar to the value on 13d (Fg 4).

In summaty, the Nir-trasted MPTP groups averaged ~20% more TH* cells in the SHc than the MPTP groupy this pattern was evident
from very early {5.54 and 7.5d), after the first behavioural signs of MPTP Insult were apparent, up until the end of the

o, ﬂ&l:’d) WeMwMWwMWdeNﬁwMWimmr
indeed the rotal nu of NIr trestments, resulted in & higher nu of TH* calls in tha SHic; the nuinber of cells was similar in all
the different Nir-treated MPTP groups.

111



RESULTATS

112

Correlation between behaviour annd anatomical lesion
In order to explore any cormelation between behaviour end anammical lesion, we compared locomotor activity to the extent of SNc
lesion in the different experimental groups (Fig 5). Locomotor activity was wmdasmmqepermnmed&emd-ndw

mice In sach over the entire experimental period, while the extans of lesion was expressad percentage change of TH* cell
mmheﬂndwg;k‘ﬁnmmmmmdnﬁesaﬁm contruls. e .

There was & clear tendancy for the MPTP group t have less locomotor =ctivity and a karger Shic lesion (blue squares: Fa 5). The mice
with more locomator activity were more likely 1o have smaller SN lesions, and these mice formed the Nir-treated MPTP groups (1ed

and diamends: Fig 5). Overall, we found a significant corelation between locomotor activity and the extent of SNc lesion in
the different experimental groups (r=-0.7, F'=0.6; p<0.05).

In summaty, the patterns of locomotor activity in each group wes = good indicator of whether or not there was an extessive SNc lesion.
DISCUSSTION

Our resuls have confirmed und extended previcus studies showing neuroprotection and reduced dinical impaimment in MPTP-treated
mice after NIr treatment (Whelin et ol 2008; Shaw et of 2010; Peoples et 2l 2012; Moro ot &l 2013,2014; Johnstone ez &l 2014b;
Reinhait et al 2014; El Massii et 4l 2015), We extended previous findings by reporting on the behavioural petterns, rogether with the
magnitiide of neviroprotedtion, when Nl therapy was applied at different time pesiods in relation to MPTP insult.

memﬂmMrwmkR5Mhmmmmhmmmwmapﬂu
sither befare (pre-wreatmant), at same time (simultaneous-trestment) or after (post-trestment) MPTP insulk. From these different
combinations of trastment and insuk, we found a broed therspsutic window for NIr effectiveness and that NIr was fast-acting and long-
Md' behavioural improvements were almost immediste and lasted for several days thereafter, Thess issuss will form the main
points below.

The behavioual results were striki wmmdl ps had similar locomator activity ot the end-point of the expermantal
mrbd(mbdlm),ﬂ\ewmimdw during earker - when MPTP insult alone generated severe dlinical
mpaiment - mrmmwdsmpdnm( 3).&:1*. that single, double =nd triple ssts of NIr treatments - regardless
of stage of application - all resulted = similar patteens of # improvements, When mice were Mlr-treated sither before or at

the sume time a5 the MPTP Insult, hdnhlm&mﬁﬂnﬂnﬁmm ﬂm:ﬂvﬁymn&dwmﬂh&swﬂ
before those in the MPTP group (Fig 3), Hence, pre- and smultaneous-treatment of Nir not only offset the most debil effects of
MPTP insult during the injection periad, but thess tiestrments continued 0 provide benefit for several duys thereafter. Our vioural
results from the seres involving the mdﬂ&mmmﬂmhhmdﬁmummxm“ﬂ
aftar the MPTP insult, their dinical impalrment dissiputed shnost immediately; within minutes after treatmant, acivity retumed o
control levels. Ovarall, these results indicated that Nir was fast-acting snd long-Listing (see further below).

mwuhmithﬁuMMWMmmmm“dhm”
indicated a substrate for these differences. In particular, the MPTP group - with the greatest dinical impaiiment - had
hhﬂmhridmamwgmuﬂawﬂndﬂﬁwﬂlrmdmm with overall reduced dlinical impairment - showed
Mdn;mmmmmhamm:mkﬂmhmmemmkmdm any particular
combination of NIr treatmeant resylted in = all Nir-trested MPTP
ooty oo o Wsrdeoac ek Lamor s s =y i
It is likely that the neuraprotection underpinned the reduions in dinical impak ﬁnﬁqﬁtﬂmﬁ;mﬂemmi
mﬂ:ﬁinﬂudh&”ﬂwpmﬂﬂﬂﬂﬂm transmission through the striatum,
leading wmwdﬁalmmtm«dmmudmﬁ.weﬁmd nrumu-sabhu "protec”
:dsaﬂhﬂtddeWMammkm applied = the immediste (within minutes; ie, simubaneous-
m)uwhmamledﬂpmmdzyswm.mm} further, NIr was also sble to "rescue” calls and restore
ﬁmmmdbekupmmdaﬁdwdncﬂ{bm%&msalm Peoples et &l 2012), There
appearad a relatively broad therapeutic window for mmmummmm low weas evident for up to two
days on sither side of the insult. Building on this finding In rodents, it will be a challenge for future studies to determine how long this
window remains open, particularly in humans, thereby providing insights into the stages of therapeutic effectiveness of the trestment in
relation to the diseass progression.

The precise mechanisms of protection and rescue used by Nlr are not known, but several previcus studies have reported that NIr
sﬁmul.naHudwuﬁhbﬂmuﬂwlﬁmaﬂdmmuaﬂ-nhmmdwmhmﬁmnfﬂm
{q.quhmm&m}.mnﬁmwthnﬁ“ng resctive oxygen species and the induction of various transcription factors (Hambin
ﬁﬂsiﬂé‘ mmlm w«d&mmﬁ%mﬁmaﬂ?:ﬁmmﬂﬂm
_2914 I A to
).n ytr mn::lheb inpmu.ni rescued against o insult, leading to greater call survival,

Wiﬂirq-udmlhemmhmﬂvﬁhhﬂﬂmwﬁ&ﬂdhw“wﬂmlﬂmm"ga
lower numbes of dopaminergic cells compared to the others (Fg 3,4), we suggest that there were compensatory neursl mechansms at
play. In responsa to the lower numbey of dopaminergic cells in the SNc in ths group, the remaining cells may have been stimulated -
for example by motor cortex ar pedunculopontine tegmental nuclews (Aravamuthan et al 2008) Valencis et al 2014) - 1o increase
mlwmnmnﬂmhﬂemﬂmh&gbhmmwm A future, more functional
analysis may explore this issue further.

In conclusion, within the limitations of an acute MPTP mouse model of Parkinson's disesse, our results provide some key insights into
thNlrdw-n.hyhgmrth‘hmmdmmh:thm Mbrmdt}m-m:

window for NIr, with comparable benefits - namely, reductions in clinical impsirment and magnitudes of neuraprotection - being evident
whan NI was applied sither several days before, at the same tme or several daﬁafarmnmimt.w showed Isnthaﬂurm
fazmmdlmg-lasﬂng with clinleal Improvements being evident almost immediately after application and lasting for several days
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Fig 1. Outline of the different experimental groups, Mice were sdministersd single MPTP
(or saline) injections (25mg/kg esch) on S5d 2nd 6d and on the particdar days that they
were Nli-trested, two exposures were given, approximataly six hours apart, each lasting
90sec using s WARP-LED, For each MPTP-NIr groups, thers was a comesponding Saline-
NI group, that hed the seme patterns of Nir trestments and time fines. except that
saline injections were made instead of MPTP injections, Note that the majority of groups
were perfused on 13d, while some groups (MPTP MPTP=NIr ad MPTP-NIr} had mice that
were perfused on either 5.5d or 7.5d as well. These shorter survival periods were used to
compare cell number at different stages of the experimental period, The asterisk®
dagubsﬂndmdwﬁmmexhofhdﬂwﬂm
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Fig 2. (A) Our application of NIr to mice. The LED was held over the mouse’s head for 90s (for a single exposure). In general, the
mice were very calm in the restrained position, partiadarly when the Nir LED was switched on. (B) Schematic diagram of coronat
section, corresponding to plates 58-59 of mouse atlas (Paxinos and Franklin, 2001), from where the photomicrographs were taken
(anmow; bteral regions, shaded). (C-D) Photomicrographs of TH* cells in the SNc of the Saline (C), MPTP (D), NIr-MPTP (E; pre-
treatment) and MPTP=NIr (F; simultaneous-treatment) groups (13d survival). The patterns of morphology in the other MPTP-NIr-
treated groups were simiar to those shown in (E) and (F), hence not shown; furthes, patterns in the corresponding groups on 5.5d
and 7.5d, were similar to those on 13d. Photomicrographs were taken from a lateral region for each group (indicated by arrow in B).
There were fewer TH* celis and more degenerating axonal profiles (arrow D) in the SNc of the MPTP group than in the other
groups. ANl figures are of coronal sections; dorsal to top and lateral to right. Scale bar = 100um.
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Fig 4, Graph showing the estimuted total number of TH+ odlls in the SN in sach of the experimental on 13d (black colurmns),
75¢(bluedumxsluni§Sd[wmmtmlﬂemnbauf:dknnhsdmanduﬂﬂirm e groups were similar and
hence Wdc&-nh%g:&mbﬁdmnllhndww s-rnewmvaiMm
pertoul thrMWm*ﬂ were evident in the MPTP giouwp on 5.5d.
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En résumé, nous montrons dans cette étude que :

1-

Un prétraitement jusqu’a 48 h avant Iintoxication au MPTP induit une protection
dopaminergique équivalente a un traitement simultané (20 % de cellules protégées par
rapport au groupe MPTP). Ceci implique que, dans nos conditions expérimentales, la
lumiére a 670 nm induit un effet biologique a long terme d’au moins 48 h.

Un post-traitement a un effet a court terme sur les performances motrices des animaux (20
minutes). Précisément, les souris du groupe post-traité présentent une perte de leur activité
motrice équivalente aux souris MPTP (60 % de perte, J6). 20 minutes apres le traitement
lumineux, ces mémes souris présentent une activité motrice similaire aux souris salines,
prétraitées et traités simultanément au MPTP (J7).

Augmenter la quantité globale d’énergie lumineuse en augmentant le nombre de jours de
traitement n’apporte pas de bénéfice particulier, dans nos conditions expérimentales. En
effet, les souris des groupes bénéficiant de 4 ou 6 jours d’illumination ne présentent ni une
activité motrice, ni un nombre de cellules dopaminergiques TH' supérieurs aux groupes

prétraités et traités simultanément (2 jours d’illumination).
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V.3.3. Influence de la quantité de lumiére sur I'efficacité thérapeutique

Cette campagne expérimentale a été congue pour permettre une analyse croisée de I’influence
de la puissance optique (P), de la durée d’illumination (Du), et donc de la quantit¢ d’¢énergie délivrée

(Eop) (n = 6 par groupe, soit 120 animaux en tout).

A toutes fins utiles, nous rappelons ici ’équation reliant ces trois paramétres :
P X Du = Eop

Avec la puissance P (Waits), la durée Du (secondes) et I’énergie optique E,, (Joules).
L’ensemble des puissances et durée utilisées, et des énergies délivrées résultantes, est rappelé Tableau

IV-2.
Les deux questions centrales dans cette campagne sont :

1- Y a-t-il une corrélation entre la quantité d’énergie globale délivrée lors d’un flash
lumineux et ’efficacité thérapeutique ?
2- Quelle est la fenétre thérapeutique ecfficace, entrc puissance optique et durée

d’illumination d’un seul flash ?

V.3.3.1. Corrélation _entre quantité d’énergie lumineuse et efficacité

thérapeutique

V.3.3.1.1. Analyse comportementale

La Figure V-21 représente Pefficacité thérapeutique du traitement lumineux, sur I’activité

motrice des souris MPTP, en fonction que la quantité d’énergie délivrée lors d’un flash lumineux.
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On remarque qu’il n’y a pas de corrélation entre ces deux parametres (R* =
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Figure V-21 : Efficacité thérapeutique
quantité d’énergie délivrée en un seul flash.

RESULTATS

* R = SE:0S
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). Autrement

dit, la quantité globale d’énergie délivrée lors d’un flash lumineux n’influe pas sur Defficacité

thérapeutique, sur le plan comportemental, dans nos conditions.

Analyse histologique

La Figure V-22 représente I’efficacité thérapeutique du traitement lumineux, sur I’immuno-

réactivité TH des souris MPTP, en fonction de la quantité d’énergie délivrée lors d’un flash lumineux.
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quantité d’énergie délivrée en un seul flash,

On remarque une tendance a I’augmentation de Pefficacité avec I’augmentation de la quantité
d’énergie. Cette tendance n’est toutefois pas soutenue par une corrélation mathématique (R* = 0,0711).
Autrement dit, de méme que pour Iactivité motrice, la quantité globale d’énergie délivrée lors d’un
flash lumineux ne semble pas influer sur Pefficacité thérapeutique, sur le plan histologique, dans nos

conditions.

120



RESULTATS

V.3.3.2. Efficacité croisée entre puissance optique et durée d'une seule

illumination

V.3.3.2.1. Analyse comportementale

La Figure V-23 et le Tableau V-1 représentent I’efficacité thérapeutique sur I’activité motrice
d’une illumination & 670 nm, en fonction de la puissance optique délivrée (P) et de la durée de
délivrance (Du). On remarque qu’il existe une fenétre thérapeutique efficace, au sein de laquelle la
relation puissance optique et durée d’illumination est adéquate pour préserver I’activité motrice des
souris de la 1ésion MPTP (> a 25 % d’efficacité, p<0,05 par rapport au groupe MPTP, encadré en
pointillés). Au sein de cette zone, une fenétre d’efficacité accrue se démarque (> a 40 % d’efficacité,

p<0,01, encadré en noir épais).

90

~
(=]

8

40

Puissance optique (mW)
8

20

10

10 100

Durée (secondes)

de la durée de délivrance). La zone cerclée de noir pointillé représente la fenétre thérapeutique
ayant une efficacité supérieure & 25 % (p < 0,05). La zone cerclée de noir pointillé représente la
fenétre thérapeutique ayant une efficacité supérieure & 40 % (p <0,01).
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Durée (s)
Efficaclté
g =
2
2 E
&
Tableau V-1: Représentation tabulair I ité thérapeutique d’une illumination & 670 nm_sur
Pactivité motrice des souris (en fonction de uissance délivrée et de la duré livran La fenétre thérapeutique

encadrée de noir pointillé représente la fenétre thérapeutique ayant une efficacité supérieure a 25 % (p < 0,05). La fenétre

thérapeutique encadrée de noir épais représente la fenétre thérapeutique ayant une efficacité supérieure a4 40 % (p < 0,01).

V.3.3.2.2. Analyse histologique

La Figure V-24 et le Tableau V-2 représentent ’efficacité thérapeutique sur le nombre de
cellules TH" dans la SNc d’une illumination a 670 nm, en fonction de la puissance optique délivrée (P)
et de la durée de délivrance (Du). On remarque, comme pour le comportement, qu’il existe une fenétre
thérapeutique efficace, au sein de laquelle la relation puissance optique et durée d’illumination est
adéquate pour préserver les cellules dopaminergiques des souris de la lésion MPTP (> a 50 %
d’efficacité, p<0,01 par rapport au groupe MPTP, encadré en pointillés). Au sein de cette zone,
apparait une seconde fenétre d’intérét, avec une efficacité thérapeutique supérieure a 85 % (p<0,001

par rapport au groupe MPTP, encadré en noir épais).
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La zone cerclee de noir pomtl]le represente la fenetre
thérapeutique ayant une efficacité supérieure a 50 % (p < 0,01). La zone cerclée de noir pointillé
représente la fenétre thérapeutique ayant une efficacité supérieure a 85 % (p < 0,001).

(mw)

Puissance

Durée (s)
90 180 900
58% 56%
68%

M La fenetre therapeuthue encadree de noir pomtllle representela fenetre therapeuthue ayant une efﬁcacne
supérieure 2 50 % (p < 0,01). La fenétre thérapeutique encadrée de noir épais représente la fenétre thérapeutique ayant une
efficacité supérieure a 85 % (p < 0,001).
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En résumé de cette étude, nous montrons que la quantité globale d’énergie optique appliquée
ne joue pas de role notable (dans nos conditions expérimentales) sur I’efficacité thérapeutique. En
contrepartie, il existe une fenétre thérapeutique efficace, impliquant la durée d’illumination (un seul
flash) et la puissance optique délivrée. Nous pouvons écrire I’efficacité thérapeutique E de la fagon

sulvante
Er = Du € {45;180} N P € {15;90}
Avec Duenset Pen mW.

Compte-tenu de I’objectif principal de cette étude, a savoir déterminer les paramétres
d’illumination apportant le maximum d’efficacité, il convient de réduire la fenétre proposée

précédemment a une fenétre d’efficacité accrue Erppay
Eypmax = Du € {90;180} N P € {15;90}
AvecDuensetP en mW.

Ermax cotrespond a une efficacité supérieure & 85 % sur la protection des cellules TH' et

supérieure a 40 % sur Iactivité motrice.
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VI. DISCUSSION GENERALE

VI.1. DEVELOPPEMENT DU DISPOSITIF IMPLANTE D'ILLUMINATION

INTRACEREBRALE CHRONIQUE CHEZ LE RAT

Avant mon arrivée, un dispositif implantable pour rongeurs (souris), avec alimentation

200

électrique déportée existait déja au laboratoire” . Toutefois, celui-ci était calibré pour un encéphale de

souris. Il présentait plusieurs inconvénients techniques dont il fallait s’affranchir :

1- Volume et masse du dispositif trop importants pour un rongeur.

2- Fils d’alimentation électrique traversant dans le dos de [I’animal: difficulté de
manipulation, risques élevés d’infection.

3- Pas de connectique modulable et robuste pour permettre de détacher I"animal et lui
autoriser une libre mouvance pendant les études comportementales.

4- L’animal peut s’emméler dans les fils électriques : danger pour I’animal et robustesse a

long-terme limitée.

L’implant adapté aux rats, illustré Figure V-7B, présente I’avantage de pouvoir étre stérilisé en
autoclave, ce qui réduit grandement les risques d’infection pour I’animal. D’autre part, la sortie des
cables d’alimentation au niveau du dos (Figure V-7A) a été remplacée par une connectique courte,
incluse dans du ciment, directement au niveau du crine (Figure V-7C, D). En effet, la solution choisie
pour les souris favorisait les infections d’une part, et réduisait la liberté de mouvements d’autre part.
Le fait d’avoir une connectique directement sur la téte permet un nettoyage facile, sans anesthésie du

rat et limite au maximum la géne occasionnée dans ses mouvements.

De plus, cette connectique permet de brancher et débrancher I’implant a une source
d’alimentation électrique sans contraindre ’animal. En effet, nous avons développé une potence
d’alimentation (Figure V-15) laissant une liberté de mouvements maximum a I’animal en conditions
d’hébergements. Cette potence présente trois degrés de liberté afin que 1’animal subisse un minimum
de contraintes dans ses déplacements. Elle posséde une tension verticale suffisamment faible pour ne
pas géner I’animal, mais assez importante pour se relever des que ’animal se met en position
verticale ; ceci lui évite de s’emméler dans les cables auxquels il n’a, de cette fagon, pas acces. Nous
avons d’autre part montré que I’hébergement des animaux sur une durée de 23 jours dans ces
conditions expérimentales n’altére pas leurs conditions cliniques au cours du temps (section V.1.2.5).

Aucun stress comportemental notable n’a par ailleurs été observé lors de la manipulation des rats
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branchés aux potences, en comparaison a des animaux hébergés en condition classique (observation

non quantifiée).

Un point central du développement de la potence a été celui de sa robustesse. En effet, les rats
sont des animaux beaucoup plus lourds et puissants que les souris. Il a donc fallu utiliser des matériaux

résistants a la force de ces animaux :

1- Tube de blindage des cables électriques en métal avec gainage en plastique dur (Figure
V-15Ac) pour résister aux coups de dents éventuels.

2- Colle DP110 en renfort, au niveau du connecteur de la potence, avec une surcouche en
silicone souple, pour augmenter la résistance aux torsions induites par les mouvements de
téte du rat.

3- Ajout d’un rivet de sureté sur le connecteur coté potence, pour empécher le rat de se

déconnecter par lui-méme.

Au niveau de I’implantation, des adaptations ont également eu lieu pour solidifier la tenue de

I’implant sur fe créne :

1- Pose de vis au niveau des tempes en plus des 3 vis sur le dessus du crane, pour éviter
I’arrachage de I’implant, avec le ciment dentaire.
2- Rallonge de la tige de manipulation pour une meilleure ergonomie pendant I’acte

chirurgical.

Concernant [’alimentation électrique des implants, nous avons réalisé des bornes

d’alimentation permettant d’apporter un courant électrique modulable a 5 rats en méme temps.

Ce systéme d’illumination pourrait étre encore amélioré. En effet, si une connectique au
niveau de la téte semble adaptée a nos conditions expérimentales, il est évident qu’un dispositif
totalement implanté, avec une alimentation électrique non transcutanée serait préférable. Toutefois,
notre cahier des charges en termes de puissance électrique (20 mW) pour délivrer une puissance
optique en sortie d’implant suffisante (160 pW) et stable sur une durée de 23 jours était trés stricte. Il
n’existe pas, a notre connaissance, de pile ou batterie permettant d’apporter une telle puissance
pendant aussi longtemps, et suffisamment petite pour étre implantable chez le rat. Nous avons donc

opté pour une alimentation déportée.

D’autre part, au niveau des matériaux utilisés, I’implant que nous avons développé ne mime
pas I’implant développé en parallele pour les primates non humains (PNH). On ne peut donc pas faire
de relation en termes de tolérance entre ces deux espéces. Notons que ce n’était pas I’objectif de cet

implant rat. Il avait pour but de délivrer une illumination a puissance et durée contrdlables, afin
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d’apporter une preuve de concept de la faisabilit¢ d’une telle implantation, et du potentiel
neuroprotecteur d’une illumination intracérébrale chez le rat. Notre implant, dans sa version présentée

ici, a parfaitement répondu a cet objectif.
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L’objectif ici est de connaitre la distance de pénétration de la lumiére proche infrarouge dans
les tissus cérébraux. Autrement dit, nous cherchons & connaitre la quantité du signal lumineux restant
aprés une distance donnée parcourue par celui-ci. En effet, s’il est aisé de mesurer la puissance optique
délivrée en sortie du dispositif d’illumination, déterminer avec précision la quantité de lumicre recue

par les zones cérébrales cibles s’avére plus compliqué.

Nous estimons ici qu’environ 62 % de la lumiére a 670 nm est perdue par mitlimetre de tissu
traversé chez le rat (Figure V-8). Il ne s’agit que d’une estimation, mais celle-ci s’approche de celle

effectuée par Moro et al, en 2014*"

chez la souris (65 % de perte par mm) avec une méthode similaire
a la notre. Cette similarité entre les deux espéces peut s’expliquer par des coefficients de diffusion
dans le cerveau similaires ([g souris = 11,2 mm’' et Us rat = 10,3 mm ' )**. En effet, la perte de signal
lumineux dans les tissus traversés est, entre autres, due a I’absorption et a la diffusion de la lumiére par
ces tissus. Le coefficient d’absorption illustre la propriété du tissu a absorber toute ou partie de la
lumiére qui le traverse ; plus ce coefficient est élevé, plus le tissu absorbe et moins le signal lumineux
sortant du tissu est élevé, par rapport au signal lumineux qui y ¢tait entré.

coefficient d’absorption a un impact direct sur la capacité d’un signal lumineux a pénétrer
profondément dans un tissu biologique, le coefficient de diffusion semble jouer un role plus important
encore. En effet, la diffusion est la propriété d’un tissu a dévier la lumiere de sa trajectoire d’origine.
La lumiére est déviée par chaque portion de tissu traversée. Ainsi, dans un volume, comme le cerveau,
statistiquement, la lumiére finit par atteindre la cible voulue, mais par le biais d’une trajectoire déviée.
En effet, plus le coellicient de diffusion est €levé, plus cette trajectoire est longue. Or, plus la
trajectoire est longue, plus la lumiére subit I’effet de I’absorption par les tissus. Ainsi, un trés fort
coefficient de diffusion, quelles que soient les propriétés d’absorption du tissu, provoque une forte
perte lumineuse. Autrement dit, un tissu, méme faiblement absorbant, s’il est traversé une multitude de
fois (forte diffusion) finit par absorber une grande quantité du signal lumineux qui le traverse. Dans
notre cas, les coefficients de diffusion chez le rat et la souris sont similaires, ce qui peut expliquer la

similarité entre nos résultats de perte lumineuse et ceux de Moro et al 2014™.

La perte lumineuse aprées quelques millimetres est importante, d’ol notre volonté, chez le rat
6-OHDA, d’apporter une solution d’illumination intracérébrale en prévision du transfert de notre
thérapeutique chez I’humain. La puissance optique nécessaire a apporter aux substances noires chez
I’humain n’est pas connue a ce jour. De plus, les coefficients de diffusion chez ’humain (py = 3-4
mm ')**' sont nettement inférieurs a ceux des rongeurs. Il est donc possible que la perte lumineuse en
fonction de la distance traversée soit inférieure chez ’humain, par rapport aux rongeurs. Toutefois, il y

a une distance de plusieurs centimétres entre la substance noire d’un patient parkinsonien et ’extérieur
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de son crane (~ 9 cm). Dans le cas d’une illumination extra-cérébrale, la puissance optique & délivrer
en sortie de dispositif pourrait devoir étre si importante qu’elle engendrerait des effets secondaires non
négligeables : 1ésions thermiques, 1ésions oculaires, etc. Une illumination intracérébrale chez I’humain

semble donc plus appropriée qu’une illumination extra-cérébrale.

De fagon 2 introduire une certaine reproductibilité dans nos résultats, nous avons souhaité que
le dispositif d’illumination intracérébrale développé pour le rat (voir section V.1.2) apporte une
puissance optique aux substances noires du rat équivalente a celle délivrée aux substances noires de la
souris par le dispositif d’illumination externe utilisé dans les études préalables de notre
équipe ‘™' Qur la base de notre estimation de 62 % de perte par millimétre, nous obtenons le

tableau suivant de puissance optique délivrée dans la substance noire :

. Puissance
. . Puissance en . . A
5 Dispositif . Distance a estimée recue
Espece e e m sortie de
d’illumination . o traverser (mm) par les SN
dispositif (mW)

(nW)

Souris Extra-cérébral 30 8 ~15

Rat Intracérébral 0,16 2,5 ~15
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VI.3. SECURITE THERMIQUE DE L'ILLUMINATION INTRACEREBRALE

Toute implantation intracérébrale chronique pose la question de la production thermique du

dispositif implanté et des risques de 1ésions liées & son fonctionnement.

Qualitativement, nous montrons section V.1.2.3 que les variations thermiques ducs a

I’illumination :

1- Dépendent de la puissance optique appliquée. En effet, I’augmentation de la température
est linéaire a I’augmentation de la puissance optique. De méme, la diffusion de la chaleur
induite dans les tissus cérébraux est d’autant plus importante que la puissance optique est
élevée. De plus, cette flaque de diffusion est relativement sphérique et ne semble donc pas
dépendre des structures cérébrales traversées.

2- Ne dépendent pas du temps d’illumination. En effet, nos résultats montrent que
I’échauffement se met en place des le début de I’illumination (quelques dizaines de
seconde). Suite & cela, aussi bien la température que la diffusion thermique restent stables,
pendant au moins 30 minutes, avant de revenir au niveau de base, quelques secondes aprés

I’arrét de I’illumination.

Du point de vue quantitatif, dans nos conditions expérimentales, & savoir avec une fibre
optique de 300 um de diamétre, nous parvenons a illuminer a 670 nm jusqu’a une puissance optique
de 15 mW en sortie de fibre sans provoquer d’échauffement chronique et local supérieur a 2 °C
(norme 45502-2-1, article 1). Cette augmentation est limitée a | °C avec une illumination jusqu’a 5
mW optiques. Ces 5 mW sont a comparer aux 0,16 mW délivrés par Iimplant rat (voir section
précédente) dans le protocole d’évaluation du potentiel thérapeutique d’une illumination
intracérébrale. Ces 0,16 mW en sortie de fibre sont suffisants pour induire une neuroprotection chez le
rat 6-OHDA (voir section VL5). Il existe donc une marge de sécurité thermique importante entre la
puissance efficace chez le rat (0,16 mW) et la puissance maximum applicable dans les mémes

conditions (5 mW).

Notons par ailleurs qu’a seulement deux millimetres de distance du point le plus chaud, la
température est déja sous le seuil des 2 °C d’augmentation, méme avec une augmentation maximum
d’environ 8 °C (voir Figure V-13 et Figure V-14, 115 mW). Cette bonne capacité de dispersion de la
chaleur par les tissus, méme lors d’une forte augmentation de la température peut s’expliquer par la
perfusion sanguine. En effet, la circulation sanguine agit comme régulateur thermique corporel. Cette
propriété est trés présente chez les rongeurs qui régulent leur température corporelle par une perfusion

242

plus ou moins importante des tissus périphériques de leur queue™ . Un fonctionnement semblable

existe au niveau cérébral chez les mammiferes, de facon a limiter les risques de 1ésion de la barriére
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hémato-encéphalique®®. Le sang frais (~ 38 °C chez le rat) irrigue les tissus en hyperthermie ; il
absorbe une partie de la chaleur du tissu et I’évacue hors du cerveau. Ce mécanisme est probablement
un systéme de défense a court terme contre I’hyperthermie cérébrale. Nos résultats de dispersion de la

chaleur a distance du point le plus chaud en sont un bon exemple.

Dans I’objectif de I’essai clinique, il semble intéressant et nécessaire de confirmer nos
résultats quantitatifs sur des espéces taxonomiquement plus proches de I’humain, tels que les PNH,
afin de déterminer si les valeurs obtenues sont extrapolables d’une espeéce a I’autre. D’autre part, une
modification de la fibre optique, (entre autres de son diametre ou I’ajout d’un diffuseur optique),
induirait une modification de la densité de puissance optique, a puissance délivrée égale, ce qui peut

engendrer des résultats différents des notres.
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VI.4. INTE T DES ES D'E TILISES

VI.4.1. Validation des modeles utilisés
Nous avons choisi, dans ce travail de thése, d’utiliser deux modéles neurotoxiques de la
maladie de Parkinson pour évaluer le potentiel neuroprotecteur d’une illumination proche infrarouge :

la souris MPTP et le rat 6-OHDA.

La premiére question soulevée est celle de la validité de ces deux modeles dans notre approche
scientifique. En effet, dans la mesure ot nous cherchons a évaluer le potentiel protecteur de la lumiere
proche infrarouge a la fois d’un point de vue moteur et histologique, il est nécessaire de travailler avec
des modéles animaux présentant une perte dopaminergique et des troubles moteurs mimant la maladie

de Parkinson.

Nous étudierons les deux modéles animaux utilisés séparément :

Vi4.1.1. Le modéle aigu MPTP souris

Nous avons choisi dans notre étude un modéle aigu, sévére de la maladie de Parkinson, a
raison de 2 injections de 25 mg/kg de MPTP & 24 heures d’intervalle. Ce modele est similaire a celui
utilis¢é dans plusieurs études ayant démontré son intérét dans la recherche préclinique de nouvelles
thérapies de la maladie de Parkinson’*****. Nous avons observé dans nos différentes études une mort
neuronale de I’ordre de 45/50 %, 7 jours aprés la premiére injection (Figure V-2). [l s’agit d’un taux
similaire a celui montré dans plusieurs études utilisant le méme protocole d’injection' #1920 Ce

taux présente ’avantage d’étre assez important pour induire un déficit moteur marqué et observable,

tout en restant suffisamment limité pour qu’il reste encore des cellules dopaminergiques a protéger.

Une étude est en cours pour déterminer la dynamique d’évolution de la lésion dopaminergique
sur la semaine que dure notre protocole MPTP. Les résultats seront présentés lors de la soutenance de

thése, et ajoutés au manuscrit ultérieurement.

Concernant les déficits moteurs dans notre modéle MPTP, nous obtenons une perte de
I’activité locomotrice pouvant aller jusqu’a 70 % dans toutes nos études. [l s’agit d’un niveau de
troubles moteurs sévére, déja observé par des études précédentesl%. Avec le présent protocole
d’injection, les souris sont gravement atteintes sur le plan moteur, des les minutes qui suivent la
premiére injection de MPTP. Ceci permet d’étudier les bénéfices moteurs apportés par une

thérapeutique dés le début du protocole d’injection.
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Ces résultats confirment I’intérét de notre modéle MPTP aigu dans I’étude du potentiel

neuroprotecteur de la lumiére proche infrarouge dans la maladie de Parkinson.

Il existe toutefois plusieurs inconvénients a travailler avec un modeéle MPTP aigu. Le premier
est la toxicité aiglic du MPTP & forte dose. En effet, Jackson-Lewis et al'’' ont montré une
neurotoxicité périphérique accompagnée d’une cardiotoxicité pouvant conduire a la mort de ’animal,
a de telles doses de MPTP. Sur ’ensemble des trois années de thése, nous avons en effet perdu 10
souris par mort subite, dans les secondes qui suivirent I’injection de MPTP. I1 est fort probable que ces

décés soient dus a la cardiotoxicité du MPTP a forte dose.

Un second inconvénient d’un protocole d’injection aigu est la récupération spontanée apres
quelques jours des animaux. En effet, dans la majorité de nos études, nous avons remarqué une
récupération fonctionnelle des animaux MPTP aprés 8 jours (voir Figure V-1). Ce phénomene est bien
connu des modéles aigus MPTP**. Si un modéle aigu permet une mise en place trés rapide de la
pathologie chez la souris, il ne permet pas de réaliser d’études sur un terme supérieur a quelques jours,
et ne mime donc pas parfaitement la pathologie humaine. De plus, cette récupération fonctionnelle
rapide nécessite d’analyser les résultats des études comparatives de paramétres de mise en jeu des

stratégies thérapeutiques avec prudence.

D’autre part, la présence d’a-synucléine dans les modéles MPTP est controversée ; ces
agrégats ne ressemblent pas aux corps de Lewy de la maladie de Parkinson'®. D’autre part, ces
agrégats n’ont, a notre connaissance, jamais été observés dans des modeles aigus MPTP. Notre modele

ne fait pas exception sur ce point.

Un modéle plus chronique, basé sur des injections de MPTP moins dosées, mais sur un temps
plus long, induit une plus forte variabilité interindividuelle au niveau comportemental et histologique.
Dans nos études, nous avons observé une bonne homogénéité dans nos groupes d’étude, aussi bien sur
le plan histologique (nombre de cellules TH' : 7800 +/- 600), qu’au niveau de I’activité locomotrice (a

MPTP J1 : activité = 41 % +/- 6 % ; a MPTP J2 : activité = 36 % +/- 6 %).

Dans cette thése, nous n’avons pas exploré la possibilit¢é de pratiquer des injections
intraveineuses et non intrapéritonéales de MPTP. En effet, avec ce type de protocole, il est possible
d’obtenir un modéle unilatéral (injection dans la carotide) de la maladie, mais la toxicité

cardiovasculaire est exacerbée, ce qui n’est pas en faveur de son utilisation.

Malgré I’intérét que représentent les différents modéles MPTP chez la souris, aucune ne mime
parfaitement la pathologie humaine. Ce fait doit étre connu et intégré avant toute étude basée sur ces
modéles. Néanmoins, la souris MPTP reste un des modéles de choix pour des études sur le potentiel

neuroprotecteur d’une nouvelle stratégie médicale.
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V14.1.2. Le modéle 6-OHDA rat

Le modéle 6-OHDA que nous avons choisi est un mod¢le hémi-parkinsonien, avec injection
dans le striatum. En effet, dans la mesure ou la 6-OHDA est hydrosoluble et ne traverse pas la barriere
hémato-encéphalique, une injection intracérébrale par chirurgie stéréotaxique est certes requise, mais
permet de pratiquer une hémi-Iésion. Le mode¢le unilatéral 6-OHDA profite de cette propriété de la
toxine. En effet, une injection unilatérale dans le striatum des rats engendre une Iésion retro-induite de
la substance noire ipsilatérale a I’injection. Cependant, ni le striatum, ni la substance noire
controlatérale ne présenteront de lésion. Ainsi, on obtient un rat hémi-parkinsonien ou il est possible
de comparer I’hémisphére Iésé a 1’hémisphere sain. Chaque individu peut alors étre son propre

controle.

D’autre part, cette propriété¢ permet une meilleure survie des animaux. En effet, une 1ésion
bilatérale réduit significativement I’espérance de vie des rats 1€sés, car les symptomes moteurs sont

. . A 247
trop importants pour leur permettre de s’alimenter et s’abreuver correctement par eux-mémes” .
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1- Directement dans la substance noire compacte, ol se trouvent les corps cellulaires
dopaminergiques touchées dans la maladie de Parkinson. Ce site d’injection permet de
provoquer une lésion directe des neurones dopaminergiques, mais comprend un risque non
négligeable de Iésion mécanique de la substance noire. Dans le cas d’un travail sur la
neuroprotection de la substance noire, précisément, nous ne pouvions pas nous permettre
de risquer des lésions mécaniques dans cette zone, ce qui aurait pu biaiser nos résultats.

2- Dans le mfb, par lequel passent les projections nerveuses nigrostriées. Une injection dans
cette région évite le risque de 1€sion mécanique de la substance noire. Toutefois, la mort
neuronale induite par une injection dans le mfb est majeure, voire trop importante pour
qu’une éventuelle neuroprotection ait le temps d’agir. En d’autres termes, il doit rester des
neurones a protéger pour envisager une neuroprotection. Ce site d’injection n’était donc
pas adéquat & une étude de principe sur le potentiel neuroprotecteur de la lumiére proche
infrarouge chez le rat 6-OHDA.

3- Dans le striatum, au niveau des terminaisons nerveuses de la voie dopaminergique nigro-
striée. Une injection dans cette région provoque une lésion de ’ordre de 30/40 %'*, ce qui
est 1égérement supérieur aux 25 % de perte que nous avons observé. Cette 1ésion n’est pas
majeure, mais suffisante pour déterminer le potentiel neuroprotecteur d’une nouvelle
thérapeutique. C’est donc ce mode d’injection que nous avons choisi, a raison d’une seule

injection de 4 pl. a 7,5 pg/ul. de 6-OHDA. 11 s’agit du protocole d’injection utilisé par
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1'*. Par ailleurs, nous avons observé une perte de cellules TH', mais également

Piallat et a
des cellules colorées au Nissl. Ceci est en faveur d’une Iésion neuronale compléte, et pas

seulement fonctionnelle.

L’un des avantages principaux de ce modéle, pour notre €tude, est qu’il est sensible a
I’apomorphine. En effet, ’Tapomorphine est une molécule couramment utilisée en clinique pour traiter
les symptdmes moteurs des patients parkinsoniens. Chez le rat 6-OHDA, du fait de ["hypersensibilité
de dénervation due a Iésion dans le striatum 1ésé, on observe un comportement rotatoire controlatéral a
la Iésion, sous apomorphine. Il s’agit d’un comportement présent dans notre mod¢le, et qui permet
d’avoir une bonne idée du niveau de Iésion d’un animal, puisque le comportement rotatoire est li¢ a
celui-ci. Cette hypersensibilité est progressive et s’installe dans un intervalle de temps d’environ 3
semaines'>*. Dans cette thése, nous avons limité I’étude & 3 semaines également ; toutefois, il semble

que I’augmentation du nombre de tours n’avait pas encore atteint son plateau (Figure V-4).

En résumé, notre modele unilatéral 6-OHDA permet d’étudier I’'impact d’une nouvelle
thérapeutique sur 1 — la survie neuronale, 2 — le comportement rotatoire a un moment donné, mais

aussi 3 — sur I’évolution dans le temps de I’intensité de ce comportement.

Dans le cadre de notre étude, I’un des inconvénients majeurs de ce modele réside dans son
faible pouvoir 1ésionnel. En effet, les animaux parviennent a compenser leur hémi-déficit moteur avec
leur hémicorps sain. Ceci rend compliqué une étude des performances motrices sur les animaux par
open field par exemple. Le stepping test'”® est un test de plus en plus couramment utilisé pour étudier
les performances motrices des rats 6-OHDA. Toutefois, puisque 1 — il nécessite un entrainement
conséquent des animaux, et 2 — le véritable marqueur d’intérét de ce travail est le comptage neuronal
dans la substance noire, nous avons choisi de ne pas le réaliser sur nos rats, et d’étudier le
comportement rotatoire sous apomorphine. Ce test reste celui de référence dans le cas d’un protocole
impliquant des rats hémi-parkinsoniens. D’autre part, nous souhaitions ne pas risquer de biaiser nos

résultats avec un éventuel apprentissage des tests comportementaux par les rats.

VI4.2. La lumiére proche infrarouge n’influe pas sur l'activité de la MAO-B et de

DAT, in vitro
Il s’agit ici de s’assurer que la neuroprotection des cellules dopaminergiques et [’amélioration
comportementale observée sur ces deux modeles, grice a la lumicre proche infrarouge, est bien un
effet thérapeutique de celle-ci, et pas un artefact des modeéles. Autrement dit, nous devions confirmer
que la lumiére proche infrarouge n’altére pas les mécanismes d’assimilation du MPTP et de la 6-
OHDA. Le MPTP, aprés avoir traversé la barriére hémato-encéphalique, est oxydé en MPDP" par la

MAO-B, puis s’oxyde spontanément en MPP", ce qui lui permet d’étre internalisé dans les neurones
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dopaminergiques par le transporteur DAT. Pour que notre modele soit valide, on comprend bien que la

lumiére proche infrarouge ne doit pas modifier I’activité ni de [a MAO-B, ni de DAT.

D’autre part, DAT est également impliqué dans I’internalisation de la 6-OHDA dans les

neurones dopaminergiques.

Notre équipe d’accueil a montré que la lumicre proche infrarouge a une puissance optique de
30 mW (puissance en sortie de dispositif d’illumination externe chez la souris MPTP) ne dénaturait

pas le MPTP en solution injectable (données non publiées).

D’autre part, nos résultats Figure V-5 et Figure V-6 montrent, in vitro, a température
physiologique (37 °C), que la lumiére proche infrarouge a 670 et a 810 nm, a une puissance de 160
uW optiques, ne modifie pas Iactivité ni de la MAO-B, ni de DAT. Comme vu dans la section VI.2,
cette puissance optique en sortie de fibre apporte une puissance résiduelle, dans le milieu d’étude,
estimée équivalente a celle regue par les neurones dopaminergiques de la substance noire, aussi bien
chez les souris MPTP que chez les rats 6-OHDA. Dans leur ensemble, ces résultats nous permettent de
penser que la lumiére proche infrarouge n’agit pas sur les mécanismes d’assimilation des
neurotoxines. Ainsi, aussi bien le MPTP que la 6-OHDA jouent leur réle toxique et induisent une
destruciion des neurones dopaminergiques de la substance noire des animaux, accompagnée des
troubles moteurs propres a ces modeles. La préservation de ces neurones, et la réduction des troubles
moteurs semblent donc bien étre dues a un effet neuroprotecteur de la lumiére proche infrarouge sur

les cellules [ésées des rongeurs.

De plus, nous avons montré (section V.3.2) qu’une illumination 48 heures apres I’injection de
MPTP restaure efficacement les capacités motrices des souris, et préserve les neurones
dopaminergiques restants. Ceci tend a confirmer que le fait d’injecter le MPTP, puis d’illuminer dans
les minutes qui suivent (application du MPTP ct de la lumicre quasi-simultanée) n’est pas un biais

expérimental.

En résumé, toutes ces données confirment 1 — la validité des résultats obtenus par mon équipe

d’accueil, et 2 — la pertinence des modeles animaux choisis pour le présent travail.
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VL5. T ¢ : ’ MINATION PROCHE INFRAR E

DANS LA MALAD E KINSON

L’un des objectifs principaux de ma theése est de valider le potentiel neuroprotecteur d’une
illumination proche infrarouge dans la maladie de Parkinson. Les premiéres études in vitro qui ont
montré le potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi ont rapporté une diminution de la mort neuronale,
une augmentation du taux d’ATP cellulaire et une diminution du taux de marqueurs du stress oxydatif
intra et extracellulaire. Ces études ont €té réalisées sur les neurones striataux et corticaux de rats, apres

209,218

et Y r z 19 4 4 L] h
exposition a la roténone ou au MPP . Plus récemment, Shaw et al'” ont démontré in vivo le

potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi dans un mod¢le souris MPTP aigu. Plusieurs études ont

146,195,199,200

confirmé ces résultats, sur des modeles MPTP aigus ou chroniques'** de la maladie.

Nous venons conforter ces études en montrant sur plusieurs modeles de la maladie, sur
plusieurs especes, et a travers plusieurs paradigmes expérimentaux, le potentiel neuroprotecteur de la
LLLTpi. En effet, nous confirmons la capacité des lumicres a 670 et 810 nm a d’une patt protéger les
neurones dopaminergiques, mais également améliorer les capacités motrices des souris MPTP. Nous
avons ¢galement montré ce potentiel chez le rat (section V.2.1), lors d’une illumination intracérébrale

4" avaient déja

a 670 nm, aussi bien au niveau histologique, que comportemental. Moro et al, 201
apporté une preuve de faisabilité d’une telle illumination intracérébrale et de sa pertinence, sur un
modéle MPTP souris, pour la protection des neurones dopaminergiques, mais n’avait pas confirmé ces
résultats sur le plan comportemental. A notre connaissance, notre ¢tude sur le rat 6-OHDA est donc la

premiere & montrer :

1- La faisabilité d’une illumination continue intracérébrale chez le rat pendant 23 jours.

2- Le potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi sur un modele 6-OHDA rat de la maladie de
Parkinson.

3- Une diminution du comportement rotatoire sous apomorphine de rats hémi-parkinsoniens.

4- Une neuroprotection « vraie ». En effet, nous montrons que [I’illumination proche
infrarouge augmente non seulement le nombre de cellules TH', mais également le nombre

de cellules marquées au marquage de Nissl, par rapport au groupe 6-OHDA non illuminé.

Une partie de notre équipe d’accueil a également démontré le potentiel neuroprotecteur de la

201

LLLTpi sur un modéle MPTP primates de la maladie de Parkinson™ . Ceci, couplé aux études sur

d’autres pathologies montrant le potentiel thérapeutique de la LLLTpi"™™" va dans le sens d’un

caractere ubiquitaire du mécanisme d’action de celle-ci.

En somme, le potentiel neuroprotecteur de la lumiére proche infrarouge est a présent démontré

sur plusieurs especes animales, chez lesquelles le modele parkinsonien a été induit de manicres
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différentes (souris MPTP aigue, rat 6-OHDA unilatéral, PNH MPTP aigu et semi-chronique™"), avec
différentes toxines. L efficacité de notre stratégie neuroprotectrice sur autant de modcles différents est
un argument de poids en faveur de son efficacité potentielle sur la pathologie humaine. En effet, un
modéle animal ne mime pas parfaitement la pathologie humaine. Chaque toxine, protocole
d’induction, espéce animale, mime des manifestations biologiques de la pathologic qui lut sont
propres. En ce sens, si une thérapeutique est efficace sur un grand nombre d’espéces et de toxines, il
est fort probable que son efficacité soit conservée sur la pathologie humaine. C’est le cas de la lumiére
proche infrarouge a4 670 nm. Récemment, une étude d’une autre équipe, réalisée sur un modele par
injection virale intracérébrale d’alpha-synucléine, est venu confirmer nos résultats en démontrant

., . . a 3 . 248
I’efficacité d’une illumination proche infrarouge sur la protection neuronale™.

Les deux questions principales qui se posent a ce stade du travail de recherche sont :

1- Comment peut-on optimiser I’efficacité du traitement ?

2- Comment la lumiére proche infrarouge agit sur les cellules pour les protéger ?

Rappelons ’objectif principal du projet NIr dans lequel s’inscrit mon travail : développer une
nouvelle stratégie de neuroprotection fiable et rapidement applicable a I’humain. En ce sens, et sans
négliger I’importance de la compréhension des mécanismes mis en ceuvre, nous avons choisi
d’orienter cette thése sur la compréhension et I’optimisation des paramétres lumineux permettant
d’obtenir un traitement d’efficacité maximum. Ce travail d’optimisation s’est axé autour de trois

points :

1- Influence de la longueur d’onde.
2- Influence de la fenétre temporelle de traitement.

3. Effet dose (énergie lumineuse, puissance optique, durée d’illumination).
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VI.é6. COMPARAISON ET ASSOCIATION DES POTENTIELS NEUROPROT SD

DEUX LONGUEURS D'ONDE : 670 ET 810 NM

La grande majorité des études sur le potentiel neuroprotecteur de la LLLTpi a été réalisée a
une longueur d’onde de 670 nm. Peu d’études ont testé d’autres longueurs d’onde, comme 808-810
nm, par exemple. Notons I’étude de Trimmer et al’'’, observant qu’une illumination a 810 nm rétablit
les mouvements mitochondriaux le long des axones de cellules hybrides, comportant de I’ADN
mitochondrial de patients parkinsoniens ; ces mémes mouvements étant dégradés en I’absence de

lumieére.

Nous montrons ici qu’une illumination a 810 nm, dans des conditions expérimentales
similaires a celles utilisées dans les études références de notre équipe, préserve I’activité locomotrice

de souris MPTP et protége leurs neurones dopaminergiques de la substance noire compacte.

De précédents travaux menés a Clinatec ont suggéré une protection neuronale approchant les
100 % chez les souris MPTP illuminées a 670 nm, bien que ce pourcentage n’ait pas ¢té atteint dans
notre étude a 810 nm. Il est intéressant de noter qu’une illumination a 8§10 nm préserve jusqu’a 100 %
de Pactivité motrice des souris MPTP. En effet, de telles performances chez des souris MPTP traitées
avec une lumiére a 670 nm n’ont jamais été montrées. Dans la mesure ol ces observations proviennent
d’études différentes, il nous a semblé nécessaire de réaliser une étude comparative de ces deux

longueurs d’onde, sur la base des deux hypotheses de travail :

1- La lumiére & 810 nm pourrait étre préférable dans la préservation des performances
motrices, alors que la lumiére a 670 nm semble avoir un effet supérieur sur la protection
neuronale.

2- L’association des deux longueurs d’onde pourrait induire un effet thérapeutique
maximum, aussi bien sur les performances motrices que la protection des neurones

dopaminergiques des souris MPTP,
Les résultats de cette étude comparative sont présentés section V.3.1,

Sur le plan comportemental, la lumicre & 810 nm favorise une préservation motrice par rapport
aux performances du groupe MPTP non traité, avec une significativité plus grande que celle observée
avec la lumicére a 670 nm. En revanche, nous n’avons pas observé de différence statistiquement
significative entre les deux longueurs d’onde. Sur le plan histologique, les deux longueurs d’onde
semblent induire une protection neuronale équivalente, avec un nombre de cellules TH™ similaire au

groupe Saline.

141



DISCUSSION GENERALE

Dans ces conditions expérimentales, notre hypothése n°l n’a pas ét¢ vérifiée. Nous ne
pouvons donc pas conclure sur un avantage majeur d’une longueur d’onde sur une autre, aussi bien

dans la préservation de I’activité locomotrice que dans la protection des neurones dopaminergiques.

La question suivante est celle de la pertinence d’un « cocktail » des deux longueurs d’ondes.
Pour comprendre notre hypothése de travail du « cocktail », nous pouvons visualiser les deux
longueurs d’onde comme deux principes actifs différents. Nous avons suggére précédemment que ces
deux principes actifs ne présenteraient pas d’avantage I’un par rapport a lautre. Toutefois, le

« cocktail » des deux est-il pertinent ? 11y a deux fagons d’envisager ce « cocktail » :

1- Soit les deux longueurs d’onde appliquées simultanément.

2- Soit les deux longueurs d’ondes appliquées I’une apres I’autre.

VI.6.1. Applications simultanées des deux longueurs d’onde

Les groupes 670+810sim et 670+810sim’ ont bénéficié d’une illumination avec les deux
longueurs d’ondes simultanément, soit a une puissance optique globale identique aux groupes 670 et

810 (30 mW, 670+810sim), soit & une puissance optique globale doublée (60 mW, 670+810sim").

Dans nos conditions, et avec le modéle MPTP aigu utilisé, le groupe 670+810sim a des
résultats similaires a ceux du groupe 670 nm, aussi bien sur le plan comportemental qu’histologique
(Figure V-19 et Figure V-20). Il semble donc que cette condition d’illumination apporte peu de
bénéfice par rapport & une illumination & 670 ou 810 nm seules. Le groupe 670+810sim’, quant a lui,
ne bénéficie pas d’une amélioration comportementale par rapport au groupe MPTP non traité, mais

présente une protection neuronale similaire & celle observée dans les groupes 670 et 810 nm.

En somme, il semblerait qu’augmenter la puissance optique, dans ces conditions, n’apporte
pas de bénéfice particulier, mais pourrait tendre, au contraire, a réduire Pefficacité du traitement.
Toutefois, il apparait nécessaire de reproduire une telle étude sur un modéle de la pathologie & plus
long terme, et présentant une récupération fonctionnelle moins précoce, de sorte a confirmer ou

infirmer nos observations.
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VI.6.2. Applications différées des deux longueurs d’onde

1l s’agit ici des groupes 670+810sép et 670+810sép . Le groupe 670+810sép a bénéficié d’une
durée d’illumination identique aux groupes 670 et 810 (90 s), alors que le groupe 670+810sép’ a
bénéficié d’une durée d’illumination doublée (180 s). Ces deux groupes présentent des performances
motrices similaires au groupe 810 (pas de différence significative avec le groupe 670), ainsi qu’une

protection neuronale identique aux groupes 810 et 670 nm.

Ces deux conditions d’illumination semblent donc présenter un véritable potentiel
thérapeutique dans notre modéle MPTP, mais dont le bénéfice n’apparait pas majeur par rapport aux

groupes 670 et 810 nm.

I’ensemble de nos résultats ne permet pas de conclure sur un avantage thérapeutique du 670
ou du 810 I"un par rapport a ’autre. D’autre part, le couplage de ces deux longueurs d’ondes, en
simultané ou non, n’apporterait pas de bénéfice particulier & notre stratégie thérapeutique. Compte-
tenu de la complexité technique de 1’association de deux longueurs d’onde distinctes par rapport a
I’utilisation d’une seule, ces paradigmes n’ont pas été retenus pour la suite de ce travail de these.
Enfin, puisque 1 — la littérature scientifique est beaucoup plus fournie a 670 nm qu’a 810 nm et 2 —
I’ensemble du projet Nlr a été débuté avec la longueur d’onde 670 nm, nous avons choisi de continuer

ce projet de these avec cette longueur d’onde.
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VL.7. DITI PTIMAL "APPLICAT. LUMIERE 70 NM

Pour rappel, dans I’ensemble de cette section, le terme « efficacité thérapeutique » est defini

de la maniére suivante :

Perf groupe d'intérét — Perf groupe MPTP

Perf groupe contrdle — Perf groupe MPTP

Avec Perf = Activité motrice (étude comportementale), ou nombre de cellules TH' (étude
histologique). Perf groupe MPTP = Efficacité 0 (pas de traitement). Perf groupe controle = Efficacité

100 % (animaux non malades).

La notion d’efficacité désigne le potentiel thérapeutique d’une illumination proche infrarouge
sur les modéles rongeurs choisis. Elle ne saurait étre interprétée comme une extrapolation sur

Iefficacité thérapeutique envisagée chez [’humain.

Ine question centrale de I’optimisation du traitement proche infrarouge dans la maladie de
Parkinson est celle de la fenétre thérapeutique. En effet, si spontanément, apporter un maximum
d’énergie lumineuse sans créer de Iésion semblerait étre la stratégie a adopter pour obtenir le meilleur

effet neuroprotecteur, la question ne s’avere pas aussi simple.

Rojas et al*®

suggérent qu’une illumination continue n’apporte pas de bénéfice
supplémentaire par rapport & une illumination sous forme de sessions de 360 secondes. Moro et al,
20142 confirment ces résultats sur un modele souris MPTP. Les deux ¢tudes tendent, par ailleurs, a
montrer que I’illumination continue serait moins efficace qu’une illumination discontinue. Néanmoins,
il est a noter que la quantité d’énergie délivrée, dans ces deux études, est nettement plus importante en
continu qu’en discontinu (puissance ¢égale, mais durée augmentée). Nous avons donc deux parametres

modifiés a la fois, dans ces deux paradigmes (durée et quantité d’énergie globale). 1l est donc difficile,

dans ces conditions, de conclure sur I’effet de I’un ou ’autre sur P’efficacité thérapeutique du NIr.

Nos résultats, dans notre protocole sur le potentiel neuroprotecteur d’une illumination proche
infrarouge sur un modeéle rat de la maladie de Parkinson, vont dans le sens de la tendance apparue dans
les deux études citées précédemment, a savoir qu’une illumination discontinue serait préférable a une
illumination continue. En effet, I’application d’une lumiére continue pendant 3 semaines, sur un
modéle 6-OHDA, n’a pas apporté pas de bénéfice observable avec le paradigme employé, par rapport
3 une illumination discontinue, sous la forme 90 secondes, matin et soir (NIrP). L’illumination

discontinue tendrait méme a induire une meilleure neuroprotection que I’illumination continue.
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Afin de savoir si c’est le fait d’illuminer en continu ou I’augmentation de la quantité de
lumiere qui dégrade I’effet neuroprotecteur, nous avons réalisé deux groupes continus distincts NIrC et
NIrC+. Dans le groupe NIrC, la quantité globale d’énergie délivrée est identique a NIrP ; dans le
groupe NIrC+, c’est la puissance optique appliquée qui est identique, ce qui implique une quantité
d’énergie délivrée supérieure au bout de trois semaines (& comprendre selon le rapport Puissance x

durée = Energie).

Dans les deux groupes continus, nous observons une efficacité thérapeutique inférieure a celle
montrée dans le groupe NItP, et ce, quelle que soit la quantité d’énergie délivrée. Ces résultats
renforcent I’hypothése qu’une illumination discontinue semblerait préférable a une illumination

continue.

Par ailleurs, nos résultats suggerent qu’augmenter la quantité globale d’énergie optique regue
en augmentant le nombre de jours de traitements NIr apporterait un intérét limité du point de vue de la

protection des neurones dans ce modéle de la maladie de Parkinson.

Pour résumé intermédiaire :

Influence sur le potentiel
Paramétre étudié Type d’influence
thérapeutique

[Mumination 2 x 90 s pendant 2

_ Paradigme historique Paradigme historique
jours
Pas de bénéfice par rapport &
Illumination continue Oui I’illumination discontinue, voire

moins bon effet

Augmentation du nombre de
. Non /
jours

Tableau VI-1: Résumé intermédiaire des parameétres d’illumination influencant 1’efficacité
thérapeutique, sur la base des hypothéses formulées d’aprés les résultats obtenus.

Dans la mesure ou modifier le nombre de flashs lumineux dans le temps n’influe pas sur
I’efficacité thérapeutique, nous avons souhaité étudier I’effet qu’aurait la modification des parametres
d’illumination, au sein d’un flash, sur cette efficacité. Pour ce faire, nous avons réalisé une nouvelle
étude, sur la souris MPTP, avec une illumination discontinue, mais a puissances optiques et durées
d’illumination variables selon les groupes. Ainsi, nous varions également I’énergie lumineuse délivrée,

selon [’équation :
P X Du = Eop
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Avec la puissance P (Watts), la durée Du (secondes) et I’énergie optique Eq, (J oules).

Tout d’abord, dans nos conditions expérimentales, nos résultats suggerent que I’énergie Eq,
aurait peu d’influence sur le potentiel thérapeutique, sur les performances motrices des souris (Figure
V-21), ou sur la protection des neurones dopaminergiques de la substance noire (Figure V-22). Ceci
serait de plus cohérent avec [’analyse proposée précédemment. Ainsi, ce ne serait pas par
I’augmentation globale de E,, que I’on parviendrait a améliorer I’efficacité du traitement lumineux

dans la maladie de Parkinson.

Toutefois, si la quantité d’énergie délivrée semble ne pas influer sur le traitement, nos résultats
laissent 4 penser que la maniére dont la lumiére est délivrée aurait une importance, méme si on se
restreint & une illumination non continue. En effet, nous proposons qu’il existe une fenétre au sein de
laquelle I’efficacité thérapeutique (E1) est significative (Figure V-23 et Figure V-24). Sur le plan

histologique, nos résultats suggerent que la quasi intégralité de la plage...
E7 histologie = Du € {9,900} N P € {3;90}

... présenterait un potentiel neuroprotecteur, du moins sur le modéle souris MPTP aigu.

Toutefois, a Iintérieur de celle-ci, une fenétre d’efficacité maximum ( Ernax) semble se dessiner :
Ermax histologie = DU € {90; 180} n P € {15;90}
Au sein de cette fenétre, le potentiel neuroprotecteur est de ’ordre de 85-100 %.
Sur le plan comportemental, la fenétre efficace Er semble plus restreinte :
Er comportement = Du € {45;180} N P € {15; 90}

1] est intéressant de noter que I’efficacité, sur les performances motrices, ne dépasse pas les 55
% dans la plage étudiée. Ici encore, une fenétre plus restreinte d’efficacité maximum semble se

dessine :
ETmax comportement =Duce {90; 180} NnPe {15; 90}

Remarquons par ailleurs que Emax niswologic €6 Ertmax comportement SONt identiques. Nous pouvons en

conclure que la fenétre d’efficacité maximum globale, dans nos conditions expérimentales, est :

Egpmae = Du € {90;180} N P € {15;90}
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Nous proposons la représentation schématique suivante :

Durée du flash ~ Amplitude/puissance optique
(90-1805) " (15-90 mW, extracérébral)

< _“_/’
Fréquence
(1Hz2) Répétition
(1a2/jour)
Figure VI-1: Représentation schématique de ‘efficacité maximum d’une

illumination proche infrarouge chez la souris MPTP,

De plus, sur la base de I’analyse des cartes d’efficacité (Figure V-23 et Figure V-24) nos
proposons que le parametre majeur de I’efficacité thérapeutique serait la durée d’application d’un flash
lumineux. En effet, dés lors que la puissance appliquée apparait suffisante (15 mW), il semblerait que
celle-ci n’influe plus sur Pefficacité (sort d’effet tout-ou-rien). Par contre, nous observons un effet
cloche de la durée d’illumination, avec un seuil bas (90 s) et un seuil haut (180 s), en dessous et au-

dessus desquels I’efficacité serait réduite (effet en cloche).

La Figure VI-2 schématise ces hypothéses.

Longueur d’onde a

670 nm
2 100 %
o
5
£
K.
£
(%3
S
E

Durée (arbitraire)

T
®
s Zone de lésion
£
& thermique
2
Q
S oot
£

Puissance (arbitraire)

Figure VI-2 : Schéma théorique explicatif de I'effet de la durée d'illumination et de
la puissance optique sur I'efficacité thérapeutique.
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Les mécanismes d’action de la lumiére proche infrarouge ne sont pas parfaitement connus a ce

jour. Néanmoins, quels qu’ils soient, il semble évident qu’une durée minimum de ’ordre de la minute

est nécessaire pour les activer et qu’une activation de trop longue durée : 1 — n’aurait pas d’intérét, et 2

— induirait une désactivation, une inhibition, un rétrocontréle négatif, etc a [’origine d’une baisse du

potentiel neuroprotecteur de la lumiere proche infrarouge a 670 nm dans la maladie de Parkinson.

En résum¢ :

Paramétre étudié

Influence sur le potentiel

thérapeutique

Type d’influence

[llumination 2 x 90 s pendant 2

jours

Paradigme historique

Paradigme historique

Pas de bénéfice par rapport a

Illumination continue Oui P’illumination discontinue, voire
moins bon effet
Augmentation du nombre de
. ' Non /
jours de traitements
Quantité globale d’énergie Non /
_ ' Existence d’un seuil bas a
Puissance optique Oui ]
dépasser pour obtenir I’effet
Effet en cloche, seuils bas et
hauts. La durée doit étre
Durée du flash Oui

comprise entre les deux pour

obtenir I’effet.

Tableau VI-2 : Résumé global des paramétres d’illumination influencant Uefficacité thérapeutique,
sur la base des hypothéses formulées d’aprés les résultats obtenus.
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VL.8. DUREE D’ACTION D’UN TRAITEMENT LUMINEUX

La question suivante est celle de la durée d’action d’un traitement lumineux. Nous avons
choisi d’y répondre a travers I’étude d’un prétraitement et d’un post-traitement, dans notre modcle

souris MPTP.

Nous avons réalisé cette étude avec I’hypothése de travail suivante : quels que soient les
paramétres optiques nécessaires a ’induction des mécanismes neuroprotecteurs, ces derniers semblent

continuer d’étre actifs, méme aprés I’arrét de I’illumination.

Dans la section V.3.2, nous observons qu’un prétraitement de 48 heures par rapport a
I’intoxication au MPTP induit une préservation des performances motrices des souris similaire a celle
observée chez les animaux traités simultanément a leur intoxication. De plus, le prétraitement
engendre également une neuroprotection similaire & ceux-ci, dans nos conditions. Il semble donc que
nous sommes bien ici en présence d’un mécanisme d’action durable dans le temps. En effet, 48 heures
aprés arrét du prétraitement (donc au moment de la deuxi¢me injection de MPTP), les souris
prétraitées présentent toujours une protection motrice et neuronale équivalente aux souris simultanées.

Quels qu’ils soient, les mécanismes induits auraient donc une durée d’au moins 48 heures.

Afin de confirmer cette hypothése, il faudra réaliser une étude avec un modele de la maladie a
plus long terme, dans laquelle des animaux prétraités avec un seul flash sont intoxiqués au MPTP avec

un intervalle variable depuis I’illumination.

D’autre part, dans nos conditions, les souris post-traitées présentent une récupération motrice
maximale (~ 100 %) seulement 20 minutes apres avoir été post-traitées. Ceci est d’autant plus
marquant qu’un point de mesure de I’activité locomotrice juste avant le traitement lumineux a montré
que ces mémes souris présentaient une dégradation motrice similaire aux souris non traitées.
Autrement dit, il semblerait qu’une illumination de 90 secondes permet, 20 minutes plus tard, une
récupération compléte de Dactivité motrice de ces souris. Nous suggérons donc la présence de

mécanismes a mise en place rapide (< 20 minutes).

En résumé, sans connaissance des mécanismes moléculaires impliqués, nous proposons ici que
le potentiel thérapeutique du NIr serait soutenu par deux dynamiques mécanistiques distinctes et

complémentaires :

1- Une mise en place rapide de I’effet (< 20 minutes), probablement due a un recrutement
moléculaire (chalne respiratoire, inhibition de la réponse inflammatoire, inhibition des

signaux apoptotiques, etc) ou cellulaire (inhibition de la réponse macrophagique, etc).
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2- Un effet durable, pendant au moins 48 heures (activation de facteurs de transmission,

cascade protéique ou énergétique autoalimentée, etc).
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En résumé, les travaux de cette thése confirment la pertinence de la lumiére proche infrarouge
4 670 nm comme stratégie ncuroprotectrice de la maladie de Parkinson. Nous observons qu’une
lumiére a 810 nm posséde également un potentiel neuroprotecteur, mais n’apporterait probablement

pas d’avantage significatif par rapport a 670 nm.

De plus, nous proposons, que la quantité globale d’énergie optique délivrée n’aurait pas
d’influence sur Iefficacité thérapeutique, et ce, quelle que soit la maniere d’augmenter la quantité
d’énergie (continu vs discontinu, nombre de jours de traitement, énergie d’un flash lumineux). En
outre, dans I’objectif d’optimiser le potentiel neuroprotecteur de notre stratégie, il semble plus
pertinent de travailler sur la relation durée d’un flash lumineux — puissance optique de ce flash. Nous
proposons en effet qu’il existe un seuil bas de puissance optique en dessous duquel il n’y aurait pas
d’effet thérapeutique ; une fois le seuil dépassé, la puissance optique semble ne plus influer sur le
potentiel thérapeutique (sorte d’effet « tout-ou-rien »). L’augmentation trop importante de la puissance
optique finit par provoquer un échauffement puis des lésions thermiques. Concernant la durée
d’illumination, nous suggérons I’existence d’un effet en cloche, avec un seuil bas et un seuil haut, au

sein duquel Iefficacité serait maximum, et en dehors desquels elle serait fortement réduite.

Nos résultats ont un impact sur la conception de I’essai clinique a venir. En effet, si les
résultats quantitatifs obtenus dans le présent travail, sur rongeurs, sont difficilement transposables a
I’humain, le précédent résumé qualitatif est a prendre en compte dans la conception de I’essai clinique.
De fagon a confirmer les hypothéses que nous émettons, et pour obtenir des données quantifiées plus
facilement transposables chez I’humain, il est nécessaire de reproduire ces travaux sur la fenétre
énergétique lumineuse chez le PNH. Ces travaux sur les rongeurs pourront servir de base, de fagcon a

réduire au maximum les cohortes de PNH.

A ce jour, la durée d’action d’un seul flash lumineux n’est pas bien connue. Nous proposons
une efficacité d’au moins 48 heures. L’étude de la durée maximale d’efficacité reste nécessaire. Ceci
permettra d’espacer au maximum les flashs successifs chez [’humain, dans un souci évident de confort

pour le patient, et de préservation de la batterie de I’implant.

La compréhension des mécanismes moléculaires et biologiques impliqués dans la
neuroprotection par illumination proche infrarouge ne faisait pas partie des objectifs de ces travaux.
Toutefois, il s’agit d’un champ d’étude qui devra é&tre développé a I’avenir. Ceci participerait a
I’optimisation du traitement. Notons que toutes les hypotheses mécanistiques, présentées en début de

ce manuscrit, sont en faveur d’un mécanisme ubiquitaire. Ainsi, la lumiére proche infrarouge pourrait
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présenter un intérét neuroprotecteur dans d’autres pathologies, telles que la maladie de d’Alzheimer,
I’AVC, etc. Il s’agit 1a de vastes champs de recherche encore peu explorés a ce jour et dont I’ intérét

pourrait s’avérer majeur a I’avenir.

En conclusion, a travers ces travaux, nous avons réalisé une premiére caractérisation des
paramétres qui influenceraient Iefficacité thérapeutique. Nous avons également proposé un certain
nombre d’hypothéses quant a la maniére dont il est possible de les régler pour optimiser le traitement.

Ceci pose les bases des travaux précliniques et cliniques a venir.
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1X.3. RESUME

La maladie de Parkinson est la seconde pathologic neurodégénérative la plus fréquente, apres
la maladie d’Alzheimer. Elle se manifeste par une mort progressive et continue des neurones
dopaminergiques de la voie nigro-stri¢e, accompagnée de troubles moteurs et non moteurs lourdement
handicapants. La maladie de Parkinson touche preés de 6,3 millions de personnes dans le monde, avec

une répartition homogene sur I’ensemble de la planéte.

11 existe plusieurs thérapeutiques permettant de diminuer les symptdmes des patients. Les plus
efficaces sont la dopa-thérapie et la stimulation cérébrale profonde. Toutefois, a ce jour, aucune
stratégie visant a protéger les neurones dopaminergiques de la dégénérescence n’a démontré son
efficacit¢ chez I’humain. En parallele, un nombre grandissant d’études suggére le potentiel
cytoprotecteur d’une illumination proche infrarouge. Récemment, plusieurs études ont observé le
potentiel neuroprotecteur de cette gamme de lumiére sur des modeles rongeurs de la maladie de

Parkinson.

L’objectif du présent travail est de confirmer ce potentiel et d’entamer I’optimisation de son

efficacité afin de préfigurer [’essai clinique a venir.

Pour ce faire, avec les modeles MPTP souris et 6-OHDA unilatéral rat, nous avons étudié la
faisabilité¢ d’une illumination intracérébrale chronique, ainsi que I’influence de la longueur d’onde, de
la fenétre temporelle de traitement (pré-, post-traitement), de la quantité globale d’énergie optique
apportée (continu vs discontinu, nombre de flashs lumineux, énergie d’un seul flash), de la durée d’un

flash et de la puissance optique appliquée sur I’efficacité thérapeutique.

Nous démontrons ici la faisabilité d’une illumination intracérébrale chronique et son potentiel
neuroprotecteur. Nous proposons que les longueurs d’onde 670 et 810 nm protégent toutes deux les
neurones dopaminergiques dans nos modeles d’étude. Nous suggérons une mise en place rapide des
mécanismes de protection (< 20 min), et un maintien dans le temps pendant au moins 48 heures. De
plus, nous observons qu’une illumination discontinue semble préférable a une illumination continue.
La quantité globale d’énergie optique appliquée semble ne pas avoir de rdle significatif sur I’efficacité
du traitement. En revanche, il existerait un seuil bas pour la puissance optique, qui semble régie par un
effet « tout-ou-rien ». Nous proposons que ’efficacité thérapeutique serait également liée a la durée

d’un flash lumineux, par « un effet en cloche ».

Tous ces résultats sont en adéquation avec la littérature scientifique qu’ils complétent. Couplés
aux travaux sur les primates non humains de mon équipe d’accueil, les résultats de cette thése

serviront de base de travail a la conception du futur essai clinique.
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1X.4. ABSTRACT

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative disease, after Alzheimer
disease. It is characterized by a slow, continuous death of dopaminergic neurons in the nigrostriatal
pathway, followed by severe motor and non-motor symptoms. Parkinson’s disease affects 6.3 million

peoples, with a homogeneous distribution worldwide.

There are several symptomatic strategies applied in clinic, such as the dopa-therapy (gold
standard) and the deep brain stimulation. However, these therapeutical approaches are not
neuroprotective. Indeed, to date, there is no strategy able to effectively slow or rescue the course of the
disease. Alternatively, a growing number of studies suggest the cytoprotective potential of a near
infrared illumination. Recently, several studies observed the neuroprotective potential of these

wavelengths in rodent models of Parkinson disease.

The aim of this work is to confirm and optimize the efficacy of a near infrared treatment in

Parkinson’s disease, as the first step for the future clinical trial.
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feasibility and the effectiveness of an intracerebral chronical illumination. We also measured the
influence of the wavelength, the time window (pre-, post-treatment), the global optical energy
delivered (continuous vs discontinuous, number of flashs, energy of one flash), the duration of one

flash and the optical power on the therapeutical efficacy.

We demonstrate here the feasibility of an intracerebral chronical illumination and its
neuroprotective potential. We suggest that the 670 and 810 nm wavelengths both protect the
dopaminergic cells in the rodent models, and produce a quick activation of the protective mechanisms
(< 20 min). The neuroprotective effect seems to stay effective at least 48 hours after the illumination.
Moreover, we propose that a discontinuous illumination seems better than a continuous one. We
suggest that the global optical energy delivered has no significant influence on the efficacy. In
contrast, the optical power seems to hava an everything-or-nothing effect. The therapeutical efficacy is

also flash duration dependent (bell effect).

All these results complete the scientific literature. Together with the work on non-human

primates from my team, these results will be useful to design the future clinical trial.
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