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« Ce sont nos choix qui montrent ce que nous sommes vraiment, beaucoup plus que nos aptitudes. »

J. K. Rowling
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Résumé

Titre : ETUDE DES ALTERATIONS DES CYCLES EVEIL/SOMMEIL DANS DES MODELES DE LA MALADIE
DE PARKINSON ET DE L'ATROPHIE MULTISYSTEMATISEE

La maladie de Parkinson (MP) et I'atrophie multisystématisée (AMS) sont des synucléinopathies
caractérisées par la perte des neurones dopaminergiques (DA) dans la substance noire pars compacta
(SNpc) et par la présence d’inclusions cytoplasmiques, appelés corps de Lewy (LB) et inclusions
cytoplasmiques gliales (GCl) respectivement et constitués notamment d’alpha-synucléine (a-syn) mal
conformée. En plus des troubles moteurs, les patients MP et AMS présentent de nombreux symptomes
non-moteurs dont les altérations des cycles éveil/sommeil qui peuvent apparaitre de maniére précoce
et qui sont méme considérées comme prédictifs du développement de synucléinopathies. Le but de
ma these est donc d’étudier le possible lien entre la progression de la neurodégénérescence, la
progression de la pathologie liée a I'a-syn et 'apparition d’altérations des cycles éveil/sommeil.

Dans un premier temps, comme la perte des neurones DA est une caractéristique des
synucleinopathies nous avons étudié I'impact d’une déplétion en dopamine sur le sommeil. Cette
étude tend a montrer que la dopamine aurait un role dans la maintenance des phases d’éveil.

Nous avons ensuite utilisé un modele murin de la MP qui consiste en I'injection intracérébrale de
fractions LB contenant de I'a-syn pathologique pour étudier de possibles altérations des cycles
éveil/sommeil. Quelques mois apres l'injection de ces fractions, plusieurs paramétres du sommeil
apparaissent altérés dont le temps total passé éveillé ou endormi. Ce modele parait donc adéquat pour
I’étude ultérieure de I'impact des altérations du cycle éveil/sommeil sur le développement de la
pathologie. En revanche, aucune altération n’est observée dans le modeéle AMS étudié, a savoir les
souris PLP-syn. D’autres études vont donc étre nécessaires sur d’autres modeles de la maladie.

Enfin, comme le sommeil a un réle connu dans I’élimination protéique, nous avons étudié son
impact sur la pathologie liée a I'a-syn.

Le travail réalisé est particulierement pertinent car comprendre si les altérations des cycles
éveil/sommeil peuvent servir au niveau expérimental de marqueur de la progression de la pathologie
pourrait permettre une détection précoce et amener a de nouvelles stratégies thérapeutiques pour

ralentir sa progression.

Mots-clés : sommeil ; modélisation animale, synucléine, pathologies humaines



Abstract

TITLE : STUDY OF SLEEP/WAKE ALTERATIONS IN MOUSE MODELS OF PARKINSON’S DISEASE ET MULTIPLE SYSTEM
ATROPHY

Parkinson’s disease (PD) and Multiple System Atrophy are both synucleinopathies. These diseases
are characterized by the loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta (SNpc)
and the presence of cytoplasmic inclusions. These inclusions are named Lewy Bodies (LB) in PD and
glial cytoplasmic inclusions (GCl) in MSA and contain notably misfolded alpha-synuclein (a-syn). In
addition to movement disorders, PD and MSA patients exhibit a myriad of non-motor symptoms
including sleep/wake alterations that may occur early in the course of the diseases and that are even
considered as predictors of synucleinopathies. The aim of my thesis is thus to investigate the likelihood
of a relationship between the progression of neurodegeneration, the progression of the a-syn
pathology, and the occurrence of sleep/wake issues.

First, as the loss of DA neurons is a characteristic of synucleinopathies, we studied the impact of
dopamine depletion on sleep. This study tends to show that dopamine has a role in the maintenance
of arousal phases.

We then used a mouse model of PD which consists of the intracerebral injection of LB fractions
containing pathological a-syn to study possible alterations of the wake/sleep cycles. A few months
after the injection of these fractions, several sleep parameters appear altered, including the total time
spent awake or asleep. This model, therefore, appears adequate for the subsequent study of the
impact of alterations in the wake/sleep cycle on the development of the pathology. In contrast, no
alteration was observed in the AMS model studied, namely the PLP-syn mice. More studies are
therefore needed on other models of the disease.

Finally, since sleep has a known role in protein elimination, we have studied its impact on the
pathology associated with a-syn.

The work carried out is particularly relevant because understanding whether alterations in the
wake/sleep cycles can be used at the experimental level as a marker of the progression of the
pathology could allow early detection and lead to new therapeutic strategies to slow down its
progression. This work is of particular relevance as understanding if sleep disorders may serve
experimentally as a surrogate marker of neurodegeneration or pathology progression could provide

an early way detection and lead to new therapeutic strategies to slow down its progression.

Keywords: sleep; animal modeling; synuclein; human pathology
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Introduction

Les trois synucléinopathies majeures sont la maladie de Parkinson (MP), la démence a corps de
Lewy (DCL) et I'atrophie multisystématisée (AMS). La MP seule affecte plus de 6 millions de personnes
dans le monde! et les prévisions atteignent 12 millions d’ici 2042% d{ a 'augmentation de la durée de
vie, alors que 1,4 million de personnes sont atteintes de la DCL® et que I'AMS est une maladie
orpheline®. Une fois le diagnostic établi, la durée de vie est d’environ 7,4 a 14,6 ans en fonction de la
maladie®™. Il parait donc essentiel de trouver des thérapies qui ne traitent pas seulement les

symptomes mais les causes de la maladie.

La MP a une longue histoire depuis qu’elle a été décrite pour la premiére fois en 1817 par James
Parkinson sous le nom de « paralysie agitante »%. Des décennies plus tard, Jean Martin Charcot a été
le premier a utilisé le terme de maladie de Parkinson pour désigner cette maladie. Charcot a aussi
décrit quelques cas qui variaient de la maladie initialement décrite. En 1969, Graham et Oppenheimer
regroupent ces variants, appelés dégénérescence nigrostriée, atrophie olicopontocerebelleuse ou
syndrome de Shy-Drager, sous le terme d’atrophie multisystématisée comme la dégénérescence est
observée dans plusieurs structures cérébrales. En 1912, les corps de Lewy, Lewy bodies en anglais (LB),
un marqueur intracellulaire anatomopathologique de la MP ont été décrit par Friedrich Lewy®. Les
mémes inclusions sont observées par Okazaki et ses collegues dans le cerveau de patients atteints de
démences!®!! amenant la premiére description de la démence a corps de Lewy en 1988, La
découverte du composant majeur de ces inclusions, '0-synucléine (a-syn), est plus récente!®!*, Cette
protéine, qui adopte une mauvaise conformation et qui s’agrege de maniére anormale dans la MP, la
DCL et 'AMS, donne son nom a cette catégorie de maladies. L’autre caractéristique majeure de ces

maladies est la dégénérescence de la voie nigrostriée!>18,

Les synucléinopathies partagent des symptomes moteurs (bradykinésie, tremblements au
repos...)'>2! appelé Parkinsonisme, et des symptdmes non-moteurs (dysfonctions autonomiques,
altérations du sommeil...)?*?4. Parmi la variété de symptdmes, les symptdmes non-moteurs sont
particulierement importants compte tenu de leur survenue précoce dans le développement de la
maladie, parfois jusqu’a plusieurs décennies avant les symptdmes moteurs?. Les altérations du
sommeil, un de ces symptomes non-moteurs, est particulierement intéressant en considérant la
découverte du role du sommeil dans I’élimination de métabolites et de protéines solubles?®. De plus,
certaines de ces altérations sont fortement prédictives pour les synucléinopathies. Plus de 80% des
patients affectés par des troubles comportementaux du sommeil paradoxal (TCSP) développeront plus
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tard des maladies neurodégénératives?”?®, dont plus de 90% de synucléinopathies®. Les autres
principales altérations du sommeil ont une désorganisation du cycle éveil/sommeil, caractérisée par
un sommeil diurne excessif (SDE) et des insomnies, ainsi que des troubles respiratoires du sommeil

(TRS) et le syndrome des jambes sans repos (SJSR).

En considérant ces éléments, I'hypothese selon laquelle les altérations du sommeil sont un
mécanisme physiopathologique qui participe au développement de ces maladies est particulierement
pertinente. Le délai entre la survenue de ces altérations et le début des symptdomes moteurs, qui
traduisent d’'un état déja avancé de la maladie, donne une fenétre importante pour la mise en place
de stratégies neuroprotectives, c’est-a-dire avant le début de symptomes visibles ou de symptémes
cognitifs. L'étude de ces symptomes dans les synucléinopathies est donc crucial pour mieux

comprendre la progression de ces maladies pour mieux la retarder, voire la stopper.

I Synucléinopathies

A. Généralités

La maladie de Parkinson, la démence a corps de Lewy et l'atrophie multisystématisée
appartiennent a la catégorie des synucléinopathies. Ces maladies affectent plus les hommes que les
femmes (avec un ratio de 1,5 3 2:1)*>*1 dans le cas de la MP et de la DCL, et autant les hommes que les
femmes pour I'AMS32. Les synucléinopathies sont associées au vieillissement comme I'dge est le
principal facteur de risque. L’age du diagnostic se situe entre 50 et 70 ans. La prévalence augmente de
maniere logique avec 'augmentation de I'espérance de vie. En moyenne, la durée de vie une fois le
diagnostic posé est de 14,6 ans (+7,7) pour la MP>, 7,4 ans (+0,7) pour la DCL® et 8,5 ans (+4,7) pour
I’AMS’.

B. Alpha-synucléine

Les synucléinopathies partagent une caractéristique commune, a savoir des inclusions
cytoplasmiques contenant de l'a-synucléine (d-syn), donnant son nom a cette catégorie de

maladie!>4. Cette protéine abondante au niveau synaptique est impliquée dans la modulation des

33,34

vésicules synaptiques et dans la libération des neurotransmetteurs mais via des mécanismes qui

restent & élucider. En conditions pathologiques, I'd-syn est malconformée et s’agrége®3® ce qui

conduit a la formation d’inclusions qui participent & la mort neuronale®™"’,
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1. Alpha-synucléine physiologique

L'a-synucléine a été découverte en 1985 chez la raie électrique®” avant qu’un homologue ne soit
découvert chez le rat® puis chez 'Homme®. Cette protéine a été nommée d’aprés sa localisation, a la
fois au niveau cytoplasmique et nucléaire. Deux autres isoformes de I'0-syn ont été identifiés : la [3-

synucléine et la y-synucléine.

L'a-syn est une protéine de 140 acides aminés qui est codée par le géne SNCA chez I'homme. Sa

séquence est divisée en 3 grands domaines :

- Le domaine N-terminal (acide aminées 1-60) est un domaine trés conservé au niveau
phylogénétique. Il est composé de motifs de répétition hexaméeriques qui forment des hélices a
permettant la liaison aux lipides ;

- Le domaine central (acides aminés 61-85) qui contient le domaine NAC (non-AB Component of
amyloid plaque). Ce domaine a la capacité de former des structures en feuillets B* et porte la
responsabilité d’agrégation de la protéine.

- Le domaine C-terminal (acides aminés 96-140) contient des sites de modifications post-
traductionnelles, et en particulier le site de phosphorylation au niveau de la sérine 129 qui est supposé

pathogénique.

La protéine d’a-syn se lie de maniére préférentielle aux lipides membranaires via les structures en
hélice a du domaine N-ter*!, mais elle peut également étre retrouvée sous forme d’un monomeére
déplié ou d’un tétramére stable®?*3, Elle est exprimée dans le systéme nerveux central et périphérique

ainsi que dans des cellules non nerveuses, notamment dans les hématies*.

Le rble physiologique de I'a-syn n’est pas encore completement élucidé, mais des travaux mon-
trent des roéles trés divers au niveau cellulaire. Le premier d’entre eux se rapporte a I'exocytose des
neurotransmetteurs via sa localisation au niveau présynaptique ou elle interagit avec le complexe
SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor) et les membranes
présynaptiques grace au domaine N-ter. L'a-syn permet I'attachement du complexe SNARE pour faci-
liter la libération des neurotransmetteurs au niveau de la synapse™.

L’a-syn montre une homologie fonctionnelle et structurelle avec les protéines chaperonnes®, et
notamment avec les protéines 14-3-3, ce qui lui permet de jouer un réle dans I'activation de la protéine
Ras et donc d’activer la voie de sighalisation ERK/MAPK impliquée dans la différenciation neuronale®®”
% Un réle dans le développement et la maturation des oligodendrocytes a également été suggéré®>°,

L'a-syn est également impliquée dans I’homéostasie cellulaire. Elle module notamment de nom-
breux processus via |'activation de la calmoduline, une protéine capable de se lier aux ions calcium. La

calmoduline intervient dans de nombreuses voies de signalisation en régulant I'activation de kinases
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qui vont cibler des récepteurs couplés aux protéines G*L. L’a-syn intervient dans la maintenance des
niveaux d’acides gras polyinsaturés, essentiels au bon fonctionnement cérébral, en agissant sur I'en-
zyme Acetyl-coA qui permet la synthése de ces derniers®?°3, L’a-syn va aussi permettre de réguler les
niveaux de glucose en augmentant son assimilation par les tissues, et de moduler la réponse a l'insuline
en inhibant sa sécrétion®>’, Cette protéine a par ailleurs un réle dans la régulation des niveaux de
dopamine via la protéine phosphatase 2A qui va inhiber de maniére indirecte la tyrosine hydroxylase,
enzyme clé de la synthése de dopamine®®*,

Enfin, 'd-syn a un effet neuroprotecteur notamment vis-a-vis des neurones dopaminergiques
d’une part en participant a la suppression des processus apoptotiques en réduisant I'activité de la pro-
téine kinase C®, et d’autre part par son action antioxydante sur les membranes lipidiques par la pré-
vention de I'activation des caspases et I'inhibition de la voie de signalisation du stress impliquant la

protéine JNK®62,

2. Agrégation de I'alpha-synucléine

Comme mentionné précédemment, les inclusions cytoplasmiques, dont un composant majoritaire
est la protéine d’a-syn, sont une des caractéristiques communes des synucléinopathies. L'd-syn
recombinante a montré sa capacité naturelle & s’agréger en solution in vitro*®. Différentes
conformations intermédiaires, adoptées a partir de sa forme monomérique, représentent les
différentes étapes du phénoméne agrégatif®®. La premiére étape de I'agrégation semble étre une
nucléation, soit une association des monoméres par les résidus hydrophobes contenus dans la région
centrale de leur séquence, qui permet la formation de diméres, de tétrameres puis d’oligomeres qui
vont eux-mémes s’assembler sous forme de protofibres qui polymérisent ensuite en fibres. Les fibres
constituées de feuillet 3 sont I’entité thermodynamiquement stable du phénomene agrégatif avec une
structure amyloide. La dynamique d’agrégation de I'a-syn implique aussi des phénomeénes de
fragmentation des oligomeres ou des fibres, et des processus de nucléation secondaire qui entraine la

multiplication du nombre de fibres en solution®.

3. Propagation de I'alpha-synucléine

Des études post-mortem de cerveaux de patients parkinsoniens par I’équipe de Braak en 2002 ont
suggéré que la pathologie se propageait de maniére caudo-rostrale dans différentes structures
cérébrales a partir d’'une zone située au niveau du noyau dorsal moteur IX et X®°. Une propagation
similaire a été mise en évidence par I'équipe de Jellinger chez des patients atteints de ’/AMS®®. Bien
que le pattern soit différent, cette propagation est également retrouvée chez des souris ayant recues
des injections de fibres préformées d’a-syn synthétique dans le striatum. Chez ces souris, on retrouve
des inclusions positives pour I'd-syn dans des régions interconnectées a la zone d’injection,
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notamment la SNpc, ce qui entraine une neurodégénérescence d’environ 30% et des altérations
motrices®’. Pour aller plus loin et pour se rapprocher de la pathologie humaine, Recasens et al. ont
injecté des fractions contenant des inclusions protéiques issus du cerveau de patients parkinsoniens
dans la SNpc de souris®®. On retrouve la aussi une atteinte de structures interconnectées, a savoir le
striatum. La méme expérience a été réalisée chez le singe avec la SNpc ou le striatum comme site
d’injection des inclusions pathologiques d’origine humaine et la encore, une propagation liée a I'a-syn
a pu étre observée aux régions interconnectées. Concernant le mécanisme de propagation, il reste
encore a élucider mais il pourrait s’agir soit d’une transmission directe de cellule a cellule, ou bien

indirecte avec I'implication de messagers cellulaires secrétés et/ou de facteurs de stress exogénes.

D’autre part, une nouvelle stratégie thérapeutique a été mise au point avec pour objectif le
remplacement des neurones dégénérés grace a la greffe de neurones dopaminergiques
embryonnaires®. Des études post-mortem ont été réalisées chez ces patients décédés entre 9 et 16
ans apres avoir été greffé dans le but d’évaluer la survie a long terme des neurones greffés et leur

7072 Ces études ont mis en évidence une propagation de la

éventuelle atteinte pathologique
pathologie liée a I'a-syn de cellule a cellule. Une autre étude a ensuite montré le transfert de la
protéine d’une cellule porteuse de la pathologie a une cellule hote dans des systemes in vitro et in
vivo’3. Cette équipe a utilisé des co-cultures de cellules de neuroblastomes humains ce qui leur a
permis de démontrer que I'd-syn marquée issue des cellules donneuses était retrouvée dans les
cellules receveuses. Des études de transplantation de cellules souches chez la souris et le rat ont
70,73.

également montré la présence d’inclusions positives a I'd-syn dans les neurones greffés

L’ensemble de ces résultats étayent I’hypothese d’une transmission de I'a-syn entre cellules.

Cette transmission a été démontrée entre les neurones®”’3, des neurones aux astrocytes’’> et aux
oligodendrocytes’, et des oligodendrocytes aux astrocytes’”’. Le mode de propagation est encore
débattu mais I'absence de séquence d’adressage au réticulum endoplasmique sur la séquence de I'a-
syn écarte la voie de sécrétion classique. D’autres voies sont donc envisagées, telles que la formation

de nanotube ou la voie exosomale””°.

Comprendre les mécanismes impliqués dans la transmission de I'0-syn est d’autant plus important
que c’est cette protéine qui est certainement responsable de la transmission de l'information
pathogénique. L'équipe de Baron a été la premiere a mettre en évidence cette responsabilité de I'a-
syn en injectant des homogénats de cerveaux de souris transgéniques agées de 12 a 18 mois, portant
une mutation de I'a-syn humaine en A53T, a des souris transgéniques issues de la méme lignée mais
plus jeunes ayant comme effet chez ces derniéres une accélération de la pathologie liée a I'0-syn®.

Une autre étude consistant en I'ajout de fibres préformées synthétiques d’a-syn humaine a des
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cultures neuronales a montré l'internalisation de ces fibres par les neurones préalablement a la
formation des inclusions cytoplasmiques®!. Enfin, une autre étude réalisée in vivo montre la formation
d’inclusions positives a I'd-syn murine aprés injection de fibres préformées synthétiques d’d-syn
humaine dans le striatum de souris®’. Pour se rapprocher au plus de la pathologie humaine, Recasens
et al. dans leur étude d’injection de fractions contenant des inclusions protéiques issus du cerveau de
patients parkinsoniens ont démontré que (i) I'a-syn humaine contenue dans les fractions injectées
n’est plus détectable apres 24h dans le cerveau murin, (ii) une accumulation cytoplasmique d’a-syn
endogene murine est observée dans les neurones dopaminergiques dés 4 mois post-injection,
(iii) ce processus n’a pas lieu lorsque les fractions injectées sont préalablement immunodéplétées en
a-syn, et (iv) ni lorsque l'injection est réalisée chez des souris transgénique n’exprimant pas I'a-syn

murine®®,

Tous ces résultats attestent d’une transmission de I'information pathogénique contenue dans I‘a-
syn pathologique a une protéine a-syn naive dans une cellule nouvellement infectée. Cependant, le

mécanisme impliqué dans la transmission de I'information pathogéne reste a élucider.

C. Etiologie

Les causes de lapparition des synucléinopathies sont inconnues mais des facteurs
environnementaux ou des évenements aléatoires semblent étre les raisons les plus probables. En ce
qui concerne la MP, I’exposition a des pesticides, la vie rurale, I'utilisation de béta bloquant, I’activité
agricole augmentent le risque de développer la maladie®. Par ailleurs, 10 a 20% des cas sont liés a des
facteurs génétiques® parmi lesquels des mutations du géne SNCA codant pour I'0-syn, ou d’autres
génes (PINK1, PARK2, LRRK2, GBA...)8278%, Ces mutations peuvent soit mener au développement d’une
forme familiale de la maladie ou représenter un facteur de risque lorsqu’elles sont combinées a

d’autres facteurs.

En ce qui concerne la DCL, le plus important facteur de risque au niveau génétique concerne
APOE®"# et GBA®, mais d’autres génes semblent aussi étre impliqués dans cette pathologie (SNCA,
LRRK2, PSEN1, APP...)%%, Toutefois, la DCL n’est pas considérée comme une maladie génétique comme

la majorité des cas est de cause inconnue.

Enfin, bien que des mutations du géne COQ2 ait été décrit dans deux cas familiaux de 'AMS™ et
que des mutations du géne GBA semble étre associées a la maladie®?, les plus grandes études

d’association pangénomiques n’ont pas mis en évidence d’association génétique®2.

D. Symptdémes
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Les symptdmes moteurs alterent de maniere significative la vie quotidienne des patients et
permettent généralement de poser le diagnostic. Les traitements disponibles et efficaces de la MP sont
purement symptomatiques avec des stratégies de remplacement de la dopamine (lévodopa, agonistes
dopaminergiques) et des traitements chirurgicaux (stimulation cérébrale profonde). Aucun traitement
spécifique de I’AMS ou de la DCL n’a été mis au point comme les patients répondent généralement
peu ou pas aux thérapies de remplacement de la dopamine. Jusqu’a présent, aucun traitement
neuroprotecteur n’a été développé de maniére satisfaisante bien que de tels traitements soient tout
a fait pertinents pour ces maladies étant donné que les symptomes moteurs apparaissent quand une

7z

large proportion de neurones a déja dégénéré.

La majorité des travaux de recherche sur les synucleinopathies a été réalisée dans le but de
comprendre et de traiter les symptomes moteurs. Cependant, les patients doivent faire face a un large
panel d’autres symptomes appelés symptémes non-moteurs : des dysfonctions autonomiques (avec
implication des systémes cardiovasculaires, urinaires et digestifs)®*°*, une hypo/anosmia®*®, des
désordres psychiatriques (principalement de I'anxiété et de la dépression)®*7%¢, des altérations du
sommeil (altérations des cycles éveil/sommeil, troubles respiratoires du sommeil, troubles

.)%7101 des altérations cognitives, etc. Traiter la totalité du

comportementaux du sommeil paradoxal..
spectre des symptémes non-moteurs est limité a des thérapies symptomatiques mais cela reste

important pour améliorer la qualité de vie des patients.

Des analyses post-mortem restent nécessaires pour confirmer le diagnostic de ces maladies, mais
des différences dans les symptomes moteurs, la réactivité a la dopathérapie, le spectre des symptémes
non-moteurs et le délai entre leur apparition et les symptomes moteurs, I’évolution dans le temps ainsi

gue des données paracliniques aident cependant les cliniciens a différencier les synucléinopathies.

1. Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus commune et est de
loin la plus étudiée des maladies parmi les synucléinopathies. Pour la plupart des patients, la maladie
débute autour de 65 ans'®. Entre 5 et 10% des patients développent la maladie de maniére précoce,
c’est-a-dire entre 21 et 40 ans!®, et dans certains cas, la survenue des premiers symptémes se fait

avant I’dge de 20 ans'®,

La MP est caractérisée par des symptomes moteurs, ou parkinsonisme, défini par une
bradykinésie/akinésie, une hypertonie musculaire, une instabilité posturale et des tremblements au
repos?t8°1 La bradykinésie, qui correspond a un ralentissement des mouvements, associée a une
akinésie, soit une difficulté a initier le mouvement, sont les deux caractéristiques les plus largement

rencontrées chez les patients atteint de parkinsonisme. Cela peut engendrer une perte de I'expression
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faciale, une diminution du clignement des yeux, et plus tardivement des difficultés a avaler. La rigidité
musculaire est caractérisée par une raideur des membres et du tronc, en particulier le cou. L’instabilité
posturale apparait souvent a un stade plus tardif et méne a une augmentation du nombre de chute.
Enfin, bien que les tremblements au repos soit le symptome le plus communément associé a la MP,
seulement 60% des patients en sont affectés. Dans la majorité des cas, les tremblements sont

asymeétriques et apparaissent aux extrémités distales (main, doigt, pied, menton).

Les patients souffrants de la MP présentent aussi des symptomes neuropsychiatriques
(dépression, anxiété, hallucinations visuelles), des dysfonctions cognitives (troubles exécutifs,
démence), des altérations du sommeil (TCSP, SDE), des dysfonctions autonomiques (hypotension
orthostatique, troubles de la vessie, impotence érectile, troubles respiratoires) dysfonctions gastro-
intestinales (constipation, dysphagie, nausées) et des symptdmes sensoriels (douleur, anosmie)?>1%,
Parmi ces symptomes non-moteurs, les altérations du sommeil, I’hyposmie et la constipation
apparaissent fréquemment avant les symptéomes moteurs alors que la dysautonomie survient plus

tardivement dans le développement de la maladie.

2. Démence a corps de Lewy

La démence a corps de Lewy est la seconde forme la plus commune de démence apres la maladie
d’Alzheimer (MA), et il peut méme étre difficile de différencier ces deux maladies. L’age moyen du
début de la DCL est de 70 ans?! et il existe une forme plus précoce avec une survenue avant 65 ans,
La prévalence est difficile a estimer car les symptémes moteurs peuvent survenir plus tardivement,

amenant dans un premier lieu a poser un autre diagnostic pour ces patients.

Cette maladie doit étre différenciée de la maladie de Parkinson avec démence dans laquelle la
démence survient plus d’un an aprés le parkinsonisme?!. A cause d’une possible confusion avec
d’autres types de démences, la DCL est souvent sous-diagnostiquée'®. La fluctuation de la déficience
cognitive, les hallucinations visuelles récurrentes et un historique familial de TCSP sont les symptémes
clés de la DCL et peuvent apparaitre de maniere précoce dans le développement de la maladie.
L'association de ces symptomes et du parkinsonisme est considérée comme suffisante pour

diagnostiquer un probable cas de DCL?1%7,

3. Atrophie multisystématisée

L’atrophie multisystématisée est une maladie orpheline qui débute généralement aprés 50 ans!®,
Comparée a d’autres synucléinopathies, I'évolution de I’AMS est plus rapide et la réponse aux

traitements administrés aux patients parkinsoniens, principalement la lévodopa, est faible®,
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Selon les symptémes prédominants et la région la plus affectée, I’AMS est divisée en deux sous-
catégories : I’AMS-P présentant principalement un parkinsonisme et des |ésions dans la région du
mésencéphale, et 'AMS-C qui présente majoritairement une ataxie cérébelleuse et des lésions du
cervelet. Les patients affectés par 'AMS présentent aussi des symptomes non-moteurs similaires a
ceux de la MP mais a un degré plus important. Les dysfonctions autonomiques sont le critere clé de
I’AMS, ils surviennent de maniere précoce dans le développement de la maladie et sont beaucoup plus

sévere que dans le cas de la MP.

E. Anatomo-pathologie

Comme mentionné précédemment, les synucléinopathies partagent une caractéristique anatomo-
pathologique commune, a savoir des inclusions cytoplasmiques dont la présence est liée a la mort
neuronale, particulierement celle des neurones dopaminergiques localisés dans la substance noire
pars compacta (SNpc)*> 7. Cette neurodégénérescence, qui représente la seconde caractéristique
commune aux synucléinopathies, est visible par une perte de la pigmentation noire caractéristique de
cette région a cause de la neuromélanine contenue dans le cytoplasme des neurones'®. La SNpc
envoie des projections dans le striatum qui est impliqué dans le contréle du mouvement, ce qui
explique que la dégénérescence de cette structure engendre un parkinsonisme. Au-dela du systeme
dopaminergique, d’autres systémes de neuromodulateurs sont impactés, tels que les systémes

noradrénergiques et sérotoninergiques.

1. Maladie de Parkinson

Chez les patients parkinsoniens, les inclusions contenant I’a-syn sont appelés corps de Lewy, Lewy
bodies en anglais (LB), lorsqu’elles sont localisées dans le cytoplasme des neurones, et neurites de
Lewy lorsqu’elles sont dans les extensions neuronales®.

En 2002, I'’équipe de Braak a décrit la progression des régions affectées par la MP en se basant sur
la présence des LB%. Selon cette hypothése, six stades sont définis :

- Les stades 1 et 2 correspondent au stade pré-symptomatique avec des LB localisés dans le bulbe
rachidien (les noyaux dorsaux moteur du nerf glosso-pharyngien et du nerf pneumogastrique) et dans
I'aire tegmentale (noyau raphé et locus coeruleus) respectivement ;

- Les stades 3 et 4 correspondent au moment ol la plupart des patients développent des
symptomes moteurs, les LB sont alors localisés dans I'aire mésencéphalique (SNpc) et les aires
corticales primaires (cortex temporal) respectivement ;

- Les stades 5 et 6 traduisent un état avancé de la maladie avec des LB dans le néocortex et le

cortex préfrontal au stade 5, et dans les aires sensorimotrices au stade 6.
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Cette hypothese reste controversée étant donné qu’elle ne prend pas en compte la

dégénérescence des régions affectées.

2. Démence a corps de Lewy

La DCL, de méme que la MP, est caractérisée par la présence de LB et de neurites de Lewy, et de

111 3insi qu’une réduction du

méme que la MA, par la présence de plaques d’amyloides dans le cortex
cortex frontal et du cortex temporal ce qui explique le déficit cognitif. Néanmoins, les patients
souffrant de le DCL peuvent étre distingués des patients souffrant de la MA par une certaine

préservation de I’hippocampe et du lobe temporal médial*'2.

3. Atrophie multisystématisée

Comme mentionné précédemment, les patients AMS présentent une dégénérescence de la voie
nigrostriée, des neurones de la SNpc et/ou du systéme olivopontocerebelleux, ainsi gu’une atrophie
cortical dans les lobes frontaux'!3. Contrairement a la MP ou la DCL ou les filaments d’a-syn sont
principalement dans les neurones, les inclusions sont principalement situées dans le cytoplasme des
cellules oligodendrogliales (ICG)* mais elles peuvent également étre trouvées dans le noyau des
cellules gliales, dans le cytoplasme et le noyau des neurones. Néanmoins, les ICG représentent le

marqueur biologique de 'AMSY’.

Puisque rien ne permet actuellement de retarder, de stopper ou a minima de ralentir la
progression des synucléinopathies, I'étude des symptomes non-moteurs, et en particulier les
altérations du sommeil, apparait essentielle comme ces derniéres peuvent survenir jusqu’a plusieurs

décennies avant les symptémes moteurs.

Il Physiologie du sommeil

A. Généralités

Le sommeil est défini comme un «état comportemental réversible de désengagement perceptif et
de non-réponse a l'environnement» qui est déclenché par un «xamalgame de processus physiologiques
et comportementaux»*'4. L'organisation, ou architecture, du sommeil chez ’'Homme est basée sur la
succession de quatre a six cycles de sommeil d'environ 90 minutes sur 8 heures. Chaque cycle
comprend le sommeil paradoxal, ou sommeil REM pour Rapid Eye Movement, et le sommeil non-REM
(NREM), lui-méme divisé en stade 1 (N1) qui correspond a I'endormissement, stade 2 (N2) appelé

sommeil léger, et stade 3 (N3) appelé sommeil profond. Dans un cycle de sommeil normal, le sommeil
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NREM est prédominant durant les premieres heures suivant I'endormissement, tandis que le temps

passé en sommeil paradoxal augmente avec le temps.

B. Roéles du sommeil

Bien que le réle du sommeil soit encore I'objet d’intenses recherches, il est connu pour étre

impliqué dans de nombreux processus, notamment |'apprentissage et la consolidation de

115-117 118,119

la mémoire , les économies d'énergie , la libération d'hormones (e.g. augmentation de
la libération de facteurs de croissance, inhibition de la libération de cortisol)?>!2%, De plus, le sommeil
et le systeme immunitaire exercent une forte régulation I'un sur I'autre, le sommeil ayant un réle
spécifique dans la formation de la mémoire immunologique®*!?3, et I'inflammation induisant une

diminution de la qualité du sommeil, de la fatigue et une somnolence diurne excessive?*,

Outre toutes ces fonctions, un nouveau réle du sommeil a été récemment mis en évidence. En
utilisant I'imagerie a deux photons, Xie et al. ont montré que durant le sommeil, la fraction volumique
du liquide interstitiel (ISF) augmentait de plus de 60%2°. lls ont également montré que le *>AB1.40
radiomarqué, ou l'inuline *C, un traceur inerte, injectés dans le cortex des souris étaient éliminés
beaucoup plus rapidement de I'ISF (par plus de deux fois) pendant le sommeil. Les mémes résultats
ont été obtenus avec des souris anesthésiées avec un mélange de kétamine/xylazine (KX). Ces résultats
sont en faveur du systéme glymphatique récemment découvert'?®. Ce systéme permet une élimination
efficace des protéines solubles et des métabolites du systéme nerveux central et participe a la
distribution des composés (glucose, lipides, acides aminés et neurotransmetteurs) dans tout le cerveau
a l'aide de canaux périvasculaires formés par les astrocytes conduisant a des échanges entre le LCR et
I'ISF1%6, Ce systéme glymphatique est plus efficace pendant le sommeil comparé a I'éveil. Certaines
preuves suggerent que l'activité glymphatique pourrait étre régulée par la noradrénaline,
un neurotransmetteur favorisant [|'éveil, car I'application d'antagonistes des récepteurs de
la noradrénaline chez des souris éveillées augmente |'espace interstitiel permettant les échanges CSF-
ISF26126 Inversement, I'application de noradrénaline diminue la fraction volumique interstitielle
entraihant la suppression des flux glymphatiques!?. Bien que de nouvelles études remettent en
question les mécanismes exacts impliqués dans ce systéme!?”:128, |e sommeil semble jouer un rdle dans
la clairance des métabolites. Ce rble est étayé par I'observation de I'augmentation de la charge de AB
chez les sujets sains aprés seulement une nuit de privation de sommeil'?® et par la privation de sommeil
chronique dans les modeéles de la maladie d’Alzheimer qui entraine une augmentation de
I'accumulation de AR Une étude récente de grande cohorte rapporte une augmentation de la

mortalité chez les infirmieres travaillant de nuit et de soir, y compris suite au développement de la
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maladie d’Alzheimer!32, Cependant, une autre étude montre que le travail de nuit ne semble pas étre

associé au développement de la MP33,

C. Phases du cycle éveil/sommeil

Le cycle éveil/sommeil peut étre divisé en plusieurs phases (éveil, sommeil NREM (N1, N2, N3) et
sommeil REM) en fonction de I'activité corticale, de I'activité oculomotrice et de I'activité musculaire.
La détermination des phases du cycle est permise par l'analyse de ces différentes variables
physiologiques enregistrées lors de I'examen polysomnographique (PSG) : électroencéphalographie
(EEG), électro-oculographie (EOG) et électromyographie (EMG) (Fig. 1). En effet, chaque étape a sa

signature.

Pour le stade 1 du sommeil NREM, |'activité EEG dominante, reflétant I'activité corticale, se situe
dans la gamme 4-7 Hz, correspondant aux ondes théta (4-9 Hz). Le stade N2 comprend également des
ondes théta mais avec deux caractéristiques distinctives!®* : des complexes K, de brefs pics de forte
amplitude, et des fuseaux, de brefs sursauts d'ondes plus rapides (12-14 Hz) inclus dans les oscillations
de la gamme béta inférieure (12 a 30 Hz). Le stade N3 est caractérisé par des oscillations delta (1-4 Hz)
sur I'EEG et des oscillations lentes (<1 Hz) et est ainsi appelé sommeil lent (SWS). L'amplitude du signal
EEG, qui donne la synchronisation neuronale, est a son niveau le plus élevé pendant cette étape.
Inversement, le signal EEG est désynchronisé pendant la phase d’éveil et le sommeil paradoxal. Le
sommeil REM est méme appelé sommeil paradoxal car, d'aprés les enregistrements, il ressemble plus
a une phase d’éveil qu’aux autres phases de sommeil. Le sommeil paradoxal est associé au rythme de
la gamme théta et aux rythmes du stade d’éveil avec des oscillations alpha (9-12 Hz), béta (12 30 Hz)

et gamma (> 30 Hz).

En sommeil paradoxal, I'activité EOG traduisant I'activité des muscles oculaires est également plus
proche de celle enregistrée pendant la phase de d’éveil que de celle du sommeil. Le sommeil REM tire
d’ailleurs son nom des mouvements oculaires rapides enregistrés a ce stade qui ne sont pas observés

pendant le sommeil NREM.

Enfin, le signal EMG est enregistré au niveau des muscles squelettiques antigravitaires
(généralement les muscles du menton ou du cou) qui sont sous contréle volontaire. A mesure que
I'état de sommeil NREM s'approfondit, I'activité musculaire diminue par rapport a la phase d'éveil.
Cette diminution atteint son maximum pendant le sommeil paradoxal, une phase de sommeil

caractérisée par une perte totale d'activité musculaire (atonie).
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FIGURE 1. EXEMPLE DE TRACES EEG, EMG ET EOG ENREGISTREES AU COURS DES DIFFERENTES PHASES DU CYCLE
EVEIL/SOMMEIL CHEZ L’HOMME

EEG: électroencéphalogramme; EMG: électromyogramme; EOG: électro-oculogramme;
N1 : stade 1 du sommeil NREM ; N2 : stade 2 du sommeil NREM ; N3 : stade 3 du sommeil NREM

D. Circuits neuronaux impliqués dans la régulation de I’éveil et du sommeil

Alors que le sommeil apparait comme un comportement simple, la régulation des phases d'éveil
et de sommeil, tant l'initiation que le maintien, impliquent de nombreuses structures localisées

principalement dans le tronc cérébral et le cerveau antérieur.

1. Eveil

Le systeme d'activation réticulaire ascendant (ARAS) favorisant I'éveil a été découvert par le
laboratoire d'Horace Magoun®® et comprend de nombreuses structures: les neurones
sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal (DRN), les neurones noradrénergiques du locus coeruleus
(LC), les neurones dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale (VTA), les neurones cholinergiques
des noyaux pédonculopontins et tegmentaux latérodorsal (PPT/LDT), et les neurones
glutamatergiques du noyau parabrachial médial (PB)'*. En plus de I'ARAS, d'autres structures sont
impliquées dans |’éveil, notamment les neurones cholinergiques dans le cerveau antérieur basal (BF),
les neurones histaminergiques dans le noyau tubéromammillaire (TMN) et les neurones GABAergiques

et orexinergiques dans I'hypothalamus latéral (LH)*37:138,
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Le noyau du raphé dorsal dans le mésencéphale et le pont cérébral contient la plus grande quantité
de neurones sérotoninergiques (5-HT)'* et représente I'une des principales sources d'innervation
sérotoninergique dans le cerveau antérieur'®. Ces neurones recoivent des apports de diverses régions,
notamment le cortex, le thalamus, 'aire préoptique ventrolatérale (VLPO) et le LH'*!, Leur role dans la
régulation du cycle éveil/sommeil a été présumé car une forte diminution d’5-HT conduit a I'insomnie

chez les chats et les rongeurs#%143

suggérant que les neurones DRN permettent l'initiation du sommeil,
mais de nouvelles preuves montrent que l'insomnie induite par la diminution d’5-HT ne se produit pas
dans un environnement chaud!** comme les neurones du DRN sont également impliqués dans les
mécanismes de thermorégulation'®. D'autres expériences ont mis en évidence que la 5-HT favorise
I'excitation. En effet, les enregistrements électriques montrent que les neurones 5-HT dans les noyaux
du raphé déchargent au maximum pendant I'éveil chez les chats!*®'*’, I3 stimulation optogénétique
des neurones 5-HT dans le DRN entraine une augmentation par deux du temps passé éveillé chez la

148

souris’®, les agonistes des récepteurs 5-HT augmentent le temps passé en éveil’*10 et |es

antagonistes le diminuent chez les rats!®11>2,

Le locus coeruleus (LC) est la principale source de noradrénaline (NA) dans le cerveau. Cette
structure située dans le pont envoie des projections dans tout le systeme nerveux central (SNC), y
compris aux structures impliquées dans la régulation éveil/sommeil comme le cortex'%”1>3, |e BF1361>4,
le thalamus'®1, le VLPO¥™®17, |e LH81%9 |e DRN60! et |e PPT/LDT6%163, et recoit des afférences
des systémes d'excitation, du tronc cérébral et du cortex préfrontal'®. Le LC est donc un systéme de
diffusion qui participe largement a favoriser I'éveil. En effet, des études pharmacologiques montrent
que les antagonistes de la noradrénaline (NA) (récepteurs al et () et la libération réduite de NA
(enutilisant des agonistes des récepteurs 02) diminuent l'activation corticale®>1%,
Les enregistrements électrophysiologiques montrent que I'activité des neurones NA du LC est tres
élevée pendant I'éveil actif, élevée pendant I'éveil calme, plus faible pendant le SWS et presque
absente pendant le sommeil paradoxal®”1, et des expériences optogénétiques démontrent que
I'inhibition de la LC pendant la phase active conduit a une réduction de la durée des épisodes d'éveil,
et une augmentation du nombre de transitions éveil/SWS'®, A l'inverse, la photoactivation des
neurones du LC conduit a une transition immédiate du sommeil (SWS ou sommeil paradoxal) au stade
d’éveil'®. De plus, I'activité des neurones noradrénergiques est particulierement importante dans les
réponses environnementales (stress, nouveaux stimuli ou stimuli indiquant une récompense ou une
menace)’®172, Dans I'ensemble, ces résultats suggérent fortement que les neurones du LC sont le

support principal de I'éveil nécessitant une vigilance soutenue®”17°,

Le role de la transmission dopaminergique dans la régulation du cycle éveil/sommeil est mis en

évidence par le puissant effet des médicaments augmentant la transmission dopaminergique (e.g. les
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amphétamines, le modafinil, la vanoxérine) qui favorisent fortement I'éveil’”>174, Un résultat similaire
est observé chez les souris knock-out pour le transporteur de la dopamine (DAT)Y’4. Inversement, chez
ces souris, |'effet des médicaments favorisant I'éveil est aboli’4. Par ailleurs, une diminution du temps
passé éveillé est observée chez les souris KO du récepteur de la dopamine D2 (D2R)'7, et I'éveil suite
a 'administration de modafinil est empéchée lorsque ces souris sont prétraitées avec I'antagoniste du
récepteur D1 (D1R)Y®. Enfin, les antagonistes des récepteurs a la dopamine (DA) (e.g. les
antipsychotiques) induisent une sédation?”’. De nombreuses régions cérébrales produisent de la DA,
mais I'aire tegmentale ventrale (VTA) et la substance noire (SN) dans le mésencéphale sont les deux
principales zones dopaminergiques. Bien que les activités de décharge des neurones VTA et SN ne
changent pas de maniére significative au cours du cycle éveil/sommeil'’4'7°, une augmentation du
niveau de dopamine est enregistrée dans leurs champs terminaux (noyau accumbens (NAc), cortex
préfrontal et striatum) pendant I'éveil par rapport au sommeil*®®8l Cela est probablement di 3
des changements d'activité de la DAT car cette variation ne se produit plus chez les souris DAT KO,
Le rble de la VTA dans la régulation éveil/sommeil est démontré par l'inhibition chimiogénétique des
neurones dopaminergiques de la VTA qui conduit a une diminution de la phase d'éveil, en particulier
dans des conditions de forte motivation (e.g. proposition alimentaire, compagnon potentiel),
De plus, la stimulation optogénétique de ces neurones ou de leurs terminaisons (NAc et amygdale)
pendant le SWS induit I'éveil presque immédiatement!®3, Les neurones dopaminergiques de la VTA
favoriseraient ainsi I'éveil notamment dans un contexte de forte motivation. Par ailleurs, Lu et al. ont
constaté qu'un petit assemblage de neurones DA localisés dans la substance grise périaqueducal
ventral (VPAG) exprimait le c-Fos pendant les phases d’éveil et que les lésions induites par la
6-hydroxydopamine (6-OHDA) entrainaient une diminution de la durée totale de la phase d'éveil'®,
D'autres études sont encore nécessaires pour identifier dans quelles conditions ces neurones sont
impliqués pour favoriser I'éveil. Par ailleurs, le systeme dopaminergique semble également favoriser
le sommeil. En effet, une récente étude montre qu'une lésion sélective des neurones dopaminergique
de la SN et de leurs terminaisons dans le striatum conduit a une augmentation de la durée totale de
I'éveil et a une diminution de la durée totale du sommeil NREM?®*>. Dans I'ensemble, ces résultats
impliquent que la dopamine pourrait jouer des rdles opposés dans la régulation éveil/sommeil en

fonction des régions et des voies impliquées.

Le noyau tubéromammillaire (TMN) situé dans I'hypothalamus postérieur est la seule source

186,187 et certains d'entre eux colibérent du GABA®# | es neurones

d'histamine (HA) dans le cerveau
du TMN innervent le cortex, le DRN, le LC, le VLPO et d'autres structures favorisant I'éveil®*1%, |'effet
des neurones HA du TMN pour favoriser I'éveil est tout d'abord suggéré par les antihistaminiques bien

connus pour induire somnolence et sédation!®. En outre, les neurones du TMN déchargent au
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maximum pendant I'éveil actif et sont silencieux pendant le sommeil'®, et le niveau d'histamine est
augmenté pendant la période d'éveil et est positivement corrélé avec le temps passé éveillé!®. De
plus, les souris KO pour le géne de I'histidine décarboxylase, codant pour I'enzyme responsable de la
synthése de I'histamine, les souris dépourvues du récepteur H1 (récepteur de I'histamine), ou les souris
injectées avec un antagoniste du récepteur H3 sont moins éveillées au début de la phase d'éveil'*® et
ont latence réduite pour s'endormir en réponse a un nouvel environnement®”1%, | 'effet des neurones
HA du TMN sur I'éveil est également mis en évidence par I'extinction optogénétique de ces neurones
pendant I'éveil, plus précisément a la fin de la phase inactive, qui induit le SWS, bien que le besoin de
sommeil a ce moment soit relativement faible. Enfin, la stimulation optogénétique des axones du TMN
induit I'inhibition des neurones VLPO qui favorisent largement le sommeil, par la libération de GABA,

et suppriment I'entrée inhibitrice du GABA vers le TMN via les autorécepteurs H3%,

Les noyaux pédonculopontins et tegmentaux latérodorsal (PPT/LDT), situés a la jonction du
mésencéphale et du pont, sont des amas de neurones cholinergiques (ACh)?°*2%! qui contiennent
également des neurones glutamatergiques et GABAergiques?*>29, Les neurones du PPT/LDT recoivent
I'innervation de nombreuses structures favorisant I'éveil comme le BF, le cortex, la LH et le PAG, le
DRNZ2%4205 et envoient des projections notamment vers le VTA, la LH, le BF, le cortex et le thalamus?®®~
209 | 3 stimulation électrique de la région cholinergique du PPT entraine un réveil rapide chez les chats
endormis et anesthésiés en raison de la suppression des oscillations lentes (< 6 Hz) et de I'amélioration
des ondes plus rapides (20-35 Hz)?'%?11, De plus, aprés |'activation chimiogénétique des neurones ACh
du PPT, les souris passent moins de temps en SWS, et I'amplitude des oscillations de la gamme delta,
qui sont caractéristiques du SWS, est réduite, se traduisant par une diminution de la synchronisation
corticale?!2, En effet, sans apport thalamique, les neurones corticaux ont une activité synchronisée. De
plus, l'acétylcholine favorise I'éveil par I'excitation des noyaux thalamiques intralaminaires et
I'inhibition du noyau réticulaire inhibiteur du thalamus, les deux conduisant a une activation corticale.
Bien que la maniére dont les neurones du PPT induisent I'éveil reste a élucider, les noyaux ACh du pont

213 pourraient agir en utilisant cette voie?'4, De plus, les neurones PPT

et leurs projections thalamiques
glutamatergiques semblent participer a l'effet de promotion de [I'éveil car leur activation
chimiogénétique conduit a une activation corticale prolongée, et méne principalement a un éveil
calme, et inversement, l'inhibition chimiogénétique augmente le temps passé en SWS au détriment du

temps passé éveillé?'2,

Le cerveau antérieur basal, une région située a I'avant et au-dessous du striatum, contient des
neurones produisant de I'acétylcholine, largement impliqués dans la régulation de I'éveil comme vu ci-
dessus, mais aussi du GABA et du glutamate?!>216, Ces différentes populations envoient des projections

au cortex et entre elles via des réseaux locaux**#?'7, et dans son ensemble, le BF semble favoriser I'éveil
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car la stimulation de cette région améliore |'éveil, et la Iésion réduit les oscillations lentes de I'EEG et
conduit méme a un état de coma avec suppression des ondes EEG lentes?'#2%, Les neurones ACh du
BF déchargent davantage aux stades de rythmes corticaux rapides, c'est-a-dire aux stades d’éveil et de
sommeil paradoxal, par rapport au stade de sommeil NREM¥%22l Ces neurones agissent sur
I'activation corticale mais leur role dans l'initiation des phases d’éveil n’est pas clairement établi. En
effet, les lésions sélectives ou l'inhibition chimiogénétique et optogénétique augmentent les
oscillations lentes de I'EEG, diminuent le nombre de réveil du sommeil NREM et induisent un SWS
prolongé??%223 |’ activation chimiogénétique ou optique des neurones ACh du BF suppriment l'activité
delta du signal EEG, mais alors que la premiere technique déstabilise le sommeil NREM pendant
quelques heures sans effet majeur sur la quantité d’éveil'®”?22, |a seconde méne les souris a se réveiller
du sommeil NREM et augmente la durée de la période d'éveil????*, Ces différences concernant les
résultats peuvent étre dues aux techniques utilisées, a la signalisation intracellulaire et aux
caractéristiques électrophysiologiques des neurones ciblés, ou au nombre et a la localisation des
neurones activés??. Les neurones GABAergiques améliorent I'activation corticale notamment par leur
projection sur les interneurones corticaux??®??’, ['activation chimiogénétique des neurones GABA du
BF favorise I'EEG cortical dans la bande gamma et augmente le temps passé éveillé, tandis que
I'inhibition chimiogénétique induit une augmentation de la puissance des ondes lentes et une
augmentation transitoire du sommeil NREM?’. De plus, les neurones GABAergiques du BF sont connus

8 et les sous-populations, en fonction des marqueurs

pour étre fonctionnellement hétérogénes?
exprimés??!, n'ont pas la méme fonction sur la régulation éveil/sommeil. En effet, la photostimulation
des neurones GABA exprimant la parvalbumine favorise fortement le réveil et I'activité corticale
rapide, tandis que la photostimulation de ceux exprimant la somatostatine induit une légeére
augmentation du sommeil NREM?122°, D'autres expériences sont encore nécessaires pour étudier le
role spécifique des différentes populations GABAergiques de neurones dans le BF. Enfin, les neurones
glutamatergiques du BF semblent également favoriser le stade d'éveil car la stimulation optogénétique
réveille immédiatement les souris du sommeil NREM, ce qui suggere qu'ils jouent un réle majeur dans
I'initiation de I'éveil?’X. Cependant, I'activation chimiogénétique réduit les ondes corticales lentes
(delta) et rapides (béta) pendant le sommeil NREM, et aucun effet sur le temps passé en phase d’éveil

ou de sommeil n’est observé!®’. Comme pour les neurones cholinergiques du BF, les différences

peuvent provenir des méthodes utilisées.

Le noyau parabrachial (PB) dans le pont envoie principalement des projections ascendantes
glutamatergiques vers le cortex, le thalamus, la LH, le DRN, le VLPO*%230.231 ot représente un apport
glutamatergique substantiel au BF?%. Le PB envoie également des projections descendantes vers la

région médullaire a travers laquelle il régule la respiration®%#233, Combinée a son rdle de relais des
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informations chimiosensorielles du CO2%342%8, |3 signalisation glutamatergique des neurones du PB
semble essentielle pour sortir du sommeil avec une respiration insuffisante?3®242, Au-dela du contexte
des troubles respiratoires, I'implication des neurones du PB apparait essentielle pour réguler I'éveil car
une blessure dans la région du PB conduit a un coma ou a un état végétatif chez 'homme comme chez
les rongeurs?2%243:244 En effet, une lésion spécifique au niveau du complexe parabrachial-précoeruleus
chez le rat induit une insensibilité comportementale, avec une amplitude maximale du signal EEG
majoritairement dans la gamme de fréquence inférieure a 1 Hz, et une faible expression corticale c-
Fos aprés une manipulation douce des rongeurs®®. A l'inverse, la stimulation chimiogénétique des
neurones du PB pendant la phase inactive entraine une longue phase d’éveil*®*. En tant que plaque
tournante pour relayer les informations sensorielles?*, les neurones du PB pourrait favoriser I’éveil en

réponse a divers stimuli intéroceptifs, en particulier a travers des projections efférentes sur le BF.

L'hypothalamus latéral (LH) est une structure hétérogene qui contient des neurones orexine-A et -
B (ou hypocrétine-1 et -2), un type de cellule clé favorisant I’éveil?* et permettant surtout le maintien
de longues périodes d'état d’éveil. Le réle de ces neurones est mis en évidence car leur absence est un
marqueur de narcolepsie avec cataplexie, un trouble du sommeil caractérisé par une somnolence
diurne excessive chronique avec une perte soudaine de tonus musculaire lors de I'éveil?*®. Des effets
similaires sont observés chez les souris orexine KO qui présentent des épisodes plus courts d'état
d’éveil pendant leur période active avec un arrét soudain et brusque de I'activité motrice se terminant
par une reprise compléte des mouvements?*. De plus, l'injection intracérébroventriculaire d'orexine-
A augmente le temps d'éveil total®®, I'activation optogénétique des neurones orexine chez les souris
endormies diminue considérablement la latence de la transition a I'éveil®®!, et [I'activation
chimiogénétique de ces neurones augmente le temps passé éveillé, en particulier pendant la période
d'inactivité?>2, En plus de maintenir I'éveil dans des conditions calmes, la signalisation orexinergique
joue également un réle dans le maintien de I'éveil en réponse au stress, aux défis homéostatiques ou
lors de la recherche de récompenses®**, Par exemple, la privation de nourriture qui augmente
largement I'éveil chez les souris dite sauvage n'a que peu d'effets chez les souris dépourvues de

neurones orexinergiques®®.

2. Sommeil NREM

Contrairement aux structures qui sont impliquées dans la régulation de la phase d’éveil et qui
présentent une grande redondance, seules quelques structures ont été identifiées comme étant

actives durant le sommeil.

En 1917, le neuropathologiste Von Economo décrit I'encéphalite |éthargique, aussi connu sous le

nom de maladie de Von Economo-Cruchet, comme « une sorte de maladie du sommeil, les premiers
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symptémes étant des maux de téte et des nausées, puis un état de somnolence, souvent accompagné
de délires »**°. Il identifie chez ces patients des lésions inflammatoires dans I’hypothalamus antérieure
qui induisent une insomnie et émet donc I'hypotheése que cette région ait un réle majeur dans
I'initiation du sommeil®°. Cette région est plus tard plus précisément localisée dans les aires
préoptiques ventrolatérale (VLPO) et médiane (MnP). L’hypothése de Von Economo a ensuite été
confirmée par des études chez le singe, le chat et le rat chez lesquels des lésions de I'aire préoptique

256-28  Ces résultats

induisent de maniere systématique une insomnie profonde et persistante
montrent que la stimulation électrique de I'aire préoptique entraine une activité corticale a ondes
lentes de I'EEG et le sommeil (SWS)*¥. Les neurones du VLPO et du MnPn, neurones GABAergiques,
sont activés pendant le sommeil de récupération ou la sédation induite par le récepteur
o2-adrénergique (A2R), et leur réactivation sélective induit le SWS?*°. Durant le sommeil, I'expression
de c-fos dans les neurones est répartie dans I'aire préoptique, et plus densément dans le VLPO et le
MnPn GABA. Le nombre de neurones c-fos dans ces régions est positivement corrélé avec la quantité
de sommeil et la consolidation du sommeil au cours de la derniére heure précédant le sacrifice®.
Des expériences réalisées avec des rats privés de sommeil montrent que les neurones GABAergiques
du MnPn sont plus fortement activés en réponse a une augmentation de la pression de sommeil (i.e.
le besoin de dormir), et que les neurones GABAergiques du VLPO sont plus fortement activés durant
le sommeil de récupération??2%2, D’autres expériences de stimulation électriques chez des rats ont
montré que les neurones enregistrés dans ces deux structures étaient actifs avant et apres le début du
SWS, et que leur fréquence de décharge était positivement corrélé avec la profondeur et la durée du
sommeil?®3, Certains de ces neurones sont également actifs pendant le sommeil paradoxal avec une
fréquence de décharge plus élevée que pendant le SWS précédent. Ces résultats suggerent que les
neurones du VLPO et du MnPn participent a l'induction et a la stabilité du SWS. Par ailleurs, il a été
démontré que le VLPO et le noyau suprachiasmatique (SCN), structure située dans I’hypothalamus
responsable du contrdle des rythmes circadiens, avaient des activités synchronisées?®. Ces deux
régions sont interconnectées et recoivent toutes les deux des projections des cellules ganglionnaires
rétiniennes, il est donc possible que des informations circadiennes puissent étre transmises au VLPO

pour moduler son activité!%6:265-267,

Par ailleurs, la transition de I’éveil au sommeil semble résulter de I'inhibition soutenue et
coordonnée des systéemes d’excitation de ’ARAS par les centres hypnogenes. Des études permettant
d’identifier les voies rétrogrades et antérogrades des neurones du VLPO et du MnPn montrent qu’ils
sont réciproquement liés a des neurones actifs pendant I'éveil (neurones HA du TMN, neurones
orexinergiques du LH, neurones 5-HT du DRN, neurones NA du LC, neurones ACh du

LDT/PPT)156:164261,268,265 pyrant le SWS, les niveaux extracellulaires de GABA augmentent dans ces
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neurones par rapport a I'éveil?’>?’2, De plus, 90% des neurones positifs au c-fos dans le VLPO
expriment 'ARNm de la galanine, et 80% des neurones VLPO ayant des projections vers le TMN
contiennent a la fois de la galanine et le glutamate carboxylase (GAD), I'enzyme de synthése du
GABA?’3274_Enfin, la stimulation électrique du VLPO montre une inhibition des neurones du TMN
médiée par le GABA?>. Pris ensemble, ces résultats appuient le fait que les projections du VLPO et de

la MnPn vers les systemes favorisant I'éveil ont un réle inhibiteur.

Les neurones actifs durant le sommeil qui expriment le GABA et la galanine sont inhibés par le NA
via les récepteurs a2-adrénergiques post-synaptiques, et par I’ACh via les récepteurs muscariniques
post-synaptiques et des récepteurs nicotiniques présynaptiques situés sur les terminaisons
noradrénergiques?’®. Leur activité n’est cependant pas modulée par la HA ou l'orexine?’?, Enfin, la
sérotonine induit soit une inhibition (50%, type 1), soit une activation (50%, type 2) des neurones du

VLPO?”3,

Des facteurs hypnogénes naturels, tels que I'adénosine et la prostaglandine D2, s"accumulent lors
de I'éveil et jouent un réle crucial dans l'initiation du sommeil. En effet, I'application d’un agoniste du
récepteur A2A (A2AR) activent les mémes neurones du VLPO que ceux activés par la sérotonine?”’. De
plus, il semble que I'adénosine puisse activer directement les neurones du VLPO au moment de
I'initiation du sommeil via une action sur les A2AR post-synaptique car I'infusion d’un agoniste du A2R
dans I'espace sous-arachnoidien rostral du VLPO augmente le SWS et induit I’expression de c-fos dans
les neurones du VLPO?’8, Par ailleurs, I'injection de glucose dans le VLPO favorise le SWS et augmente
I'expression de c-fos dans le VLPO?*®. Cela suggére que le glucose favorise I'endormissement en
augmentant I'excitabilité des neurones du VLPO. Les récepteurs Al (A1R) vont eux favoriser le sommeil
via I'inhibition des neurones activés durant I’éveil, en particulier les neurones ACh et orexinergiques?®°,
Alors que les souris KO pour I’A1R ne présentent pas d’altération dans la régulation du homéostatique
du sommeil?®, le manque d’expression du A2AR empéche une régulation normale du sommeil et
bloque I'effet stimulant de la caféine, indiquant un role crucial de I’activation de ces récepteurs dans

le SWS?2,

De nombreuses études montrent I'implication des neurones du VLPO et du MnPn dans I'induction
et la maintenance du sommeil. Par ailleurs, de nouvelles structures et voies impliquées dans la
régulation du sommeil ont été découvertes, telles que le noyau accumbens, le noyau réticulaire
thalamique, les neurones GABAergiques du cortex qui expriment I'oxyde nitrique synthase et la zone

parafaciale.

L'effet stimulant de la caféine semble étre médié par les neurones GABAergiques localisés au

niveau du noyau accumbens (NAc) et qui expriment les A2AR et les D2R, plutot que par les neurones
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du VLPO. En effet, cet effet est aboli chez les rats n’exprimant pas le A2AR dans I'enveloppe du NAc?’8,

Les neurones GABAergiques du NAc peuvent induire le sommeil via leurs projections sur les systemes
favorisant I’éveil tels que le systéme orexinergique du LH, le systeme HA, le systéme dopaminergique
de la VTA et le systéme noradrénergique du LC*3, Cependant, des études sont encore nécessaires pour

démontrer que ces neurones sont spécifiquement actifs durant le sommeil.

Les neurones réticulaires thalamiques (RT) GABAergiques sont responsables de la génération des
fuseaux (12-14 Hz) observés durant le sommeil?®, En effet, une forte stimulation optogénétique
phasique des neurones de la RT induit des fuseaux au cours du sommeil contrairement a I’éveil?828,
A l'inverse, I'activation tonique et a faible puissance de ces neurones produit des ondes lentes (ondes
delta), et induit du sommeil chez les souris éveillées sans affecter la puissance dans la bande de
fréquence des fuseaux?®. Enfin, I'inhibition des neurones RT induit des ondes lentes pendant le SWS.
Par ailleurs, I'inhibition optogénétique des neurones de la RT pendant le SWS provoque des transitions
rapides du sommeil a I’éveil*38, Ces résultats montrent bien que les neurones GABAergiques de la RT
sont nécessaires a la régulation du sommeil, ainsi qu’a la génération des fuseaux et de I'activité delta.
Lors de I'éveil, ces neurones sont inhibés par les neurones GABAergiques de la LH, ainsi que par des
projections inhibitrices des systémes cholinergiques, sérotoninergiques, noradrénergiques et
histaminergiques!®. Comme pour les neurones du NAc, des études optogénétiques et
pharmacologiques sont encore nécessaires pour comprendre les mécanismes responsables de

I'activation des neurones de la RT pendant le sommeil.

L'expression de c-fos pendant le SWS a permis d’identifier une sous population d’interneurones
corticaux exprimant I'oxyde nitrique synthase (nNOS) et le récepteur de la neurokinine-1. L’activation
de ces neurones est proportionnelle au temps total passé en SWS, a la durée de sommeil SWS et ala
puissance des ondes delta, qui donne un indice sur la pression de sommeil?®®28, Les souris KO pour le
géne nNOS passent moins de temps endormis, présentent des durées de sommeil SWS réduites et une
diminution de la puissance des ondes delta?®®2?%, Ces résultats suggérent bien un réle des neurones
GABAergiques nNOS dans la régulation du sommeil mais d’autres expériences optogénétiques et

pharmacologiques doivent étre réalisées pour le confirmer.

Les neurones GABAergiques et glycinergiques située dans la branche descente du nerf facial,
région appelée zone parafaciale (PZ) expriment c-fos apres le sommeil mais par I’éveil, et des Iésions
spécifiques de ces neurones entrainent une augmentation de I'éveil au dépend du SWS¥Z,
Leur activation pharmacogénétique induit le SWS et inhibe I'éveil et le sommeil paradoxal pendant
quelques heures??. Au contraire, leur inhibition diminue fortement le WSW et le sommeil paradoxal.
Les neurones du PZ agissent en inhibant directement les neurones glutamatergiques du noyau brachial

292

médial pontin®?, qui eux excitent les neurones du cerveau antérieur basal magnocellulaires qui
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projettent sur le cortex. Les Iésions de ces deux zones induisant un coma, il est probable que les
neurones de la PZ induisent le sommeil en inhibant la voie entre le pont et le cerveau antérieur?2. Ces
résultats suggerent un role des neurones GABAergiques et glycinergiques de la PZ dans la régulation
du sommeil. Des études sont encore nécessaires pour déterminer le réle précis de ces neurones et

leurs mécanismes d’action.

3. Sommeil REM

Des travaux expérimentaux initiés par Michel Jouvet en 1960, poursuivis par d'autres dans les
années 60 et 70, ont mis en évidence chez le chat et le rongeur une structure dans le pont rostral dorsal
lié a la génération du sommeil paradoxal nommé subcoeruleus, péri-locus coeruleus alpha, ou noyau
sublatérodorsal (SLD)?*>%%¢, La stimulation électrique des régions pontomédullaires®’ et |'activation

D829 produisent une atonie

pharmacologique des récepteurs du glutamate des neurones du SL
musculaire. De plus, des études histologiques ont montré que l'immunomarquage c-Fos dans les
neurones SLD était largement augmenté au cours de I'hypersomnie induite du sommeil
paradoxal®®30!, Enfin, les enregistrements électrophysiologiques démontrent l'activation spécifique
de ces neurones dans le sommeil paradoxal: décharge maximale pendant le sommeil paradoxal,
maintien d'une décharge soutenue tout au long de leurs occurrences, et absence de décharge lors des
transitions du sommeil paradoxal au sommeil NREM ou a I'éveil?*3%, Les neurones du SLD,
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principalement des cellules glutamatergiques®®*, sont ainsi appelés neurones REM-ON et s'opposent

aux neurones REM-OFF, silencieux pendant le sommeil paradoxal.

Bien que le SLD ait été considéré comme suffisant pour initier et maintenir le sommeil paradoxal,
certaines études démontrent que I'ensemble de la structure SLD n'est pas essentielle a toutes les
caractéristiques du sommeil paradoxal. En effet, des Iésions trés localisées du SLD préviennent I'atonie
du sommeil paradoxal sans changements majeurs du temps total de sommeil paradoxal®®3% tandis
que des lésions plus importantes ont un impact a la fois sur I'atonie et le temps passé en sommeil
paradoxal (quantité et durée des épisodes de sommeil paradoxal)®*®. Par ailleurs, I'inactivation

t3% conduit & une augmentation des valeurs

spécifique des neurones glutamatergique du SLD chezlera
EMG moyennes mais pas de changements significatifs ni du nombre ni de la durée des épisodes de
sommeil paradoxal. Deux populations différentes de neurones glutamatergiques SLD semblent

contrdler d'une part I'atonie du sommeil paradoxal, et d'autre part le sommeil paradoxal lui-méme.

Les neurones contenant I'hormone de concentration de mélanine (MCH), situés dans la zone de
I'hypothalamus latéral (LH), qui contient également des neurones orexine/hypocrétine, déchargent au
maximum pendant le sommeil paradoxal®*”3% et exprimes c-Fos aprés une hypersomnie induite du

sommeil REM3%, Ce rdle de promotion de I'état de sommeil paradoxal a également été montré par
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I"application de bréves stimulations optogénétiques des neurones MCH qui induisent durant le
sommeil NREM, une augmentation du nombre de transitions vers le sommeil paradoxal, et durant le
sommeil paradoxal, une augmentation de la durée des épisodes de sommeil paradoxal®'®. De plus,
I'activation chimiogénétique des neurones MCH conduit a une augmentation de la durée totale passée
en sommeil paradoxal®!! (augmentation du nombre d'épisodes)®'? et & une augmentation du nombre

de transition entre le sommeil NREM et le sommeil paradoxal®'?.

Les neurones MCH libérent principalement des peptides inhibiteurs®'®3% Des récentes
expériences suggerent que I'effet des neurones MCH sur les neurones du SLD est médié par I'inhibition
des neurones GABAergiques situés dans le vPAG et le LPT adjacent. En effet, une projection directe
des neurones MCH dans le SLD ne semble pas impliquée dans l'initiation du sommeil paradoxal car la
microinjection de MCH dans le SLD diminue le nombre d'épisodes de sommeil paradoxal®*®.
Inversement, l'inhibition pharmacologique de la LH conduit a une augmentation de I'expression des
neurones GABAergiques du VPAG/LPT et a une suppression compléte du sommeil paradoxal®®>. Des
expériences optogénétiques montrent par ailleurs que I'inhibition des terminaisons des neurones MCH
du vPAG/LPT empéche a elle seule I'augmentation des transitions du sommeil NREM en sommeil
paradoxal induite par l'activation chimiogénétique3!?. Les neurones GABAergiques situés dans le
vPAG/LPT exercent eux une inhibition tonique sur les neurones du SLD comme le montrent des études

298316317 ce qui en fait des neurones REM-OFF. Cette inhibition

pharmacologiques et neuroanatomiques
qui se produit pendant les phases d’éveil et de sommeil NREM empéche l'initiation du sommeil
paradoxal®'”318 Dans I'ensemble, ces résultats suggérent que les neurones MCH inhibent les neurones
GABAergiques dans le vPAG/LPT, supprimant l'inhibition tonique sur les neurones glutamatergiques
SLD et permettant l'initiation du sommeil. Par ailleurs, I'augmentation du temps de sommeil paradoxal
total suite a la microinjection de MCH dans le LC3'® et le DRN3%, et |'augmentation de la durée des
épisodes de sommeil paradoxal aprés stimulation optogénétique des terminaisons des neurones MCH

dans le TMN3? suggérent que les projections des neurones MCH sur ces structures qui favorise I'éveil

jouent un réle dans le maintien du sommeil paradoxal plutét que dans son initiation.

Les neurones du SLD envoient des projections vers deux cibles principales: le thalamus
intralaminaire (la voie ascendante) et la moelle ventromédiale (la voie descendante)?®®. La voie
ascendante conduit a une activation corticale traduite par la désynchronisation du signal I'EEG et
I'activité théta. La voie descendante méne a I'atonie®?! 3 travers des circuits inhibant les motoneurones
squelettiques de la moelle épiniére. Ces circuits impliquent des projections des neurones du SLD vers
des structures médullaires, y compris le noyau réticulaire gigantocellulaire ventral et alpha (GiV et Gia)
qui libérent du GABA et de la glycine?%®3%, Ces deux neurotransmetteurs sont nécessaires pour induire

I'atonie. En effet, dans le sommeil paradoxal induit, la glycine et le GABA sont fortement libérés sur les
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motoneurones®?, et pour prévenir |'atonie, des antagonistes des récepteurs GABAA/GABAg/glycine
sont tous nécessaires3®. Le GiV et le Gia envoient des projections aux motoneurones de la moelle

326

épiniére32*325 conduisant a leur hyperpolarisation3?, et donc 3 leur inhibition.

En plus des projections sur les neurones du SLD, une autre population de neurones GABAergiques
situés dans le vPAG projette sur des structures favorisant I'éveil. Il a été démontré que le vPAG, ainsi
gue les noyaux paragigantocellulaires dorsaux et latéraux (DPGi et LPGi), contenaient des neurones
GABAergiques se projetant vers le DRN et le LC?%, et que la libération de GABA dans ces deux structures
était augmentée pendant le sommeil paradoxal par rapport aux stades de sommeil NREM et
d’éveil?’®?’!, D'autres expériences ont montré que les neurones du DPGi et les neurones projetant sur
le LC étaient activés de maniére sélective pendant le sommeil paradoxal®?-328, Ces résultats suggérent
que les neurones GABAergiques contenus dans le vPAG, le DPGi et le LPGi sont responsables de

I'inhibition des neurones NA du LC et des neurones 5-HT du DRN pendant le sommeil paradoxal®®.

Outre l'inhibition des motoneurones, I'atonie du sommeil paradoxal semble étre renforcée par une
diminution concomitante de I'excitation des motoneurones. L'inactivation des structures favorisant
I'éveil participe a cette diminution car la libération des apports de sérotonine et de noradrénaline sur

les motoneurones est réduite pendant I'atonie du sommeil paradoxal®3331,

. Sommeil pathologique dans les synucleinopathies

A. Généralités

Le vieillissement va généralement de pair avec des changements concernant le sommeil : la
structure, la qualité et la distribution générale au cours du temps sont affectées. Pendant la période
de sommeil chez les personnes agées, le temps passé dans les différentes phases de sommeil est
modifié par rapport aux personnes plus jeunes avec plus de temps en N1 et N2, et moins de temps en
sommeil N3 et en sommeil REM332, De plus, la fréquence de réveil est augmentée, le tout conduisant

a une détérioration de la consolidation du sommeil®3

. Les personnes agées présentent également
une diminution de I'efficacité du sommeil, c'est-a-dire le pourcentage du temps total de sommeil divisé
par le temps total au lit3*2, Enfin, elles présentent un décalage de la phase d'éveil, avec des heures de

coucher et des heures de réveil plus précoces3*33°

, et un changement de la répartition du sommeil
paradoxal pendant la nuit®*®. Cependant, les changements de sommeil ne sont pas équivalents a des

troubles du sommeil méme s'ils pourraient étre une conséquence de ces changements.

Outre ce qui se produit habituellement chez les personnes agées en bonne santé, les patients qui

souffrent de synucléinopathies sont particulierement touchés par les altérations du sommeil. Jusqu'a
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90% des patients atteints de MP présentent de tels troubles®>33¢337 90% pour les patients DCL33® et
entre 90 et 100% pour les patients AMS**°. Le plus courant est ce que I'on appelle un trouble du
comportement du sommeil paradoxal (TCSP), mais ces patients présentent également une somnolence
diurne excessive (SDE), des insomnies, des troubles respiratoires du sommeil (TRS) et le syndrome des
jambes sans repos (SJSR). Chacun d'eux et leurs implications avec les différentes synucléinopathies
seront présentés ci-dessous. Comme ces symptdmes apparaissent de fagcon précoce dans le
développement des synucléinopathies, la compréhension des altérations du sommeil apparait cruciale

pour mieux appréhender le développement de ces maladies.

B. Troubles comportementaux du sommeil paradoxal

Décrit pour la premiére fois en 1986 par Schenk et Mahowald3*, |e trouble du comportement en
sommeil paradoxal est une parasomnie du sommeil paradoxal caractérisée d'abord par une
augmentation de I'activité musculaire enregistrée par 'EMG pendant la PSG, c'est-a-dire une perte
d'atonie musculaire normale et donc un sommeil paradoxal sans atonie (SPSA), et d'autre part par
I'émergence de comportements moteurs anormaux, appelés comportement de mise en acte du
réve®*l, Le TCSP est complétement différent du somnambulisme, une parasomnie du sommeil
NREM23%2, Le somnambulisme est plus susceptible d'affecter les enfants et disparait souvent a I'age
adulte tandis que la prévalence du TCSP augmente largement apres 50 ans. Contrairement au TCSP,
les somnambules interagissent souvent avec leur environnement. lls peuvent ouvrir les yeux, marcher
et avoir une conversation. Le somnambulisme ne semble pas étre lié a une Iésion cérébrale, mais plus

probablement au stress.

La survenue du TCSP altére la qualité de vie car les patients sont plus enclins a se blesser eux-
mémes et/ou a blesser leur partenaire de lit, conduisant dans certains cas extrémes a des

comportements mortels3*,

1. Diagnostic

Bien qu'absolument nécessaire pour assurer le diagnostic du TCSP, la PSG est coliteuse et prend
du temps, ce qui entraine des difficultés dans la mise en place d'enquétes a grande échelle.
Les questionnaires, comme le REM Sleep Behavior Disorder Single-Question Screen (RBDSQ)**, ont
donc été congus pour établir un diagnostic de possible TCSP (pTCSP) pour permettre des études a long
terme et a grande échelle sur le TCSP. Dans la population générale, entre 0,38 et 0,5% des personnes

sont touchées par un pTCSP3%, et cette prévalence augmente avec I'dge (jusqu'a 6% a 70 ans)34.
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2. Causes et mécanismes

Le TCSP a été classé en deux catégories : idiopathique ou secondaire. Le TCSP idiopathique (iTCSP)
n'est pas associée a une maladie. Le TCSP secondaire (ou TCSP symptomatique) peut étre associée au
sevrage alcoolique, aux agents sédatifs ou a la prise de médicaments (comme des antidépresseurs),
mais dans la plupart des cas, elle est liée a des troubles neurologiques, y compris les maladies
neurodégénératives, les tumeurs et les accidents vasculaires cérébraux®”’. Comme décrit
précédemment, les neurones glutamatergiques du SLD jouent un réle important dans le sommeil
paradoxal. Dans les études cliniques, une forte corrélation a été établie entre le TCSP et une Iésion de
la région ou se situe le SLD3*¥ 30, Chez les rongeurs, l'inactivation de VGLUT2, nécessaire a la
transmission glutamatergique, dans les neurones du SLD entraine un SPSA et un TCSP, et diminue de
30% le temps passé en sommeil paradoxal®®¢3>!, Cependant, le TCSP n’affecte pas le temps passé en

35235 ce qui suggére qu'un autre mécanisme pourrait étre responsable de ce

sommeil paradoxa
trouble3®, Les neurones du SLD ont des projections directes vers les neurones GABAergiques et
glycinergiques de la surface ventrale de la moelle?®®3% qui se projettent vers les motoneurones
spinaux3’’ pour participer a |'atonie du sommeil paradoxal®?***°. Les lésions de la moelle ventrale chez
le chat conduisent au SPSA3%®, et I'inactivation spécifique du vGAT dans cette zone chez le rat3%, qui
est nécessaire a la transmission du GABA et de la glycine, induit un SPSA et un TCSP sans diminution
significative des temps de sommeil paradoxal. Des résultats similaires sont obtenus chez des souris
transgéniques dont la fonction des récepteurs de la glycine et du GABAA sont altérées®’. En outre, un
TCSP est observée chez les patients présentant des Iésions inflammatoires de la moelle ventrale338,

Dans l'ensemble, cela suggere que la neurodégénérescence des neurones GABAergiques et

glycinergiques situés dans la moelle ventrale entraine un TCSP3¥,

Bien que le sommeil paradoxal soit caractérisé par une atonie musculaire, des contractions
musculaires physiologiques se produisent toujours et le TCSP pourrait étre en partie une exagération
de cette activité motrice phasique. Des expériences d'enregistrement intracellulaire montrent d’une
part que I'excitation des motoneurones médiée par le glutamate induit des contractions musculaires

139, et d’autre part que les antagonistes des récepteurs glutamatergiques

pendant le sommeil paradoxa
sur les motoneurones les empéchent??. La commande du glutamate qui participe aux contractions
musculaires pendant le sommeil paradoxal est normalement régulée a la fois par le GABA et par
I'inhibition de la glycine, leur blocage pharmacologique augmentant ces épisodes phasiques3*362, Pris
ensemble, cela confirme I'hypothése que le TCSP résulte de la rupture des circuits du GABA et de la

glycine.

36



3. Troubles comportementaux du sommeil REM et synucleinopathies

Jusqu'a 82% des patients, principalement des hommes, atteints de TCSP développeront des
maladies neurodégénératives avec un intervalle moyen de 14 ans®’?, voire jusqu'a 50 ans chez
certains patients®2. Considérant que presque tous les patients seront finalement affectés par d'autres
maladies, certains auteurs suggérent de ne plus utiliser le terme d’iTCSP?3%, Parmi les maladies
neurodégénératives développées, 93% sont des synucléinopathies®. Le TCSP a également été décrit
dans certaines tauopathies (MA3%33%% paralysie supranucléaire progressive®®>3% parkinsonisme
guadeloupéen et dégénérescence corticobasale3®”3%8) et certaines maladies polyglutaminiques
(maladie de Huntington (MH)3%°, atrophie spinocérébelleuse de type?’). Cependant, I'apparition d’un
TCSP dans la MA3° ou la MH3"! est toujours controversée. En effet, un diagnostic précis de ces maladies
peut étre difficile a poser, la DCL pouvant étre par exemple d'abord diagnostiquée comme la MA. Dans
I'ensemble, le TCSP apparait tout a fait spécifiguement prédictif des synucléinopathies. Son
identification précoce serait d'une grande importance lorsque des agents neuroprotecteurs seront

disponibles ou pour développer de tels agents neuroprotecteurs.

a. Maladie de Parkinson

Parmi les patients atteints de MP, entre 27 et 61% développent un TCSP avant I'apparition des
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symptomes moteurs , tandis que d'autres le développent en méme temps ou aprés les

symptémes moteurs®’2. Les patients atteints de la MP avec un TCSP ont une durée de vie plus

338,374,375 376,377

longue , chutent plus , ont une cognition plus mauvaise®®38 font face a plus de
fluctuations motrices (changements de la performance motrice généralement associés a la prise de
lévodopa)®’? et présentent une réponse plus faible a la lévodopa®®?37>37¢, Par ailleurs, les patients
atteints de la MP présentant une atonie musculaire altérée pendant le sommeil paradoxal ont une
progression de |’atteinte motrice plus rapide, ce qui suggere que la présence d’'un TCSP pourrait étre

un marqueur de la progression des symptémes moteurs32.,

b. Démence a corps de Lewy

Comme mentionné précédemment, la DCL est parfois confondue avec la MA car les symptomes
sont similaires dans les deux maladies. Cependant, comme le TCSP est plus associé a la DCL qu’a la MA,
sa présence pourrait étre utilisée pour améliorer la précision du diagnostic du DCL*#238, De plus, la
présence de pTCSP chez les patients est associée a une probabilité plus élevée de DCL et une atrophie
de type MA moins sévére dans les lobes temporaux médiaux dans les études d'IRM3#, Inversement,
I'absence de pTCSP est associée a un modele d’atrophie de type MA, avec une augmentation de la
charge de tau phosphotylée®4. En outre, comparés aux patients atteints de MP qui ne présentent pas
de démence, les patients DCL ont plus de troubles du comportement moteur pendant le sommeil, non
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seulement le TCSP, mais aussi les événements liés a I'éveil imitant le TCSP qui surviennent pendant le

sommeil NREM?3%,

c. Atrophie multisystématisée

Le TCSP est le trouble lié au sommeil le plus courant dans 'AMS3%, Une étude multicentrique a
révélé que jusqu'a 88% des patients atteints de I’AMS ont un TCSP confirmé par le PSG, et la moitié
d'entre eux signalent un TCSP avant |'apparition des symptdémes moteurs de '’AMS3®’. Cependant,
selon une autre étude, le TCSP apparait juste avant ou au début des symptomes moteurs, et disparait
en peu de temps>®. Le PSG ne met pas en évidence les différences entre les deux sous-types d’AMS%,
suggérant des mécanismes similaires concernant les altérations du sommeil. Par rapport aux patients
atteints de la MP avec un TCSP, les patients AMS ont une durée de vie plus courte, plus d'événements

13, ce qui implique une perturbation plus grave des

de SPSA et moins de temps de sommeil tota
structures régulant le sommeil paradoxal, ce qui est en accord avec la localisation des structures

dégénérées chez les patients AMS.

C. Architecture des cycles éveil/sommeil : sommeil diurne excessif et insomnie

Comme décrit précédemment, certains changements dans l'architecture éveil/sommeil se
produisent naturellement chez les personnes agées. Chez les patients souffrant de synucléinopathies,
elle entraine de profondes perturbations de I'organisation du sommeil. En effet, ces patients souffrent
d'insomnie (difficultés a démarrer et/ou a maintenir le sommeil pendant la période nocturne) et ils
dorment plus qu'ils ne le faisaient habituellement pendant la période diurne, ce qui correspond a une

somnolence diurne excessive (SED).

1. Sommeil diurne excessif

La somnolence correspond a «/'incapacité de rester éveillé et alerte pendant les principaux épisodes
d'éveil de la journée, entrainant des périodes de besoin irrépressible de sommeil ou des sautes
involontaires dans la somnolence ou le sommeil» selon I'American Academy of Sleep Medicine3®!, Cette
somnolence est considérée comme excessive lorsque la quantité de sommeil, ou la tendance a dormir,
est augmentée pendant les heures normales d'éveil. La plupart du temps, la somnolence survient lors
d'activités passives (lire, regarder la télévision), mais dans les cas les plus graves, elle peut survenir
lorsque la vigilance est requise (manger, parler, conduire)®®. Le SDE, dont la prévalence varie entre 18
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a 27% dans la population générale , entraine une altération majeure de la vie lorsque les épisodes

de sommeil augmentent en quantité et en gravité avec le temps.
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a. Diagnostic

)14 est utilisé pour mesurer le temps nécessaire

Le test itératif de latence d’endormissement (TILE
pour s'endormir dans des conditions calmes pendant la journée. Il consiste en quatre a cing occasions
de bréves siestes (20 min) avec des intervalles de deux heures entre chacune, la premiéere se produisant
entre 1,5 et 3 h apreés le réveil de la période de sommeil principale. Une latence moyenne du sommeil
est donnée par la durée moyenne entre I'extinction de I'éclairage et la premiére période considérée
comme étant du sommeil. Une durée inférieure a 5min révele un niveau pathologique de somnolence
diurne. D'autres tests ont ainsi été développés comme I’échelle de somnolence d’Epworth3%, ['un des
guestionnaires sur le sommeil les plus largement utilisés. Cet outil de dépistage auto-administré
permet une évaluation rapide et facile de la survenue et de la gravité de la somnolence diurne
excessive subjective. Les questions portent sur la chance de s'endormir en donnant un score de 0 a 3
(0 : aucune chance ; 3 : chance élevée) dans huit situations quotidiennes typiques. Un score égal ou

supérieur a 10 indique une somnolence diurne anormale, et un score supérieur a 15 met en évidence

un SED séveére.

b. Causes

Les principales causes du SED sont (i) un déficit de sommeil, en quantité et en qualité, et un
sommeil fragmenté, (i) des anomalies pathologiques du SNC, y compris des maladies
neurodégénératives, (iii) un désalignement entre le stimulateur circadien du corps et I'environnement
(décalage horaire, horaires de travail décalés), (iv) des médicaments augmentant la somnolence sur le
plan thérapeutique ou comme effet secondaire, et (v) des troubles psychiatriques ou primaires du

sommeil comme la narcolepsie®?73%,

Parmi les autres troubles, le SED est largement rencontré chez les patients présentant des troubles
respiratoires du sommeil et en particulier une apnée obstructive du sommeil (AOS) (voir la section des
troubles respiratoires du sommeil) bien qu'aucune corrélation entre la gravité de I'AOS et le degré du

SED n'ait été identifiée3°>4%,

2. Insomnie

Dans la population adulte, 10 & 15% des gens sont touchés par une insomnie chronique,
L'insomnie, telle que définie par le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux, 5e
édition*®?, est une «insatisfaction signalée quant a la quantité ou a la qualité du sommeil et associée a
des difficultés d'initiation, de maintien du sommeil ou de réveil tét le matin, et qui provoque une
détresse ou une déficience cliniguement significative, qui survient au moins 3 nuits par semaine
pendant au moins 3 mois, malgré des possibilités de sommeil adéquates et qui ne s'explique pas mieux

par un autre trouble ou une toxicomanie »*°2.
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a. Diagnostic

Le diagnostic du syndrome d'insomnie nécessite les critéres suivants: (i) difficulté a démarrer ou a
maintenir le sommeil ou a se réveiller tot (ii) qui survient malgré des opportunités et des circonstances
adéquates au sommeil, (iii) et qui conduisent & des troubles diurnes*®. Contrairement a d'autres
troubles du sommeil, les examens PSG ne sont pas la méthode standard pour étudier I'insomnie car il
existe un écart important entre l'insomnie auto-déclarée et les valeurs de sommeil PSG qui ne

montrent pas de différences prononcées avec les bons dormeurs?%440,

L'index de qualité du sommeil de Pittsburg (PSQI) est un test générique qui détecte de maniere
fiable les problémes de sommeil*®®. Ce questionnaire est composé de 19 items sur le sommeil au cours
du mois précédant le test, organisés en sept composantes : qualité subjective du sommeil, latence du
sommeil, durée du sommeil, efficacité habituelle du sommeil, troubles du sommeil, utilisation de
somniféres et dysfonctionnement diurne. Sur un score final allant de 0 a 21 (0 : pas de problemes de
sommeil ; 21 : graves problemes de sommeil), un score de 5 ou plus indique une mauvaise qualité du

sommeil.

b. Causes

L'explication intuitive selon laquelle l'insomnie résulte d'une augmentation physiologique,
cognitive et/ou émotionnelle de I'éveil conduisant au concept d'hyperexcitation®®>*%7 décrit comme
une activité qui «interfére avec le désengagement de I'environnement et diminue la probabilité de
dormir»*®, Par rapport aux bons dormeurs, les patients présentant une insomnie primaire ont en effet
des marqueurs soutenant cette explication comme une température corporelle plus élevée®®, un taux
métabolique plus élevé sur 24h*7, une fréquence cardiaque plus élevée®” et une augmentation du
taux de cortisol pendant le sommeil*?®, Cependant, dans les synucléinopathies, I'insomnie est
considérée comme un symptome plus probablement lié a la survenue de symptédmes moteurs, de
douleurs, de nycturie (miction excessive la nuit) et d'autres altérations du sommeil, telles que I'apnée
du sommeil ou les mouvements périodiques des membres qui rendent le sommeil difficile a initier
et/ou a maintenir*'¥#2, De plus, la dépression est courante dans ces maladies et contribue

probablement a 'insomnie®®411:412,

3. Maladie de Parkinson

Le SED affecte entre 20% et 30% des patients atteints de la MP*3, En ce qui concerne les
mécanismes physiopathologiques, le SED est trés probablement lié a une perte d'hypocrétine

(orexine), une substance favorisant I'éveil. En effet, chez les patients atteints de la MP, les taux
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d'hypocrétine dans le LCR sont significativement réduits** ainsi que I'hypocrétine dans les tissus

cérébraux en post-mortem et les neurones hypocrétines®®>. De plus, une étude a montré une
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corrélation entre la perte de neurones hypocrétines et le stade clinique de la maladie®®. Par ailleurs,
au-dela des zones dopaminergiques, d'autres systemes, y compris les structures noradrénergiques et
sérotoninergiques dans le pont, sont altérés avec la progression de la MP*7. Comme ces systémes sont
impliqués dans la régulation du sommeil et de I'éveil, leur dégénérescence est probablement
impliquée dans les troubles du sommeil comme le SED. De plus, des études longitudinales mettent en
évidence que la présence de SED augmente par 3 fois le risque de développer la MP avec |'dge*’8, et
gu'une somnolence diurne élevée est associée a une probabilité plus élevée de développer la
maladie*®. Cela peut amener a considérer le SED comme un marqueur prédictif de la MP. Cependant,
le SED peut étre secondaire a des traitements médicaux comme les antipsychotiques, les

420 mais surtout la thérapie dopaminergique, les agents

benzodiazépines, les antidépresseurs
dopaminergiques (e.g. lévodopa) et les agonistes de la dopamine (e.g. ropinirole, pramipexole)

induisant une somnolence®*4?2,

L'insomnie est I'altération du cycle éveil/sommeil la plus courante chez les patients atteints de la
MP, en particulier I'insomnie liée au maintien du sommeil®?®. Parmi les causes exposées ci-dessus, la
nycturie affecte jusqu'a 80% des patients atteints de la MP3%, et leur fréquence augmente avec la
gravité et la durée de la maladie. Les hallucinations nocturnes ressenties par 20% des patients atteints
sont une autre cause de fragmentation du sommeil*?*. En outre, des symptdmes moteurs peuvent
apparaitre lors de I'éveil et aboutir a des réveils prolongés*®>. De maniére surprenante, les études
publiées n'ont pas démontré de corrélation directe entre un mauvais sommeil nocturne et un SED chez

les patients parkinsoniens*26-428,

4. Démence a corps de Lewy

Le pourcentage de patients atteints de DCL présentant un SED est similaire a celui des patients
parkinsoniens et beaucoup plus élevé que celui des patients atteints de la MA%*°, Comme pour les

patients atteints de la MP, une grave perte de neurones hypocrétines est observée dans
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I'hypothalamus latéral®®, et les taux d'hypocrétine néocorticale sont réduits**'. Cette perte est
corrélée a la présence d'enchevétrements neurofibrillaires, mais pas a la pathologie de Lewy*°.
Cependant, des taux normaux d'hypocrétine dans le LCR des patients atteints de DCL sont rapportés*?,
Pour ces patients, l'efficacité du sommeil nocturne n'est pas non plus associée a la somnolence

diurne®33.

5. Atrophie multisystématisée

Dans I’AMS, le lien entre la perte d'hypocrétine et le SED est moins clair que dans la MP. En effet,

méme si une perte de neurones hypocrétines a été rapportée dans le cerveau de patients atteints

435,436

de TAMS*?, les taux d'hypocrétine dans le LCR sont normaux Dans cette maladie,
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la dégénérescence neuronale se produit dans les structures du pont, une caractéristique utilisée en
post-mortem pour attester du diagnostic**’. Ainsi, comme pour la MP, |'altération des structures
régulant le sommeil et |'éveil peut étre responsable de troubles du sommeil comme le SED. Chez les
patients atteints de '’AMS, le SED semble étre prédictif de |'efficacité du sommeil et des troubles

respiratoires du sommeil*,

L'insomnie est fréqguemment rapportée par les patients atteints de I’AMS, encore plus
fréquemment que par les patients atteints de la MP*'3, La réduction totale du temps de sommeil et
I'augmentation de la latence du sommeil sont corrélées 3 la durée de la maladie**®. Pour les patients
atteints de ’AMS, l'insomnie est liée & des dysfonctionnements moteurs, a la dépression, a I'anxiété®

et a l'incontinence urinaire®*°.

D. Troubles respiratoires du sommeil

Les troubles respiratoires du sommeil comprennent I'apnée obstructive du sommeil (AOS), I'apnée
centrale du sommeil (ACS), le trouble d'hypoventilation lié au sommeil et le trouble d'hypoxémie lié
au sommeil*®, Dans les synucléinopathies, I'AOS est le trouble respiratoire le plus courant, mais les
patients peuvent également souffrir d’ACS. L'AOS se caractérise par une difficulté a respirer due a des
épisodes répétés d'obstruction compléte ou partielle des voies supérieures et associée a des périodes
d’éveil*®, L'ACS est, elle, caractérisée par un manque de stimulation de la respiration spontanée®!
induisant une absence de mouvements musculaires inspiratoires pour des épisodes d'une durée d'au
moins 10sec**2. Le seuil apnéique représente le niveau artériel minimum de PCO2 (pression artérielle
de gaz carbonique) nécessaire a la respiration spontanée. Du point de vue des neurocircuits, lorsque
ce seuil est atteint, le générateur de rythme respiratoire pontomédullaire cesse d’agir. Cela entraine
le silence des nerfs moteurs qui innervent le muscle de la pompe thoracique inspiratoire et conduisent
a I'ACS. Une période d’éveil transitoire ou un soupir induit un dépassement ventilatoire qui induit
souvent une hypocapnie (faible niveau artériel de PCO2) suffisante pour provoquer une telle apnée.

Cette apnée persiste jusqu'a ce que la PCO2 dépasse le seuil apnéique®®,

Les apnées du sommeil doivent étre prises au sérieux car elles sont tres répandues chez les patients

ayant un diagnostic établi de maladie cardiovasculaire®®.

1. Sommeil et respiration

Le sommeil est un état de vulnérabilité du systéme respiratoire. En effet, par rapport a I'éveil,
certains changements physiologiques de la respiration surviennent durant le sommeil, ce qui la rend
plus vulnérable**. En raison d'un arrét de I'excitation tonique sur les muscles des voies respiratoires
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supérieures, une résistance normale au passage de l'air est observée**, notamment au niveau du
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pharynx, un conduit musculo-membraneux. Lors de l'inspiration, une pression négative, induite par
une contraction du diaphragme, permet a l'air de pénétrer dans les poumons mais peut déclencher un
collapsus pharyngé. Pour éviter |'obstruction de ce conduit souple, le muscle dilatateur pharyngé se
contracte avant le début de l'inspiration. Ce mécanisme de protection intervient dans une moindre
mesure pendant le sommeil, conduisant a une diminution physiologique du diamétre du pharynx. Cela
peut expliquer I'apparition d'apnées du sommeil chez les personnes sensibles, par exemple ceux ayant
des voies respiratoires supérieures anatomiquement plus étroites. De plus, des différences de
respiration entre les stades de sommeil sont observées. Pendant le sommeil NREM, la ventilation,
c'est-a-dire la capacité a renouveler I'air des poumons, est totalement sous contréle métabolique*®,
ce qui rend la respiration plus réguliere que lors de I'éveil sans réduction significative de sa fréquence
moyenne*7#4 Durant ce stade, il y a une diminution de I'activité sympathique et une augmentation
concomitante de l'activité parasympathique conduisant a une baisse de la pression artérielle et de la
fréquence cardiaque®. Pendant le sommeil paradoxal, en raison de I'inhibition des motoneurones
respiratoires, le diaphragme agit comme le principal muscle respiratoire actif, expliquant que les
événements respiratoires anormaux sont plus graves a ce stade. Contrairement au sommeil NREM, la

respiration en sommeil paradoxal est irréguliére avec une augmentation de sa fréquence®7448,

2. Diagnostic

Plusieurs critéres sont nécessaires pour diagnostiquer I'AOS*? : (i) un ou plusieurs signes de
(a) somnolence excessive, sommeil non réparateur, fatigue ou insomnie, (b) apnée, haletement ou
suffocation au réveil, (c) ronflement et/ou interruptions respiratoires pendant le sommaeil,
(d) diagnostic d'hypertension, de maladie coronarienne, d'accident vasculaire cérébral, d'insuffisance
cardiaque, de fibrillation artérielle, de diabéte de type 2, de trouble de I'humeur ou de déficience
cognitive, et soit (ii) une PSG ou un test d'apnée du sommeil a domicile, en utilisant un kit de
surveillance respiratoire a domicile, démontrant au moins 5 événements respiratoires obstructifs par
heure de sommeil dans le cas du PSG ou par heure de surveillance dans le cas du test, ou (iii)
uniquement un PSG ou un test d'apnée du sommeil démontrant 15 événements respiratoires
obstructifs ou plus par heure de sommeil dans le cas du PSG, ou par heure de surveillance dans le cas

du test quels que soient les symptémes.

En ce qui concerne I'ACS, au moins un des criteres suivants doit étre rempli: somnolence diurne
(généralement moins sévére que dans I'AOS)*>, difficulté & démarrer ou a maintenir le sommeil,

sommeil fragmenté, sommeil non réparateur, ronflement ou apnée, ou réveil essoufflé.

Le questionnaire du Wisconsin sur le sommeil est le test le plus utilisé pour évaluer I'apnée du

sommeil et les problémes de sommeil en général**® mais n'a pas été utilisé chez les patients souffrant
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de troubles du mouvement*° contrairement au questionnaire de Berlin*?. Ce test a choix multiple est
composé de 10 items regroupés en 3 catégories : sévérité du ronflement, SED et comorbidités
(hypertension et obésité). Les deux premieres catégories sont positives lorsque le patient donne au
moins deux réponses positives aux questions ouvertes. La troisieme catégorie est positive en cas de
diagnostic d'hypertension artérielle, ou si l'indice de masse corporelle est supérieur a 30kg/m?2. Si au
moins deux catégories sont positives, la probabilité d'apnée du sommeil est élevée. Pendant les
épisodes d'AQS, la pression cesophagienne (Pes) augmente pour atteindre une valeur maximale avant
le redémarrage du flux d'air, et au contraire, disparait pendant les épisodes d’ACS*%%3, Le type
d'apnée du sommeil (AOS versus ACS) pouvant ne pas étre facilement différencié par les symptémes,

la surveillance de la Pes permet donc de distinguer les deux apnées du sommeil.

3. Causes

L'AOS est corrélée a I'obésité et au sexe masculin®*

et est associée a de multiples comorbidités
parmi lesquelles I'hypertension, l'insuffisance cardiaque, les arythmies, les accidents vasculaires
cérébraux et les maladies coronariennes*. Comme pour les synucléinopathies, I'dge est un facteur de

$%°, probablement di a une réduction du sommeil N3 chez les personnes

risque de développer I'AO
agées, qui semble avoir un effet protecteur contre les troubles respiratoires du sommeil*®,
La principale cause de I'AQOS est I'effondrement des voies respiratoires pharyngées et rétrolinguales,
ce qui explique que |'obésité soit un facteur de risque important®’. L’ACS peut survenir chez des sujets
sains, en particulier a haute altitude, mais dans un contexte pathologique, de tels événements se
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produisent plus souvent chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque*?® et sont associés a

I'utilisation d'opioides*>®.

4. Maladie de Parkinson

L'apnée obstructive du sommeil est le trouble respiratoire du sommeil le plus courant chez les
patients atteints de la MP, avec une fréquence allant de 27 & 60%*°°%2, Certaines études rapportent
une prévalence plus élevée de I'AOS chez les patients atteints de la MP que dans la population
générale??®463484 tandis que d'autres non*®9462485 par ailleurs, il n'y a pas de lien clair entre la
prévalence de I'AOS chez les patients atteints de la MP et la durée, la gravité ou la médication utilisée
pour traiter la maladie®®?*%, Dans la MP, les apnées du sommeil ne semblent pas étre associées a une

somnolence accrue*®.
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5. Démence a corps de Lewy

La littérature disponible sur les troubles respiratoires du sommeil chez les patients DCL est tres
limitée. Entre 35 et 60% des patients atteints de probable DLC pourraient étre affectés par des

TRS38457 Pour ces patients, les TRS semblent jouer un réle dans la fragmentation du sommeil*®’.

6. Atrophie multisystématisée

Parmi les TRS, I'OSA et I’ACS sont courants chez les patients AMS, et I'OSA peut devenir une ACS
avec I'évolution de la maladie®®. De plus, les patients dont I'indice d'apnée s'aggrave avec le temps
ont une durée de la maladie courte, ce qui suggére que les patients atteints d’AMS développant des
TRS a un stade précoce connaitront une détérioration continue de leurs troubles respiratoires®®, Les
processus neurodégénératifs affectant le tronc cérébral, y compris les centres de régulation

respiratoire, expliquent que les patients atteints d’AMS développent I’ACS et autres TRS*6°.

Le stridor est un bruit strident qui se produit pendant I'inspiration di a une circulation de l'air
anormale causée par une obstruction partielle du larynx ou de la trachée. Le stridor, affectant de 24 a
42% des patients atteints d’AMS*%%72, est un signal d'alarme pour le diagnostic de I’AMS car il n'est
que rarement observé dans d'autres syndromes parkinsoniens®. Le stridor au stade précoce de la
maladie est un facteur de risque pour une durée de vie plus courte?’®, L'examen du larynx est utile
pour diagnostiquer le stridor, et réveéle une restriction de I'abduction des cordes vocales, le

mouvement paradoxal des cordes vocales et une épiglotte molle qui bascule en arriére?’,

La mort subite est une cause fréquente de décées chez les patients atteints de ’AMS. Bien que le
mécanisme reste a élucider, les troubles respiratoires semblent étre une hypotheése raisonnable car de
rares cas de déces au cours de la PSG mettent en évidence des apnées prolongées. Cependant, les
patients avec une trachéotomie ou sous ventilation expérimentent tout de méme la mort subite
nocturne**, ce que s’explique par limplication d'autres mécanismes (dysfonctionnement

autonome...).

E. Syndrome des jambes sans repos

Le syndrome des jambes sans repos (SISR), également connu sous le nom de maladie de Willis-
Ekbom, est un trouble neurologique affectant 3 a 19% de la population générale*”. En raison de la
propension a se produire a I'approche de I'heure du coucher, le SISR interfére fortement avec le
sommeil, en particulier lors de son apparition*?2, Parmi les patients atteints de SISR, 85% présentent
également des mouvements périodiques des membres lors du sommeil*’®, qui sont des mouvements
stéréotypés liés au sommeil généralement caractérisés par une extension dorsale du gros orteil et une

flexion de la cheville*”’.
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1. Diagnostic

Les criteres pour évaluer ce syndrome sont une envie de bouger les jambes, souvent associée a
une sensation désagréable de «démangeaison» ou de «sensation de vers sous la peau», qui est
temporairement soulagée par le mouvement, et qui s'aggrave le soir et la nuit et en période
d’inactivité?’®, La PSG n'est pas nécessaire pour confirmer le diagnostic mais peut établir si les patients
souffrent également de mouvements périodiques des membres lors du sommeil, bien qu'elle puisse

survenir indépendamment du SJSR*8,

2. Causes

La carence en fer du cerveau est une anomalie biologique majeure du SISR. La prévalence du
syndrome est augmentée par 9 dans en cas d'anémie par rapport a la population générale?’. De plus,
des troubles liés au fer, comme la grossesse ou une maladie rénale, ont été associés a un facteur de
risque accru de SISR*, et les traitements de la carence en fer en réduisent les symptdmes*®. Les
analyses du LCR ont rapporté une réduction du niveau de ferritine*®248, et |es études d’IRM ont montré
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une diminution du fer dans la substance noire®™*, une zone riche en fer, et dans une moindre mesure

dans le striatum?#84-486

et le thalamus, une région pauvre en fer®’. Comme certaines zones riches en fer
(e.g. le noyau denté du cervelet) ne montrent pas une diminution similaire, la physiopathologie semble

concerner une carence en fer régionale chez la plupart des patients atteints de SJSR*8.

En dehors du fer, le SISR semble étre lié a la dopamine. En effet, le grand bénéfice du traitement
alalévodopa sur les symptomes*®® méne a penser que le syndrome est d(l a une carence en dopamine
cérébrale. Cependant, des preuves récentes soulignent que le SISR pourrait étre di a une
augmentation du renouvellement de la dopamine. En effet, des niveaux élevés de 3-orthyméthyl
dopamine (3-OMD), un produit du catabolisme de la Iévodopa, dans le LCR des patients atteints de
SISR sont corrélés a une augmentation de l'acide homovanilligue (HVA)*®°, un métabolite du
catabolisme de la dopamine. Les deux augmentations résultent probablement d'une augmentation de
I'activité de la tyrosine hydroxylase, la protéine responsable de la synthése de la dopamine®®. On
pense que I'augmentation ultérieure de la production de dopamine conduit a une régulation négative
post-synaptique du récepteur D2, comme le démontrent la tomographie par émission de positons et
la tomographie par émission de photons uniques dans le striatum?®%%°2, En outre, les techniques de
tomographie par émission de 11C-méthylphénidate et de positons ont démontré que dans le striatum,
les niveaux de transporteur de dopamine lié a la membrane, responsable de la recapture de la
dopamine au terminal présynaptique, étaient réduits*. Cela pourrait étre une conséquence de
I'augmentation de la production de dopamine pour se rapprocher de |'équilibre homéostatique de la

dopamine intracellulaire dans les neurones dopaminergiques*®*.
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3. Maladie de Parkinson

La prévalence du SISR chez les patients atteints de la MP varie considérablement, de 0 a 50% selon
les cohortes*®, ce qui donne une prévalence moyenne de 16%*°. Comme mentionné précédemment,
les traitements dopaminergiques sont bénéfiques pour les symptomes du SISR conduisant a une sous-
estimation probable du nombre de cas. Dans une grande majorité, voire chez tous les patients
parkinsoniens, I'apparition du SISR survient avec ou aprés les symptémes moteurs*’ 4%, Cependant,
les patients atteints du SJSR présentant des symptomes plus de 15 fois par mois ont un risque accru
de développer la MP>%9%01 Une corrélation a été établie entre la durée de la maladie et la présence de
SISR3%2 mais les analyses montrent que seule la durée du traitement est un prédicteur de ce syndrome.
En effet, les traitements dopaminergiques prolongés chez les patients atteints de SISR peuvent induire

503 et des

un phénomeéne appelé augmentation dans lequel la gravité des symptomes augmente
mécanismes similaires pourraient conduire a une augmentation de la fréquence du SISR chez les
patients atteints de la MP*>. Chez les patients parkinsoniens, la présence du SISR ne semble pas
influencer la qualité du sommeil*® ou la somnolence diurne*”°%, Enfin, I'occurrence de mouvements
périodiques des membres lors du sommeil est similaire chez les patients parkinsoniens avec ou sans

SISR>%,

4. Démence a corps de Lewy

Seules quelques études se concentrent sur le SISR dans la démence a corps de Lewy, mais aucune
donnée n’est établie sur la prévalence, sur le lien avec la gravité de la maladie, ou sur d’autres

caractéristiques qui pourraient indiquer des différences avec d’autres synucléinopathies.

5. Atrophie multisystématisée

La prévalence du SISR chez les patients AMS, tout comme chez les patients parkinsoniens, est
difficile a estimer. Elle varie de 5 a 28% avec une prévalence moyenne de 17%**%%®, Les patients
atteints de I’AMS-P semblent étre plus affectés par les symptomes du SISR que les patients atteints de
I’AMS-C*35% ‘mais des cohortes plus importantes sont nécessaires pour évaluer cette différence. Les
SISR ne sont pas associés a l'efficacité du sommeil, a la somnolence diurne ou a l'apparition de

mouvements périodiques des membres lors du sommeil®°.

Iv. Modeéles animaux de synucléinopathies

La compréhension des nombreux processus impliqués dans les symptomes non moteurs contraste

avec les mécanismes relativement bien établis a la base des symptébmes moteurs dans les
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synucléinopathies, c'est-a-dire la dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques dans le
SNpc qui se projettent vers le striatum. Les modéles animaux représentent ainsi un outil pour étudier
les comorbidités non-motrices. Cependant, la complexité des troubles du sommeil, tant les
manifestations comportementales que les cellules et les structures anatomiques impliquées, rendent
les modeles difficiles a établir. Par ailleurs, la plupart des espéces modeles étant des rongeurs, les
différences avec I'architecture du sommeil humain doivent étre prises en compte pour l'interprétation

des résultats.

A. Différences des cycles éveil/sommeil entre humains et rongeurs

Le sommeil chez ’'Homme est qualifié de monophasique, c’est-a-dire qu’il n’y a qu’une période de
sommeil qui dure entre 7 et 8h au cours de la nuit (Tableau 1). C'est également le cas du sommeil des
primates. Au contraire, le sommeil des rongeurs est polyphasique. En effet, bien que la nuit soit
associée a une période d’éveil et le jour a une période de sommeil, les rongeurs s’endorment et se
réveillent plus ou moins tout au long des 24h d’un cycle éveil/sommeil complet (Fig. 2). De plus, les
rongeurs ne présentent qu’un stade de sommeil, le sommeil profond ou SWS (slow wave sleep),
contrairement a 'Homme et au primate qui en ont 3, a savoir stade 1 : endormissement ; stade 2 :
sommeil léger ; stade 3 : sommeil profond. Ces différences sont a prendre en compte dans |'analyse

du sommeil des rongeurs notamment concernant le caractére polyphasique du sommeil.

B. Altérations des cycles éveil/sommeil dans les modéles animaux de

synucléinopathies

Les études du sommeil sur des modéles animaux sont relativement rares en comparaison de celles
réalisées chez I’'Homme puisque le sommeil peut étre étudié chez I'humain via la polysomnographie
qui est une technique non invasive. Cependant, pour comprendre I'impact des altérations des cycles
éveil/sommeil sur le développement de maladies telles que les synucléinopathies, les modéles
animaux restent nécessaires. Ces altérations, de méme que d’autres symptémes non-moteurs comme
les troubles gastriques et I’'hyposmie surviennent en effet bien avant que le diagnostic soit posé,

limitant par conséquent I'étude du sommeil chez les patients.

Plusieurs types de modeéles de synucléinopathies existent : des modeles de synucléinopathie
secondaire induits par des toxines comme la 6-OHDA ou le MPTP, des modeles dits primaires induits
par des vecteurs viraux, modeles transgéniques ou des modeles basés sur la transmission de matériel

pathologique comme de I'a-syn agrégée.
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Les modeéles induits par des toxines (MPTP%71 6-OHDA>?Y, roténone®®, cycade®?,
saporine®??) sont les premiers a avoir été étudié. Ils sont dits secondaires car la synucléinopathie qu’ils
présentent est partielle et présente en réaction a la mort neuronale induite directement le plus
souvent par altérations de la chaine mitochondriale respiratoire. L’injection de ces produits, en
intrapéritonéale ou en intracérébral, induit directement la mort des neurones dopaminergiques,
neurones cibles dans la maladie de Parkinson. De tels modeles peuvent présenter les altérations
motrices typiques de la maladie et ont été tres utiles pour en comprendre les mécanismes de base.
Cependant, ils ne reproduisent pas son développement physiopathologique, et notamment
concernant la pathogénicité de I'a-syn. Par ailleurs, la mort neuronale survient relativement
rapidement, par exemple 7 jours aprés les injections de MPTP chez la souris®®. Or, comme décrit
précédemment, le développement des synucléinopathies chez I’'Homme peut s’étendre sur plusieurs
décennies en incluant les symptémes non moteurs.

Des études des cycles éveil/sommeil ont toutefois été menées chez ces modeéles dans le contexte de
I’étude de I'effet d’'une déplétion dopaminergique sur ce méme cycle. Aucun résultat clair n’en ressort
en fonction de la dose administrée, de la structure visée et du protocole. En effet, les rats 6-OHDA
injectés dans le ventricule latéral vont passer moins de temps éveillé et plus de temps en sommeil

NREM en phase active®*

alors que ceux injectés dans le MFB passent moins de temps en sommeil
NREM?>!¢, De méme, les souris MPTP ayant recus plusieurs injections ne présentent pas d’altérations®%,
alors que d’autres n’en n’ayant regus qu’une passent plus de temps éveillé et moins de temps en
sommeil NREM dans la période associée au sommeil>®,

Les modeles induits par des toxines n’apparaissent donc pas comme étant les plus adéquats pour

I’étude des altérations du sommeil dans le cadre de la modélisation des synucléinopathies.

Les modeles transgéniques consistent pour une grande majorité a surexprimer la protéine
d’intérét des synucléinopathies, I'a-syn. Certains permettent de modéliser la maladie de Parkinson
(Thyla-syn mouse®?® ; a-syn BAC mouse®?), d’autres la démence a corps de Lewy (PDGF promoter-
driven ha-syn mouse®®; tTA/d-syn mouse®?®), et enfin d’autres I'atrophie multisystématisée
(PLPha-syn mouse®?’ ; CNPha-syn mouse®?® ; MBPha-syn mouse®?). Des modéles basés sur le méme
principe de surexpression nécessitent quant a eux I'inoculation de vecteurs viraux>3%->32,

Chez certains de ces modeles, la surexpression de I'd-syn ou de sa forme phosphorylée est trés
importante au regard de ce qu’on peut observer chez les patients®2#°2>°33, Cette surexpression peut
aussi ne pas étre restreinte aux régions d’intérét pour les synucléinopathies®?°24527_ Bjen que des

524,534,535

études du sommeil aient été réalisées avec ces modeles , ils ne semblent pas étre les plus
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FIGURE 2. ORGANISATION PHYSIOLOGIQUE DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL CHEZ L’HOMME, LE SINGE ET LA SOURIS.
REM : RAPID EYE MOVEMENT ; N1 : STADE 1 bu SOMMEIL NON-REM (NREM) ; N2 : STADE 2 DU SOMMEIL
NREM ; N3 : sTADE 3 DU SOMMEIL NREM.

TABLEAU 1. DIFFERENCE DANS L’ORGANISATION DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL CHEZ L’HOMME, LE SINGE ET LA

SOURIS

Homme

Singe

Souris

Phase principale de sommeil
Modele de sommeil

Durée quotidienne de

Nuit

Monophasique

Nuit

Monophasique

Jour

Polyphasique

. 7 -8h 11 - 14h 12 - 15h
sommeil
Durée moyenne d’un cycle de . . .
S0 60 2-4
sommeil (NREM-REM) (min) min min min
Eveil Eveil Eveil
Sommeil NREM Sommeil NREM .
Phases du cycle (3 stades) (3 stades) Sommeil NREM (SWS)
S il REM
Sommeil REM Sommeil REM ommel
% d’éveil sur 24h 70 51 48
) 17 (stade 1/2) 34 (stade 1/2)
% de sommeil NREM sur 24h 47
7 (stade 3) 9 (stade 3)
% de sommeil REM sur 24h 5 6 4

Les données présentées sont basées sur I'espece Mus musculus pour la souris et sur Macaca

Mulatta pour le singe>>3°, REM : mouvements oculaires rapides ; NREM : absence de

mouvements oculaires rapides ; SWS : sommeil a ondes lentes.



adaptés compte tenu de I'implication de trés nombreuses structures cérébrales dans la régulation des
cycles éveil/sommeil.

D’autres modeéles sont eux basés sur une mutation de la protéine LRKK2>4%>%1 |a mutation G2019S,
décrite dans des formes familiales de MP et dans certaines formes idiopathiques®*?, ou encore sur une
déficience d’un transporteur de la dopamine VMAT2°%. Dans les modéles LRKK2, aucun changement
d’expression d’a-syn n’est détecté, et la faible accumulation d’a-syn observée dans le modéle déficient
en VMAT2 semble secondaire a I'oxydation des métabolites de la dopamine.

Dans I'ensemble, les modéles transgéniques ou basés sur I'inoculation de vecteurs viraux ne sont
pas liés a une propagation de I'a-syn, pourtant caractéristique des synucléinopathies. C’'est en

revanche le cas des modeles dits de transmission.

Les modeles de transmission consistent en I'injection de fibrilles préformées d’a-syn (PFF) formées

de monomeéres recombinants>*->4

, ou de matériel pathologique issus de patients atteints de
synucléinopathies®*°¥7:>% | es modéles induits par des PFF montrent a la fois une dégénérescence de
la voie nigrostriatale et une surexpression d’a-syn basée sur la propagation de la synucléinopathie,
c’est bien l'injection du matériel pathologique qui engendre ces changements, et non pas seulement
une surexpression de la protéine d’intérét. Le modeéle mis au point par I'équipe de Shen et al. est

55 mais la région localisée, a savoir le SLD

intéressant car les PFF injectés sont issus d’a-syn humaine
qui est important dans la régulation du sommeil paradoxal, n’est pas forcément la plus pertinente dans
le contexte des synucléinopathies, cette structure n’ayant pas été démontrée comme particulierement
affectée par ces maladies.

Pour étre au plus proche de la pathologie telle qu’elle est observée chez 'Homme, il faut tenir
compte du fait que les inclusions pathologiques ne sont pas seulement constituées d’d-syn mais de
plusieurs centaines de protéines (Ubiquitin, Parkin ; PINK1 ; Synphilin-1; CaMKII)>*. C’'est pourquoi
d’autres modeéles de transmission ont été mis au point via l'injection de matériel pathologique
directement issus de patients. Dans le cas de la maladie de Parkinson, le modéle LB, consistant en
I'injection de fractions contenant des corps de Lewy et issus du cerveau de patients parkinsoniens®®,
montre une dégénérescence de la voie nigrostriée aprés 4 mois post-injection. Cette fenétre de temps
est un avantage pour I'étude des symptédmes prodromaux. De plus, I'augmentation de I'-syn observée
dans la SNpc concerne la protéine murine, alors que le matériel injecté est d’origine humaine. Le fait
que l'injection de LB dénué de la protéine d’a-syn n’induise pas cette augmentation confirme le fait
gue ce modele soit basé sur la propagation de I'a-syn, contrairement aux autres types de modéles

existants. Ce modéle apparait donc étre le plus pertinent pour étudier la maladie de Parkinson, y

compris les altérations des cycles éveil/sommeil.
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Concernant la démence a corps de Lewy et I'atrophie multisystématisée, des modeles similaires
ont été mis au point, mais nécessitent d’autres analyses, notamment concernant la dégénérescence
neuronale qui n'a pas été étudiée. Une bonne connaissance du modele est requise avant de pouvoir
étudier des symptdmes non-moteurs, et notamment I'implication des altérations du sommeil dans le

développement de la pathologie.

L'utilisation des modeéles animaux pour étudier les cycles éveil/sommeil dans les synucléinopathies
est encore a I’heure actuelle limitée. D’une part, comme la finalité concerne 'Homme et qu’il est
possible via des enregistrements polysomnographiques d’étudier le sommeil de maniére non invasive,
les études cliniques sont largement majoritaires. D’autre part, il n’existe pas de modele animal idéal
de la maladie de Parkinson, de la démence a corps de Lewy ou de I'atrophie multisystématisée. Il faut
donc déterminer celui qui sera le plus pertinent au regard de I'étude a réaliser. De nombreuses
recherches sont encore nécessaires pour arriver a cette finalité et les travaux présentés ici ont pour

but d'y participer.
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Sleep recordings 8 weeks
after toxin treatment

inthe LH (27 to 39%)

Model Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
AN DA neurons
in the SNpc (57.2% ;
) o 55.5% and 90.5%
Mouse Unilateral injection respectively) Boix
in the MFB (0.7; 1 and ] NI NI NI NI
in the striatum (89.3%;
48.2% and 45.0%
respectively)
Bilateral injection N total active
Mouse | i the striatum (4 pg/uL) time/24h Masini
NI NI o NI NI
_ & Activity recordings 4 weeks = active time in light 2017
% after toxin treatment N active time in dark
£
-
9 Unilateral Injection
©
2 Rat in the lateral ventricle NI Monti
g 200 20ul N DA levels o Lo o
< 5 (200 pg/20pL) ) ] N in light Zin light =in light
5 3 & in the striatum (20%) 1999
§ I Sleep recordings at D11
g g after toxin treatment
5 I
< Q
_g' © Bilateral injection
[= .
in the VTA (10 mg/2 mL) +
e Rat ) _( &/ ) N DA neurons in the VTA NI N in dark A in dark Zin dark Sakata
'g desipramine (25 mg/kg)
2 = DA neurons in the SNpc =in light =in light N in light
g & Sleep recordings 4 weeks P 8 8 8 2002
2 after toxin treatment
Unilateral injection 9 9
Rat | in the MFB (12 mg/4 mL) + 7 /24h /24h /24h Vo
desipramine ~ DA neurons NI
in the SNpc (295%) (7 bout number) (N bout number) (= bout number)
@ Sleep recordings 2 weeks - - 2014
after toxin treatment 71 muscle activity/24h > in light > in light
Bilateral injections N DA neurons
Rat in the striatum in the SNpc (~75%) Oliveira
(12 ug/0.5 L) N ) NI =/24h or /12h =/24h or /12h =/24h or /12h
@ orexin neurons 2018

NOSNDIYVd 3a 31aViIVIN V1 3d S313IdOIN ¢ NvI1av ]
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Model Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
Rat Unilateral injection < DA | Ain light (/6h) Ciri
- DA neurons alon iric
g = in the SNpc (24 pg/uL) g NI —in lieht —in light
IS ) the SNpc rostro-caudal (7 bout number and =inlig =inlig
8 g [CL Sleep recordings 2 weeks axis (56 to 292%) duration) 2019
after toxin treatment
Five dail temi = = AZinli
Mouse | |.ve a.l y systemic /24h /24h in light and dark Monaca
injections (i.p. ; 25 mg/kg) | N DA neurons in the SNpc NI
. ~a o (A bout duration ; (= bout number and (A bout duration ;
& Sleep recordings from D20 (~30%) . 2004
) N bout number) duration) = bout number)
after toxin treatment
From D7 and up to D60
3 . . . after toxin treatment: Ain dark
S Five daily systemic
g Mouse | injections (i.p. ; 25 mg/kg) | N DA neurons in the SNpc (71 bout number) at Laloux
B ; ~259 NI =/24h or /12h =/24h or /12h
% & Sleep recordings 20 days (~25%) / / / / D20, not at D40 2008
2 and D40 after toxin N DA fibers
_g) treatment in the striatum (<50%)
o
§ = DA neurons in the VTA
©
£ 5 After 17 days:
s © One systemic injection . Revishchi
o g (s.c. ; 40 mg/kg) N DA neurons in the SNpc Aindark at D14 N in dark at D14 evishchin
T o Mouse ! (78%) NI o o =in light and dark
s = Sleep recordings at D7 and N i th =in light =in light 2016
= 2 D14 after toxin treatment DA neurons in the VTA
2 (54%)
e
5 —
2 N of latency in light 7 of latency in light
Rat Bilateral microinjections and dark up to D5 and dark only at D1 Lima
in the SNpc (200 pg/2 pL) N DA neurons NI NI after lesion N in light and dark at
G Sleep recordings for 5 days in the SNpc (50%) 7 in dark at D2 and D3 D1 2007
after toxin treatment o
=in light N in light at D2
Monkey Four daily systemic N DA + metabolites
injections (i.v. ; 0.5 mg/kg) | (DOPAC; HVA) levels in Barraud
9 Sleep recordings for | putamen (>95%) 90 days NI NI 7 in light N over TST 2009

35 days with injections
from D15 to D19

after the end of chronic
injections
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Model |Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
N in dark A in dark
K] (= bout number and (A bout duration ; Ai
o] . ’ in dark .
g Rat Infusion 3 mg/kg/day N DA neurons duration) = bout number) Yi
o (pump under the back in the SNpc (70%) NI (7 bout number ;
c in the c in li inli ;
S éj skin) for 28 days p ° Ain |Ight Nin |Ight ) 2007
S = bout duration)
3
2 (= bout number and (N bout number ;
§ duration) = bout duration)
£
k] N DA neurons
_r;\'} in the SNpc and DA fibers N in light A in dark A in dark McDowell
s in the striatum
o . . .
@ - Rt Feeding with pellet at 16 weeks a-syn aggregation in the (7 bout number ; (7 bout duration ; (7 bout number ; 2010
° B (1.25 g) for 22 weeks - N bout duration) = bout number) = bout duration)
g 2 ' N DA + metabolites striatum at 22 weeks . o o Shen
£ ° & Sleep recordings 7 days (DOPAC; HVA) levels in =in dark =in light =in light
< S after toxin treatment . 2010
% o) the striat t18 k
T © € striatum a Weeks (= bout number and (= bout number and (= bout number and
o N orexin neurons duration) duration) duration)
% in the LH at 22 weeks
3 Bilateral injection A in light at D4 and D6 o o
Z2 c . . . N in light at D4 and D6 | N in light at D4 and D6
= in the SNpc (184 ng/uL) in SN+VTA-lesion and | | X . .
1<) . . in SN+VTA-lesion and | in SN+VTA-lesion and |Gerashchenko
2 Rat and/or in the VTA SN-lesion rats . X
- (184 ng/ul) Non selective neuronal SN-lesion rats SN-lesion rats
Q5 ng/H o ) NI 7 in dark at D4 in SN- . . . . 2006
= 9 & ) depletion in both regions . N in dark at D4 in N in dark at D4 in
o E Sleep recordings at D2, lesion rats; at D2 and . .
S . K . SN+VTA-lesion and SN-[SN+VTA-lesion and SN-
8 D4, D6, D14 after toxin D4 in SN+VTA-lesion . .
= lesion rats lesion rats
I treatment rats
At 14 mo: =in dark
N DA levels ALS mo - 7 active time in dark N in dark
- - in the striatum (40%) < bout ) ) (7 bout duration; ( bout . Chesselet
R, —Svn i = bout number an = out number;
'8 ] Mouse Transgenic mouse 7 a-syn in the SNpc i bout number) )
£ 1S (x3.4) duration) 2 in light = bout duration) 2012
E % Sleep recordings at =in ligh g 211 lih
o zls & 9-10 mo N DA fibers 71 pS129 a-syn =inlight in light McDowell
2 o in the striatum (~20%) in numerous brain (7 bout duration ;
o z ) (= bout number and = bout number) (= bout number and 2014
= = At 22 mo regions ) .
: duration) duration)
= DA neurons in the SNpc
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Model |Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
Progressive N DA levels
in the striatum
o] 85% at 2 mo;
'agJ ( o 5 Caudle
g Mouse 98% at 12 mo)
- Transgenic mouse
5 /8 N DA fibers A a-syn accumulation NI N Sleep latency NI 2007
S Only behavioral sleep in the striatum at 22 mo from 2 mo Taylor
.$ evaluated at 18 mo (25%)
(o]
§ Progressive N DA 2009
> neurons in the SNpc
]
T
g (12% at 18 mo;
g 26% at 26 mo)
(7]
g =/24h
H . . At 18 mo, .
= § - Mouse Transgenic mouse Progressive in the whole brain: 7V EMG variances at 11|  Taguchi
c B Sleep recordings from 20 | N DA neurons from 9 mo =/24h =/24h and 13 mo
7 E| & t0 55 mo (17.1% at 18 mo) 7 a-syn (x2.5) 2020
© 7 pS129 a-syn (x5.5) (tendency from 5 mo)
Yue
4 . = /24h
()]
S _ Mouse Transgenic mouse = DA neurons in the SNpc 2015
S 5 Sleep recordings ) NI NI 2 bout duration : NI
g 2 & N DA metabolites level (7 bout duration ; Crown
E at8-10mo (ratio HVA/DA) at 18 mo N bout number)
- 2020
c
@
3 zls N DA neurons
v
< < M Unilateral injection in the i 9
_g - = - ouse ) . in the SNpc (30%) 7 ha-syn in the SNpc Bourdenx
53|03 SNpc (120 nL - 7x10 N DA fi i NI NI NI
t o< e & ve/ml) DA fibers and the striatum 2015
g Eld & in the striatum
] 2
= N
S
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Model |Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
Progressive N DA neurons Progressive 7 ha-syn
Rat |Unilateral injection in the in the SNpc (50% at in the SNpc and Bourdenx
SNpc 1 weeks; 80% at 16 weeks) the striatum NI NI NI
& (2 pL-7x10%2vg/mL) | progressive N DA fibers in 2015
the striatum
< * Young:
xe)
Q
E = DA neurons in the SNpc
% 9
_ é (13%) * Young:
§ E Unilateral injection in the| = DA fibers in the striatum
£ 2 SNpc (caudate 8% ; A ha-syn in the SNpc
§ 09; Monkey (4 uL - 7x10%2vg/mL) putamen 23%) and the striatum Bourdenx
g |g NI NI NI
g 3 & Young: 1-2 yo * Old: e Old: 2015
1] .
> 0ld: 6 yo N DA neurons in the SNpc | 2 ha-syn in the SNpc
[ 9 i
S (20%) and the striatum
N DA fibers in the striatum
(caudate 11% ;
putamen 15%)
Progressive N DA neurons
cmlu % Rat Unilateral injection in the| in the SNpc (~10% at D10; = a-syn accumulation Dusonchet
§ £ striatum (2uL - 2.3x10° ~20% at D42) and aggregation NI NI NI
o
g é @ vp/ul) N DA fibers in the striatum in the SNpc at D42 2011
< 2 (~10% at D21)
Progressive N DA neurons
in the SNpc (~30% at 4 mpi; At 4 mpi:
) ~40% at 17 mpi) 7 ma-syn in the SNpc
3 Unilateral injection in the y( 14) P
i i i x1.
E g Mouse SNpc (2ul) Progressive N DA fibers in Recasens
o g burification b the striatum 7 pSyn in the SNpc (x7) NI NI NI
a urification by a sucrose ~ .
E o & dient f y' ) (~25% at 4 mpi; and the striatum (x1.3) 2014
3 gradient fractionation ~30% at 17 mpi) .
G No changes with LB
= No changes with LB depleted in -syn
depleted in a-syn
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Model |Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
e Striatal injection; at 14 mpi:
Unilateral injection in the N DA fibers in the striatum * Striatal injection:
striatum (100 pL) (caudate: 45%; putamen: 25%)
_ . at 14 mpi:
3 Monkey Unilateral injection in the| ™ DA neurons in the SNpc (40%) NI NI NI Recasens
] . . .
£ & SNpc (10uL; 2 sites) « Nigral injection; at 14 mpi: Aa ;yn,'n numerous 2014
3 Purification by a sucrose N DA fibers in the striatum rain region
o . (caudate : x1.1;
gradient fractionation (caudate: 50%; putamen: 50%)
putamen : x1.3)
N DA neurons in the SNpc (15%)
Progressive N DA neurons
in the SNpc (15% at 3 mpi;
35% at 6 mpi)
Progressive 7 a-syn and
Mouse . R N DA fibers in the striatum Luk
Unilateral injection 30% at 6 moi pS129 a-syn NI NI NI
& in the striatum (1 pg/uL) ( 6 at 6 mpi) in the striatum 2012
5 Progressive N DA level from 1 mpi
3 in the striatum
€
c
.g (40% at 3 mpi; 55% at 6 mpi)
a
£ -
§ Bilateral injection of Progressive N DA neurons
= % ha-syn PFF in the SLD in the SNpc (~18% at 3 mpi; Progressive A ot .
~ 0, i
_g Mouse (200pL ; 5Smg/mL) 50% at 8 mpi) 71 pS129 a-syn motor evep S Shen
@ . . . . . NI NI (x6 at 1 mpi;
S & Sleep recording after Progressive N DA fibers in the in the striatum x10 at 3 mpi) 2020
2 7 days of recovery and |Striatum (~14% at 1 mpi; ~35% 8 mpi)| (x2 at 1 mpi; x4 at 3 mpi)
'&L for 3 months Progressive N DA level in the
striatum (~30% at 3 mpi; ~60% 8 mpi)
Bilateral N DA neurons in the SNpc
i i () i 0, 1
(ipsi : 33% at 2 mpi; 26% at 4 mpi; Progressive 71 d-syn and
0, 1
Rat Unilateral injection of 23% at 6 mpi; pS129 a-syn Paumier
ma-Syn PFFs contra: 40% at 2 mpi; in the striatum and NI NI NI
i i ’ ! i 2015
¢ in the striatum (2 pg/uL) 20% at 4 and 6 mpi) the SNpc from 1 mpi and
up to 6 mpi
Bilateral N DA fibers in the striatum
(ipsi: 80% at 2 mpi; 49% at 6 mpi;
contra: 71% at 2 mpi; 46% at 6 mpi)
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Model Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
c Progressive 7 ha-syn in the
‘p>" cortex (x25 at 3 mo;
5 x45 at 12 mo),
§ in the hippocampus
5 Mouse (x20 at 3 mo; x40 at 12 mo), Amschl
_ g g Transgenic mouse NI in the striatum NI NI NI
g E g /9 2013
g g (x10 at 3 mo; x20 at 12 mo),
L w
c [0}
gb Q In the SNpc
c (9]
o £
=] 3 (x5 at 3 mo; x10 at 12 mo)
N NeuN+ neurons .
s _ Mouse , in the cortex, the DG and |Progressive 71 a-syn in limbic Lim
T g Transgenic mouse K . NI NI NI
E o @/@ the h|ppocampu5 CA1 areas (cmgulate cortex, 2011
f_j £ at 20 mo hippocampus, DG) from 4 mo
_ Unilateral injection
% 3 in the lateral
o] .
_g IS Rat cerebral ventricle N neuronal density in the . o the DG Ho
-syn in the
3 s (10 pg/10 pL) hippocampal CA1 (~14% at| Y ] NI NI NI
8 d . (x6 at 1 mpi) 2018
3 g @ Bilateral injection of AB1.4, 1 mpi)
‘_Eu 5' solution in the prefrontal
-; < cortex (5 pug/2.5 uL; 2 sites)
s 5 5 g Mouse : Ngolab
a g |2 £ |5 Unilateral injection NI 7 a-syn (x3.5 at 1 mpi) NI NI NI g
€ Blo § B : ; ~
g g 3 g5 & in the hippocampus (~2pL) 7 pS129 a-syn (x4 at 1 mpi) 2017
s |§ 32
= s g0
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Model Species Procedure Degeneration Synucleinopathy Wake NREM sleep REM sleep Ref.
_ . Unilateral Injection N DA neurons in the SNpc
£ % 8 Rat in the left MFB (8ug) (96% at 5 mpi) Puschban
g E £ | N ) NI NI NI NI
23 <D( & + QA (75nmol) DARPP-32+ neurons in 2005
2 a % in the dorsal striatum the striatum
-]
© after 2 weeks (64% at 5 mpi)
Young mice:
_ Transgenic mouse | N DA neurons in the SNpc Young mice: Young mice: o ) Hartner
3 (~25% at 6 mo) A in light and = in dark
<} Mouse Sleep recordings o o
g at 13-20 weeks N DA fibers in the striatum| 7 a-syn in the whole =inlightand dark | =inlight and dark Adult mice: 2017
S - .
0 @ (young mice) or ( 45% at 12 mo) brain (XS at2 mo) Adult mice: Adult mice: in ||ght and dark Refolo
5 =
i at 40-51 weeks N neurons in the inferior o -
= (adult mice) olives (~15% at 12 mo) =in light and dark =in light and dark 7 motor events in 2018
young PLP-syn mice
n
§ = DA neurons (at 24 mo)
Ko]
£ B AN neurons in the spinal 2 ha-syn
2 € Mouse . .
c . cord (~25% at 24 mo) in oligodendrocytes Yazawa
Q c
s = Transgenic mouse ) bell dinth NI NI NI 2005
% 5 &/ N oligodendrocytes in the| ' Cerebeliumandin the
= i spinal cord (~40% at 24 spinal cord (at 18 mo)
5 mo)
< = DA neurons in the SNpc 7 ha-syn
é (at 4mo) in oligodendrocytes
% Mouse Transgenic mouse N DA fibers n cortl?al and subcortical NI NI NI Shults 2005
- in the basal ganglia regions (at 4 mo)
=
o )
g (line 29: ~¥55% at 4 mo)
e < Progressive N DA neurons | 71 ha-syn expression and
§ g Rat Bilateral injection (~42% at 3mpi; accumulation in the SNpc Bassil
£ T £ T : . ~GEY .
1°5 § % § in the striatum 66% at 6 mpi) 7 pS129 a-syn NI NI NI
¢ E| s E & (10pL - 2.33x10%3vg/mL)| N NeuN+ neurons in the in the SNpc and 2017
g 5 striatum (~23% at 6 mpi) | the striatum from 3 mpi
c - ; et
Unilateral injection i
g _ £Sy _ ! J 71 pS1290-syn Prusiner
2 8| & 3 £ | Mouse |intherightparietal lobe NI . NI NI NI
E ol & € 2 o in the SNpc, the BG, and
2 E|d § ® (30 pL 1% homogenate) . 2015
© O E 2 in TeM83+/ the pons (5% in average)
= ot inTgl - mouse
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Objectif

A. Objectif

L’objectif de ce projet est de trouver un modéle permettant d’étudier les altérations du sommeil
telles gu’elles sont décrites dans la maladie de Parkinson et de I'atrophie multisystématisée. Il faut
pour cela caractériser les cycles éveil/sommeil dans les modeéles utilisés et déterminer s’ils présentent

des altérations de ces cycles.

B. Choix des modeles

Les critéres sélectionnés pour déterminer les modeles les plus adéquats sont les suivants :

- une progression dans le temps lente pour mimer au mieux la maladie et pour permettre d’avoir
la fenétre temporelle la plus large pour agir sur les altérations du sommeil

- une neurodégénérescence nigrostriatale

- des changements d’expression de I'a-synucléine

- une propagation de la synucléinopathie

- et dernier critére qui a son importance, la disponibilité du modéle et du matériel pour

enregistrer le sommeil.

Pour I'étude de la maladie de Parkinson chez le rongeur, le modéle utilisé est la souris injectée
avec fractions contenant des LB. Ce modeéle présente une Iésion faible mais significative au niveau de
la substance noire a 4 mois post-injection tout a fait adapté pour étudier des symptdmes prodromaux
tels que les troubles du sommeil. Ce modeéle montre aussi des changements dans I'expression de I'Q-
syn dans les structures affectées par la maladie de Parkinson, et une progression de la maladie liée a
I'a-syn. De plus, concernant I'aspect plus pratique, on dispose de ce modele au laboratoire et le

matériel qui permet I'étude du sommeil est disponible pour la souris et non pour le rat.

Pour I’étude de I'atrophie multisystématisée chez le rongeur, le modele utilisé est la souris PLP-syn.
C’est une souris transgénique qui surexprime I'a-syn humaine sous le contréle d’'un promoteur PLP
oligodendroglial, PLP pour proteolipid protein. Parmi les modeles existants, ce modele est celui qui
mime au mieux I'AMS. |l présente une lésion au niveau de la substance noire qui est significative a I'age
de 6 mois, des troubles moteurs a 1 an ainsi que des troubles du systeme végétatif notamment des
troubles respiratoires. De plus ce modele était disponible au laboratoire ou il faisait déja I'objet de

projets de recherche.
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Matériels et méthodes

Animaux

Des méles C57bl/6 (WT) ont été maintenus dans des conditions d’hébergement standard avec un
cycle lumiére obscurité de 12h/12h avec un accés ad libitum a I’eau et la nourriture a une température
d’environ 21°C. Pour tous les différents projets, les souris sont habituées pendant une semaine a

I’animalerie avant toute manipulation.

Des males PLP-syn ou sauvages issues de la méme lignée (WT) ont été maintenus dans les mémes
conditions d’hébergement. La reproduction étant assurée au laboratoire, les souris ont été habituées

a une semaine d’habituation dans la zone d’hébergement avant toute manipulation.

Les procédures expérimentales ont été réalisées conformément a la directive européenne 2010/63
/ UE et approuvées par le comité d'éthique national pour le soin et l'utilisation des animaux (#14366 ;

#22418 ; #24088).

Réserpine

Des souris WT agées de 9 semaines ont recues une injection de réserpine (5mg/kg; i.p. ; Sigma
R0875) diluée dans de I'acide glacial acétique et de I'eau stérile dont le pH a été ajusté entre 4 et 5,
nécessaire pour éviter une précipitation de la solution, puis 17h plus tard une injection
d’a-méthyltyrosine (200mg/kg ; i.p.; Sigma M3281) dilué dans de I'eau distillée®°. A partir de la
premiere injection, les cages des souris sont placés sur des tapis chauffants pour palier I’hypothermie

induite par la réserpine®?.

Analyse chromatographique

Les niveaux tissulaires de NA, DA, 5-HT et leurs métabolites ont été mesurés par un systeme HPLC-
ECD au sein de I'INCIA a Bordeaux. Des échantillons (placés sur de la glace aprés la centrifugation) ont
été injectés a l'aide d'un injecteur manuel (Rheodyne 7725i, CIL-Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande,
France) équipé d'une boucle de 10 ou 20 pl dans la colonne HPLC (Hypersyl C18, 150 x 4,6 mm, 5 um ;
CIL-Cluzeau) précédée d'une précolonne Brownlee — Newgard (RP-8, 15 x 3,2 mm, 7 um ; CIL-Cluzeau).
La détection de NA, DA et de ses métabolites, I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) et I'acide
homovanillique (HVA), 5-HT et son métabolite I'acide 5-hydroxyindole-3-acétique (5-HIAA) a été
réalisée avec une cellule coulométrique (Cellule coulométrique 5011, ESA, Paris, France) couplée a un

détecteur programmable (Coulochem II, ESA). Les courbes d'étalonnage ont été réalisées en utilisant
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une plage de concentrations d'éluants compatibles avec les quantités attendues (plage ng pour DA
dans le striatum). Des solutions standards contenant tous les composés d'intérét a des concentrations
connues ont été systématiquement injectées chaque jour avant et apres une série d'échantillons. Les
niveaux tissulaires de monoamines et de métabolites ont été exprimés en pg/mg de poids tissulaire.
L'indice du chiffre d'affaires correspondant au rapport entre le métabolite et le neurotransmetteur

(DOPAC+HVA/DA et 5-HIAA/5-HT) a également été calculé.

Purification des corps de Lewy

Les fractions contenant les LB ont été purifiées a partir d'échantillons post-mortem frais congelés
de patients atteints de PD sporadiques (Netherlands Brain Bank) par un gradient d'étape de
saccharose®®, . Brievement, les tissus sont homogénéisés dans 9 fois le volume de tampon froid MSE
(10mM MOPS/KOH, pH 7,4, 1M sucrose, 1mM acide tétrahydrique d’éthyléne glycol, 1ImM éthyléne
diamine tétraacétique) supplémenté en cocktail d’inhibiteurs de protéases (Complete mini ;
Boehringer Mannheim, Mannheim, Allemagne) a I'aide d’un potter en verre. Pour la purification des
corps de Lewy, un gradient étagé de sucrose est préparé avec une couche de 2,2M au fond puis une
couche de 1,4M puis une couche de 1,2M de sucrose en ratio volumétrique de 3,5:8:8. L’homogénat
de tissu est déposé a la surface du gradient puis est soumis a une étape de centrifugation a 4°C a
160 000g pendant 3 heures dans un rotor SW32.1 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Vingt-six fractions
de 500pL sont ensuite collectées pour chaque gradient du haut vers le bas et la présence d’agrégats
d’a-syn est analysée a I'aide d’un Dot-Blot en biochimie. Les fractions contenant I'a-syn agrégée
provenant des corps de Lewy de patients parkinsoniens se situent entre les fractions 21 et 23 et sont
celles appelées « fractions LB ». Les fractions recueillies sont soniquées pendant 5 min pour rompre
les agrégats de O -synucléine en fragments oligomeres et fibrillaires, puis aliquotées et congelées a -

80°C jusqu’au jour de l'injection.

Injection des corps de Lewy

Des souris males WT ont été injectées bilatéralement avec 2L de fractions LB ou 2L de sucrose
dans la substance noire. Ces injections sont réalisées par chirurgie stéréotaxiques (AP : -2,9 mm ;
ML: 1,3 mm; DV: -4,5mm) sous anesthésie a l'isoflurane (4% pour I'induction, 1-2% pour la
maintenance), a un débit de 0,4 uL/min avec une seringue Hamilton de 33 G couplée a une pompe de
microinjection (World Precision Instruments). Une fois que la totalité du volume a été injecté, la

seringue est laissée encore 5 min puis doucement retiré du cerveau.
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Pose de I'implant EEG/EMG

Des souris males ont été anesthésiées a l'isoflurane (4% pour linduction, 1-2% pour la
maintenance) pour la pose d’implant EEG/EMG. A 'aide d’une aiguille de 23 G, 4 trous sont forés a
travers le crane, 4 vis en acier inoxydable y sont vissées pour maintenir I'implant au crane. Ces vis
serviront d’électrodes pour I'enregistrement EEG, deux vis en avant du bregma et deux en arriere
chacune étant placée de part et d’autre de la suture sagittale. Le signal enregistré par les vis est généré
principalement par les potentiels post-synaptiques des neurones corticaux. Les électrodes EMG ont
été insérées dans les muscles du cou et permettront de mesurer le niveau d’activité musculaire de
I’animal. Du ciment dentaire (Lang Dental Manufacturing Co) a été appliqué afin de maintenir les vis
et I'implant sur le crane. Apres 7 jours de récupération post-chirurgie, les souris sont branchées au
systeme d’enregistrement du sommeil pour deux jours d’habituation avant de commencer les

chirurgies®?,

Etude du sommeil

Les signaux EEG et EMG ont été enregistrés en continu jusqu'a la fin de I'expérience en utilisant le
systeme d'enregistrement 8400 de chez Pinnacle Technology Inc. Les oscillations EEG et EMG ont été
amplifiées et filtrées par un préamplificateur. Ce dernier effectue une pré-amplification (x100) des
mesures différentielles entre deux électrodes. Les signaux sont ensuite transmis vers le systeme

d’acquisition pour I'amplification et le filtrage final de I'information électrique.

Les signaux EEG/EMG ont été analysés par périodes de 4 secondes en mode semi-automatique par
un expérimentateur aveugle en utilisant le logiciel SleepSign (KISSEI COMTEC CO., LTD, Matsumoto,
Japon). Les analyses ont été faites automatiquement par le logiciel puis vérifiées manuellement par
I’expérimentateur afin de supprimer tout signal artéfactuel ou erreur d’interprétation du logiciel. A
partir de ces analyses, nous avons quantifié le pourcentage de temps passé dans chaque phase du
cycle éveil/sommeil (éveil, sommeil NREM et sommeil REM), le nombre et la durée des épisodes de
chacune des phases. Nous avons calculé le temps passé dans les différents stades de sommeil et d’éveil

sur plusieurs intervalles de temps : 24 heures, 12 heures et heure par heure.

L'analyse spectrale est une méthode utilisée pour évaluer la contribution des différentes
fréquences constituant le signal EEG. Une méthode couramment utilisée est la transformation de
Fourier (« Fast Fourier Transformation » ou FFT). Pour chaque animal et chaque phase du cycle un
spectrogramme a été obtenu et les valeurs des spectres des amplitudes ont été divisées en 5 bandes

de fréquences (delta, 0,5-4 Hz ; théta, 4-9 Hz ; alpha, 9-12 Hz ; béta, 12-30 Hz).
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Nous nous sommes ensuite intéressés a la pression de sommeil. Nous avons pour cela quantifié
I"amplitude des oscillations delta (appelées activité d'onde lente ou SWA, 0.5 a 4 Hz) durant les phases

de NREM comme cela se fait classiquement dans la littérature®3>%4,

Etude histologique

Des sections coronales de 50 um d’épaisseur ont été réalisées au cryostat sur la région entiére du
striatum, le mésencéphale et le tronc cérébral pour chaque animal afin de réaliser des
immunomarquages sur le striatum, la substance noire et le locus coeruleus. Brievement, 3 sections
consécutives du striatum, 5 sections sériées (1 sur 4) couvrant la SN en entier, et 3 sections sériées
(1 sur 4) couvrant le LC ont été incubées sur la nuit a température ambiante avec un anticorps primaire
dirigé contre la tyrosine hydroxylase (TH) (1:5.000 clone EP1532Y, ab137869 Abcam). De méme, 3
sections consécutives du striatum, 1 section contenant la SN et 1 section contenant le LC ont été
incubées sur la nuit a température ambiante avec un anticorps primaire dirigé contre I'd-syn
monomérique (1:10.000 clone D37A6, Cell Signalling), contre I'a-syn phosphorylée au niveau de la
Sérine 129 (1:5000 clone EP1536Y, ab51253 Abcam) ou l'a-syn agrégé (1:2000, clone Syn F1,
BioLegend). Les réactions immunologiques sont révélées par une peroxydase en fonction de |'espéce
de I'anticorps primaire (DAKO) et visualisées avec du 3,3'-diaminobenzidin (DAB). Pour les marquages
contre I'd-syn (monomérique, phosphorylée ou agrégée) toutes les sections sont préalablement
identifiées et incubées en méme temps dans les mémes solutions pour permettre une comparaison
directe de I'intensité entre les coupes. Apres les immunomarquages, les coupes sont montées sur des

coupes gélatinées et contremarquées avec une solution de crésyl violet 0,1% si nécessaire

Quantification des immunomarquages

Le marquage TH des coupes du striatum sont quantifiées par densité optique. Les sections sont
scannées avec un scanner haute résolution (Epson expression 10000XL) et les images sont analysées
avec le logiciel Imagel. Les cellules positives a la TH dans la SN et le LC sont comptabilisées par
stéréologie al’aide d’un microscope (Leica DM-6000B) et du logiciel Mercator (Explora Nova). La région
de la SN et du LC ont été cartographiées pour chaque coupe et les zones de comptage (SN : 50*40
espacées par 150*120um ; LC: 60*70 espacées par 60*100um) ont été appliquées a la maquette
obtenue. Seules les cellules positives avec leur noyau inclut dans la zone ou croisant la ligne verte ont
été comptabilisées. La quantité totale de cellules positives a la TH pour chaque structure est estimée

en utilisant la méthode du fractionnement optique.

Pour les marquages 0-syn, les coupes ont été scannées en haute résolution au grossissement x20

(3DHistech Pannoramic Scanner). Chaque image a été ouverte dans le logiciel Mercator (Explora Nova)
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et la cartographie de toutes les zones d’intérét a été réalisée. Aprées application de régles de luminosité
et de contraste pour optimiser les détails, I'outil de seuillage de couleur a été utilisé pour sélectionner
le seuil correspondant spécifiquement a la couleur brune révélée par la coloration DAB. Dans chaque
région et pour chaque marquage, le logiciel a extrait la surface correspondant au seuil défini. L'étendu
du marquage a ensuite été exprimée par un rapport de la surface totale de la région d’intérét et le

seuil de détection de la coloration.

Pose du guide canule

Des souris males ont été anesthésiées a lisoflurane (4% pour linduction, 1-2% pour la
maintenance) pour implanter un guide canule nécessaire a la microdialyse. Le crd a été perforé
au-dessus du striatum droit (AP : +0,5 mm ; ML : -2 mm ; DV : -2 mm). Des guides canules CMA 8 ont

été insérés et fixés avec du ciment dentaire (Lang Dental Manufacturing Co).

Microdialyse et privation de sommeil

Apreés une semaine de récupération, les souris sont placées dans les cages pour la microdialyse.
Une sonde CMA 8 est insérée dans le guide canule et connectée a une pompe a perfusion avec un débit
constant de 0,6uL/min. Apres le branchement, un groupe de souris est privé de sommeil durant 5h par
I'ajout régulier d’enrichissement et par de légers stimuli visuels. Le préléevement des échantillons a
commencé apres ces 5h, ce qui a laissé assez de temps pour permettre I’équilibration. Les échantillons
ont été collectés sur glace une fois par heure pour un volume final de 36L par échantillon, et stockées

a -80°C jusqu’a I'analyse par ELISA.

Analyse des préléevements de microdialyse

Les prélevements obtenus par microdialyse ont été analysés a la fondation pour la recherche
médicale de l'académie d’Athenes. Pour I'ELISA sandwich, I'anticorps monoclonal Syn-1 (BD
Biosciences), dirigé contre les acides aminés 15 a 123 de la séquence B-synucléine humaine, de souris
ou de rat, a été utilisé comme anticorps de capture. L'anticorps polyclonal C-20 (Santa Cruz), dirigé
contre un peptide C-terminal de I'a-syn humaine, a été utilisé pour la détection d'antigéne par
conjugaison directe avec HRP (Pierce). Chaque plaque ELISA (Corning Costar) a été recouverte pendant
24 heures a température ambiante avec 0,5 mg/mL de Syn-1 (50 ml par puits) dans 100 mM de
NaHCO03, pH 9,3. Apres le revétement, les plaques ont été stockées a 4°C pendant 2 a 3 semaines. Les
plaques ont été lavées trois fois dans du tampon de lavage (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl et 0,04%
Tween-20) et 10 mL d'échantillon de microdialyse ou d'a-syn recombinante (comme standard), dilués
de maniére appropriée dans TBST / BSA (10 Tris-Cl mM, pH 7,6, NaCl 100 mM, 0,1% de Tween-20 et

1% de BSA) a été ajouté. Pour permettre la liaison a I'antigene, les plaques ont été incubées a 37°C
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pendant 2 ¥ heures. Apres trois lavages dans du tampon de lavage, 50 ml d'anticorps C-20 conjugué a
HRP (dilué 2500x dans TBST / BSA) ont été ajoutés a chaque puits et incubés pendant 1 heure a
température ambiante. Les puits ont été lavés et 50 ml de substrat chimioluminogéne HRP (réactif
luminol ultrasensible, BioFX Laboratories) ont été ajoutés a chaque puits. Les puits ont été incubés
pendant 15 min a température ambiante et la chimioluminescence a été intégrée pendant 1 s. Chaque

prélevement de microdialyse contenant 36 pL, les analyses sont réalisées en triplicata.

Perfusion intracardiaque

Les souris ont regu une injection d’anesthésique avant d’étre perfusées au niveau intracardiaque
avec du NaCl. Les cerveaux ont ensuite été post-fixés dans du paraformaldéhyde 10% pendant 2 jours,
placés dans une solution de sucrose pendant une journée puis congelés au Snapfrost. lls ont finalement

été stockés a -80°C jusqu’au moment de la coupe.

Statistiques

Des tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad v.7. Les données ont été
considérées comme significatives lorsque p < 0,05. Les résultats sont représentés par la moyenne +
SEM. Pour toutes les évaluations statistiques, les données ont d'abord été évaluées pour la normalité
(tests paramétriques si normalité, tests non paramétriques si non). Pour les analyses paramétriques,
une ANOVA a été appliquée en utilisant le temps et le groupe, suivie d'un test post hoc de Tukey le cas
échéant. Des tests non paramétriques (analyses de Wilcoxon et Mann Whitney) ont été utilisés lorsque
la normalité n’était pas respectée. Des animaux ont été exclus lorsque la qualité des signaux EEG était

mauvaise et ne permettait pas leur analyse.
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Résultats

Partie 1 : Validation du modéle LB de la maladie de Parkinson

Le modéle LB de la maladie de Parkinson apparaissait au début de mon travail de thése comme le plus
adapté pour I'étude de I'implication des altérations des cycles éveil/sommeil. Dans ce modéle, la perte
de neurones dopaminergiques, médiée par I'd-syn, est induite par l'injection unilatérale dans la
substance noire de souris adultes de fractions de corps de Lewy extraits de cerveaux de patients
atteints de la maladie de Parkinson. Aprés 4 mois, le comptage stéréologique des cellules positives a
la présence de tyrosine hydroxylase (TH) montrent une perte des neurones dopaminergiques (~15%)
dans I’'hémisphere injecté comparé a celui non-injecté (Fig. 3). De plus, une augmentation de la forme
phosphorylée de I'a-syn (pS1290a-syn), forme pathogénique de la protéine, dans la substance noire est
observée. Ces résultats confirment de précédents travaux®*?, et viennent valider |'utilisation de ce

modele pour notre étude.
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FIGURE 3. DEGENERESCENCE NEURONALE ET SYNUCLEINOPATHIE DANS LE MODELE LB>>° .
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Partie 2 : Role de la dopamine dans le cycle éveil/sommeil

L'implication de la dopamine dans la régulation des phases du cycle éveil/sommeil est établit mais
comme mentionné ci-dessus (voir Circuits neuronaux impliqués dans |'éveil), le role précis de
la dopamine semble dépendre de la région et des voies impliquées. Nous avons donc cherché a savoir

ce que pouvait engendrer une perte importante de dopamine sur le cycle éveil/sommeil.

Tyrosine DOPA décarboxylase Dopamine Phényléthalolamine-
hydroxylase (TH) 8-hyroxylase N-méthyltransférase
) “ -~
S /
v ) — Q9 — @ — 0
L-Tyrosine [ L-DOPA ’ Dopamine Noradrénaline Adrénaline

FIGURE 4. SCHEMA DE SYNTHESE DES CATECHOLAMIES®>®

Pour répondre a cette question, de la réserpine a été injectée en combinaison avec
de I'a-méthyltyrosine (0-MT). La réserpine entraine une déplétion transitoire des stocks
de catécholamine (dopamine, noradrénaline, adrénaline) et I'd-MT est un inhibiteur transitoire de
la tyrosine hydroxylase, 'enzyme impliquée dans la voie de synthése des catécholamines (Fig. 4),

empéchant donc la resynthése de la dopamine.
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FIGURE 5. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE RECUPERATION DU CERVEAU POUR ANALYSES DES NEUROTRANSMETTEURS
Les souris reparties en 4 groupes : injection contrble et récupération du cerveau a Z0, injection contréle et
récupération du cerveau a 724, injection réserpine/0-MT et récupération du cerveau a Z0 et injection
réserpine/a-MT et récupération du cerveau a Z24.

70 : début de la période d’enregistrement du cycle éveil/sommeil dans I'expérience suivante ; Z24 : fin de la
période d’enregistrement.

Pour s’assurer de la durabilité de l'effet de la réserpine au cours du temps, différents
neurotransmetteurs (dopamine, sérotonine et noradrénaline) et leurs métabolites (DOPAC et HVA
pour la dopamine, 5-HIAA pour la sérotonine) ont été quantifiée au niveau du striatum
par chromatographie aux temps qui correspondent a ce qui sera le début (Z0) et la fin (Z24)
de la période d’enregistrement d’un cycle éveil/sommeil (Fig. 5). L’analyse montre bien une
importante déplétion de la dopamine apres injection de la réserpine a Z0 (*p=0.009) qui dure jusqu’a

724 (*p=0.027). Une diminution de la quantité des métabolites de la dopamine est observée a 724
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(*p=0.039) mais pas a Z0, ce qui peut étre expliqué par le fait qu’il puisse rester de la dopamine a
métaboliser comme l'inhibition de la resynthése de la dopamine est plus récente. La concentration en
sérotonine dans n’est pas affectée par la réserpine et la noradrénaline n’est pas détectée au niveau du

striatum.

TABLEAU 5 : DISTRIBUTION QUANTITATIVE DE DA, 5-HT, ET NA ET DE LEURS METABOLITES DANS LE STRIATUM DES
SOURIS AVANT ET APRES INJECTION DE RESERPINE

Contrdle — Z0 Contréle - 224 Réserpine —Z0 Réserpine —Z24

Striatum

DA 9546 + 1594 10809 + 2492 3832 + 616* 4010 £ 951*
DOPAC 1681 + 252 2941 + 649 2387 £ 237 1560 + 2624#
HVA 769 = 185 1084 + 178 788 £ 117 590 t 104*
DOPAC+HVA/DA 0.22+0.01 0.34+£0.03 0.90 + 0.2* 0.66 + 0.2*
5-HT 564 + 124 889 + 187 683 + 70 758 + 145
5-HIAA 418 + 74 578 + 92 558 + 85 621 + 108
5-HIAA/5-HT 0.78 £0.08 0.79x0.1 0.86 £0.1 0.86 £ 0.08
NA 0 0 0 0

Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM (pg/mg de tissu) dans le striatum a Z0 qui correspond au début
de la période I'enregistrement d’un cycle éveil/sommeil, et a Z24 qui correspond a la fin de la période
I’enregistrement. Groupe contréle, n=4; groupe réserpine, n=5. Comparaison avec un t-test (ou test de
Mann Whitney). *p<0.05 comparé au controdle ; #p<0.05 comparé a Z24.
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FIGURE 6. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE L’ENREGISTREMENT DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL AVANT ET APRES INJECTION DE
RESERPINE

Suite a la pose d’un implant EEG/EMG pour permettre I'analyse des différentes phases d’éveil et de
sommeil, les souris (n=6) sont branchées au systéme d’enregistrement pour 48h d’habituation. Une
fois ce délai passé, elles regoivent dans un premier temps une injection d’acide glaciale acétique puis
aprés 17h>7 d’eau distillée avant une premiére session d’enregistrement (de Z0 a Z24) (Fig. 6). Dans
un second temps, elles recoivent une injection de réserpine (5 mg/kg, i.p.) et 17h plus tard d’a-MT
(200 mg/kg, i.p.) avant I'enregistrement d’un second cycle. Les souris ont été placées sur des tapis
chauffants pour pallier 'hypothermie induite par la réserpine®?. Les injections d’eau distillée et
d’a-MT sont faites sous lumiére rouge comme elles doivent étre réalisées une heure avant le début de

la période de lumiére.
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FIGURE 7. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE D’EVEIL AVANT ET APRES INJECTION DE RESERPINE

A. Temps passé éveillé en fonction du temps expérimental. B. Temps passé éveillé sur 24h, durant la phase de
sommeil et durant la phase active. C. Nombre d’épisodes d’éveil en fonction du temps expérimental. D. Nombre
d’épisodes d’éveil sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. E. Durée moyenne des épisodes
d’éveil en fonction du temps expérimental. F. Durée moyenne des épisodes d’éveil sur 24h, durant la phase de
sommeil et durant la phase active. Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un
test post hoc de Tukey le cas échéant. Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec
un t-test (ou test de Mann Whitney). *p<0.05 comparé au groupe contréle.

La déplétion en dopamine induite par la réserpine entraine une diminution de la durée moyenne
des épisodes d’éveil (Fig. 7D ; *p=0.008), principalement pendant la phase active des souris (*p=0.02),
ainsi qu’une augmentation du nombre de ces épisodes (Fig. 7F ; *p=0.01), |a aussi principalement
pendant la phase active (*¥*p=0.001). Cette déplétion a aussi pour effet d’augmenter le nombre
d’épisodes de sommeil NREM (Fig. 9D ; *p=0.04), principalement pendant la phase de sommeil
(*p=0.04), et d’augmenter la durée moyenne des épisodes de sommeil REM en phase active (Fig. 8F ;
*p=0.08).

Ces résultats suggerent que la dopamine est impliquée dans la maintenance de I'éveil ce qui
entrainerait dans un second temps une augmentation du nombre d’épisodes d’éveil par compensation
pour aboutir au méme temps total d’éveil.

De plus, les mémes tendances concernant la diminution de la durée et I'augmentation du nombre
épisodes d’éveil sont observées en période de sommeil (Fig. 7D; Fig. 7F; p=0.6), période

physiologiquement plus propice a l'induction du sommeil. L'implication de la dopamine dans
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la maintenance de I'éveil d’éveil expliquerait donc également I'augmentation du nombre d’épisodes
de sommeil NREM en période inactive.
Il faut noter ici que comme la noradrénaline inclut la dopamine dans sa voie de synthese (Fig. 4),

une partie des effets observés pourrait donc étre di a sa déplétion.
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FIGURE 8. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL REMM AVANT ET APRES INJECTION DE RESERPINE

A. Temps passé en sommeil REM en fonction du temps expérimental. B. Temps passé en sommeil REM sur 24h,
durant la phase de sommeil et durant la phase active. C. Nombre d’épisodes de sommeil REM en fonction
du temps expérimental. D. Nombre d’épisodes de sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant
la phase active. E. Durée moyenne des épisodes de sommeil REM en fonction du temps expérimental. F. Durée
moyenne des épisodes de sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active.
Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant.
Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
*p<0.05 comparé au groupe controle.
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FIGURE 9. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL NREM AVANT ET APRES INJECTION DE RESERPINE
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24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. C. Nombre d’épisodes de sommeil NREM en fonction
du temps expérimental. D. Nombre d’épisodes de sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant
la phase active. E. Durée moyenne des épisodes de sommeil NREM en fonction du temps expérimental. F. Durée
moyenne des épisodes de sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active.
Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant.
Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
*p<0.05 comparé au groupe controle.
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Partie 3 : Cycle éveil/sommeil chez des modéles murins de la maladie de Parkinson et

de I'atrophie multisystématisée

Les patients atteints de la maladie de Parkinson (MP) et de I'atrophie multisystématisée (AMS)
doivent pour une grande majorité faire face a des altérations du sommeil. Ces derniers sont
notamment un temps de sommeil diurne excessif, des insomnies, des troubles du comportement du
sommeil paradoxal, des troubles respiratoires du sommeil et un syndrome des jambes sans repos. Dans
la progression des synucléinopathies, ces altérations peuvent survenir tres tot, jusqu’a plusieurs
décennies avant les symptdmes moteurs.

Il est donc logique de formuler I’hypothése que le déréglement des cycles éveil/sommeil pourrait
avoir un role dans le développement de ces maladies. Pour tester cette hypotheése, il est d’abord
nécessaire de trouver le modeéle adéquat, a savoir des modeles qui reproduisent les altérations

des cycles éveil/sommeil telles qu’elles sont retrouvées chez les patients.

A. Modele murin de la maladie de Parkinson

Dans un premier temps, pour déterminer si les souris LB présentaient des altérations du sommeil
et si oui a quel moment ces altérations survenaient, des souris ont recu une injection bilatérale de 2uL
de factions LB par stéréotaxie dans la SN (AP : -2,9 mm ; ML: +1,3 mm ; DV : -4,5 mm)® (Fig. 10). La
pose de I'implant EEG/EMG permettant I'analyse des phases d’éveil et de sommeil a été réalisée lors
de la méme chirurgie. Aprés 7 jours de récupération, les souris (n=6) ont été branchées au systeme
d’enregistrement pour 48h afin de s’habituer a leur nouvel environnement puis pour 24h
d’enregistrement d’un cycle éveil/sommeil. Elles ont été de nouveau branchées une fois par mois
jusqu’a 4 mois post-injection, ce qui correspond au temps nécessaire pour avoir une lésion significative
de la SN dans ce modéle®®,

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent une évolution au cours du temps
des parametres des phases d’éveil, de sommeil REM et de sommeil NREM. Comparé aux autres mois
d’enregistrement, a 4 mois les souris présentent une diminution du temps total d’éveil (Fig. 11A;
0-4 mois *p=0.005 ; 1-4 mois *p=0.002 ; 2-4 mois *p=0.01; 3-4 mois *p=0.03), avec une tendance
a une augmentation du nombre d’épisodes et une diminution de la durée de ces épisodes. De fagon
concomitante, le temps total passé en sommeil NREM augmente (Fig. 11C; 0-4 mois *p=0.012;
0-4 mois *p=0.005 ; 1-4 mois *p=0.002 ; 2-4 mois *p=0.01 ; 3-4 mois *p=0.03). Enfin, la durée moyenne

des épisodes de sommeil paradoxal augmente (Fig. 11H ; 0- 4 mois *p=0.02).
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FIGURE 10. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE L’ENREGISTREMENT DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL DE O A 4 MOIS APRES
INJECTION DE LB
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FIGURE 11. CARACTERISTIQUES DES PHASES DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL DE 0 A4 MOIS APRES L'INJECTION DE LB.

Temps passé éveillé (A.), en sommeil REM (B.) et en sommeil NREM (C.) a 0, 1, 2, 3 et 4 mois post-injection.
Nombre d’épisodes d’éveil (D.), de sommeil REM (E.) et de sommeil NREM (F.) a 0, 1, 2, 3 et 4 mois post-injection.
Durée moyenne des épisodes d’éveil (G.), de sommeil REM (H.) et de sommeil NREM (I.) a 0, 1, 2, 3 et 4 mois
post-injection. Comparaison avec un test One-way ANOVA. #p<0.05 comparé aux autres mois d’enregistrement.

Un nouveau groupe de souris a été injecté avec des fractions LB ou sucrose (Fig. 12). La pose
de I'implant EEG/EMG a été réalisée 3 mois % plus tard, notamment pour éviter une perte du signal
au cours du temps comme cela a été constaté avec I'expérience précédente. Les enregistrements des
cycles éveil/sommeil ont été réalisés a 4 et 6 mois post-injection (sucrose 4 mois n=9 ; LB 4 mois n=11;

sucrose 6 mois n=7 ; LB 6 mois n=8).
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FIGURE 12. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE L’ENREGISTREMENT DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL A 4 ET 6 MOIS APRES
INJECTION DE LB

L’analyse des cycles éveil/sommeil chez les souris LB comparé aux souris sucrose montrent une
diminution du temps total passé éveillé sur 24h a 4 mois post-injection (*p=0.04) et une tendance a la
méme diminution a 6 mois (p=0.08) (Fig. 13C, panel de gauche). Ce changement va de pair avec une
augmentation du temps total passé en sommeil NREM sur 24h a 4 mois (*p=0.03) et une tendance a

la méme diminution a 6 mois (p=0.08) (Fig. 15C, panel de gauche).

Concernant le sommeil NREM, en comparaison des souris sucrose la durée moyenne des épisodes en
phase active augmente a 4 mois (*p=0.03), a tendance a augmenter a 6 mois (p=0.08) (Fig. 15J, panel
de droite) et le nombre d’épisodes augmente en phase active entre 4 et 6 mois post-injection
(*p=0.02). Pour le sommeil REM, le temps total sur 24h augmente durant la phase de sommeil a 4 mois
(*p=0.03), et la durée moyenne des épisodes augmentent en phase active a 4 (*p=0.045) et 6 mois

(*p=0.01) en comparaison des souris sucrose.

Le fait que certains changements soient significatifs a 4 mois et non a 6 peut s’expliquer par le fait que
le signal de certains animaux s’est dégradé au cours du temps rendant leur analyse impossible

et diminuant donc le nombre de souris dans le groupe.

La répartition du temps total des phases d’éveil et de sommeil est donc altérée dans le modele LB
comparé au groupe contréle. Bien qu’on puisse définir une période de sommeil et une période
d’activité, il faut rappeler que le modele de sommeil des souris est polyphasique contrairement
a’'Homme pour lequel il est monophasique. L'augmentation du temps passé en sommeil NREM
pourrait donc étre assimilée au SED dont souffrent les patients parkinsoniens qui comme mentionné
plus haut (voir Architecture des cycles éveil/sommeil : sommeil diurne excessif et insomnie) pourrait
étre considéré comme prédictif de la MP.

D’autre part, on retrouve dans ce modele I'augmentation de la durée moyenne des épisodes

de sommeil REM en phase active observée aprés I'injection de réserpine.
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FIGURE 13. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE D’EVEIL A 4 ET 6 MOIS APRES INJECTION DE LB.

Temps passé éveillé a 4 (A.) et 6 mois (B.) post-injection en fonction du temps expérimental. C. Temps passé
éveillé sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes d’éveil a 4 (D.) et 6 mois
(E.) post-injection d’éveil en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes d’éveil sur 24h (F.), durant la
phase de sommeil et durant la phase active (G.). Durée moyenne des épisodes d’éveil (H.) et 6 mois (l.) post-
injection en fonction du temps expérimental. J. Durée moyenne des épisodes d’éveil sur 24h, durant la phase de
sommeil et durant la phase active. Comparaison au cours du temps expérimental avec 2way ANOVA, et un test
post hoc de Tukey le cas échéant. Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un
t-test (ou test de Mann Whitney). *p<0.05 comparé au groupe sucrose.

FIGURE 14. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL REM A 4 ET 6 MOIS APRES INJECTION DE LB.

Temps passé en sommeil REM a 4 (A.) et 6 mois (B.) post-injection en fonction du temps expérimental. C. Temps
passé en sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes de
sommeil REM a 4 (D.) et 6 mois (E.) post-injection en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes de
sommeil REM sur 24h (F.), durant la phase de sommeil et durant la phase active (G.). Durée moyenne des
épisodes de sommeil REM a 4 (H.) et 6 mois (l.) en fonction du temps expérimental. J. Durée moyenne des
épisodes de sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Comparaison au cours
du temps expérimental avec 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant. Comparaison sur 24h,
sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney). ¥*p<0.05 comparé au
groupe sucrose.

FIGURE 15. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL NREM A 4 ET 6 MOIS APRES INJECTION DE LB.

Temps passé en sommeil NREM a 4 (A.) et 6 mois (B.) post-injection en fonction du temps expérimental. C. Temps
passé en sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes de
sommeil NREM a 4 (D.) et 6 mois (E.) post-injection en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes de
sommeil NREM sur 24h (F.), durant la phase de sommeil et durant la phase active (G.). Durée moyenne des
épisodes de sommeil NREM a 4 (H.) et 6 mois (l.) post-injection en fonction du temps expérimental. J. Durée
moyenne des épisodes de sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active.
Comparaison au cours du temps expérimental avec 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant.
Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
*p<0.05 comparé au groupe sucrose. #p<0.05 comparé a 4 mois post-injection

L’analyse du spectre du signal EEG permet grace a la transformation de Fourrier de décomposer le
signal EEG pour montrer la puissance des ondes en fonction de leur fréquence. Ces fréquences sont
regroupées en différentes bandes, a savoir les ondes delta : 0,5-4Hz ; les ondes théta : 4-9Hz ; les ondes
alpha: 9-12Hz; les ondes béta : 12-30Hz ; les ondes gamma : 30-100Hz. La puissance des ondes donne
une information sur la synchronisation neuronale. Plus la puissance est importante plus les neurones
ont une activité synchronisée.

Le spectre du signal EEG durant le sommeil NREM, caractérisée par des ondes delta, ne différe pas
entre les groupes LB et sucrose a 4 et 6 mois post-injection (Fig. 16A et B). En revanche pour le sommeil
REM, la synchronisation neuronale est plus importante chez les souris LB comparée au groupe sucrose
a 4 et 6 mois post-injection dans la bande de fréquence des ondes théta (Fig. 16C et D). Le sommeil
paradoxal est normalement caractérisé par une désynchronisation du signal EEG. Cela pourrait
expliquer I'augmentation de la durée moyenne des épisodes de cette phase du cycle pour compenser

la diminution désynchronisation neuronale.
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L'analyse du spectre permet aussi d’étudier la pression de sommeil, 'amplitude du signal EEG dans
les ondes delta reflétant le besoin de dormir. Plus I'amplitude est grande, plus le besoin de dormir est
important. La pression de sommeil est déterminée par le pourcentage de la puissance des ondes delta
lors des premieres heures de la phase de sommeil par rapport aux derniéres heures de cette méme
phase. Le besoin de dormir doit normalement diminuer avec le temps passé endormi. On constate ici
que la pression de sommeil n’est pas altérée entre les groupes LB et sucrose, ni au cours du temps (Fig.
16E, F et G).

Une fois les enregistrements des cycles éveil/sommeil terminés, les cerveaux ont été récupérés
pour des analyses histologiques. Pour chaque animal, des immunomarquages de la tyrosine
hydroxylase et de I'd-syn soluble, phosphorylée et agrégée ont été réalisés dans le striatum, la SN et
le LC, les deux premiéres structures étant les régions principalement dégénérées dans la MP,
la derniére étant une des premieres structures dans laquelle on retrouve des LB (stade 2) mais aussi
une structure clé dans la régulation de I'éveil.

Le nombre de neurones TH-positifs est bien diminué dans la SN (perte moyenne de 10%) (Fig. 17B)
bien que cette diminution ne soit pas aussi importante que prévu dans ce modele et a ce stade. Les
souris ne présentant pas assez de dégénérescence sont toutefois incluses dans I'étude compte tenu
du faible nombre d’animaux. Au contraire, des altérations des parametres des différentes phases du
cycle éveil/sommeil sont observées malgré cette faible lésion neuronale. On observe également une
diminution significative du nombre de neurones TH-positifs dans le LC (Fig. 17C ; *p=0.04).

Les marquages de l'd-syn réalisés dans les mémes structures montrent une tendance a
une augmentation de I'a-syn dans le striatum (Fig. 17D), la SN (Fig. 17E), et le LC (Fig. 17F).
Les marquages de I'd-syn phosphorylée et agrégée ne sont pas présentés comme moins de 0,5% de la
zone est marquée.

Enfin de possibles corrélations ont été étudiées entre les parametres des phases d’éveil et
de sommeil d’'une part, et les résultats immunologiques d’autre part. On peut noter une corrélation
négative entre le nombre de neurones TH-positifs de la SN et la durée des épisodes d’éveil en période
de sommeil (Fig. 17G; *p=0.02) et une corrélation positive avec le nombre d’épisodes de sommeil
NREM dans cette méme période (Fig. 17H ; *p=0.03). Ces résultats associés a ceux de I'enregistrement
du sommeil en condition d’une déplétion de la dopamine, sont en faveur de I’hypothése d’un réle des
neurones DA de la SN dans le maintien des phases d’éveil. Par ailleurs, on observe une corrélation
négative entre les neurones TH-positifs dans le LC et la durée moyenne des épisodes de sommeil REM
en période active (Fig. 171; *p=0.03) et une corrélation positive avec la durée du sommeil NREM en
période de sommeil (Fig. 17); *p=0.04). Il apparait probable que I'augmentation de ce dernier

parametre apres injection de la réserpine soit due donc a une perte de la NA. Compte tenu des
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précédents résultats, on peut émettre I’hypothése que la perte des neurones du LC induit un défaut
de désynchronisation neuronale durant le sommeil REM ce qui entraine une augmentation de la durée
de ces épisodes.

On observe également une corrélation positive entre la présence d’a-syn monomérique dans la
SN et la durée des épisodes de sommeil NREM en période active, et une corrélation négative avec le

nombre d’épisodes d’éveil durant cette méme période.
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FIGURE 16. CARACTERISTIQUES DU SPECTRE DU SIGNAL EEG A 4 ET 6 MOIS APRES INJECTION DE LB.

Synchronisation neuronale donnée par la puissance des oscillations en fonction des bandes de fréquence (delta
:0,5-4Hz ; théta : 4-9Hz ; alpha : 9-12Hz ; béta : 12-30Hz ; gamma : 30-100Hz) pour le sommeil NREM a 4 (A.) et
6 mois (B.) post-injection ; pour le sommeil REM 4 (C.) et 6 mois (D.) post-injection. Pression de sommeil,
traduisant le besoin de dormir, donnée par la puissance des ondes delta des premieres heures de la phase de
sommeil comparée aux dernieres heures de la méme phase a 4 (E.) et 6 mois (F.) post-injection. G. Evolution de
la pression de sommeil au cours des deux premiéres heures de la phase de sommeil. Comparaison avec un test
2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant. *p<0.05 comparé au souris sucrose.
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FIGURE 17. MARQUAGE IMMUNOLOGIQUE DES SOURIS LB ET DES SOURIS SUCROSE ET CORRELATION.

Marquage immunologique de la tyrosine hydroxylase (TH) dans le striatum (A.), la SN (B.) et le LC (C.). Marquage
immunologique de I'ad-syn monomérique dans le striatum (D.), la SN (E.) et le LC (F.). Corrélation entre les
données histologiques et les données sommeil (G.-L.). Comparaison avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
*p<0.05 comparé au groupe sucrose.

B. Modeéle murin de I'atrophie multisystématisée

Le modele PLP-syn a été selon les mémes critéres que ceux choisi pour la modele MP comme
modele de la MP. Ce modele était également utilisé au laboratoire.

Le début des enregistrements a été fixé a 6 mois comme les souris PLP-syn présentent déja
une perte neuronale. Les souris sont donc implantées avec I'implant EEG/EMG a cet dge (Fig. 18). Aprés
7 jours de récupération, les souris ont été branchées au systéme d’enregistrement pour 48h afin de

s’habituer a leur nouvel environnement puis pour 24h d’enregistrement d’un cycle éveil/sommeil.
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FIGURE 18. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE L’ENREGISTREMENT DU CYCLE EVEIL/SOMMEIL DES SOURIS PLP-SYN AGEES
DE 6, 8 ET 9 MOIS.

Les résultats obtenus avec le modele PLP ne aucune montre pas de différence avec le groupe
controle (Fig. 19, 20 et 21). Cependant, au cours du temps et au sein du groupe PLP-syn, on note quand
méme une diminution de la durée moyenne des épisodes de sommeil REM (Fig. 20L ; 6-8 mois *p=0.02
; 6-9 mois *p=0.02), et une augmentation du nombre d’épisodes de sommeil NREM sur 24h (Fig. 21H
panel de gauche ; 6-8 mois *p=0.009 ; 6-9 mois *p=0.009) et pendant la phase active de la souris (Fig.
21H panel de droite ; 6-8 mois *p=0.008 ; 6-9 mois *p=0.008).

L’analyse du spectre du signal EEG ne montre pas non plus de différence entre les deux groupes
au niveau de la synchronisation neuronale au cours du sommeil NREM et du sommeil REM,
ni concernant la pression de sommeil (Fig. 22).

Les résultats présentés ici sont issus de deux sessions d’enregistrement dont aucune n’a pu étre
analysés au-dela de 9 mois a cause de la perte de qualité du signal pour la premiere, et du confinement
pour la seconde. Comme les enregistrements devaient se déroulés jusqu’a ce que les souris atteignent
I’age de 10 mois, c’est a cet age-la que les cerveaux ont été récupérés pour les analyses histologiques.

Comme pour le modéle de la MP, des immunomarquages de la tyrosine hydroxylase et de I'a-syn
soluble, phosphorylée et agrégée ont été réalisés dans le striatum, la SN et le LC.

On constate bien une perte des neurones TH-positifs dans la SN (Fig. 23B; *p=0.005) comme
attendu dans ce modeéle a cet 4ge. On observe également une diminution de I'a-syn soluble dans la SN
(Fig.23E) au profit d’une augmentation importante de I'a-syn phosphorylée (Fig. 23H ; *p<0.0001). La
méme augmentation est observée dans le striatum (Fig. 23G; *p<0.0001) et dans le LC (Fig.
231*p<0.0001).

La pathologie au niveau histologique est donc clairement établie sans que cela n’entraine

d’altérations du cycle éveil/sommeil.
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FIGURE 19. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE D’EVEIL DES SOURIS PLP-SYN AGEES DE 6, 8 ET 9 MOIS.

Temps passé éveillé a 6 (A.), 8 mois (B.) et 9 mois (C.) en fonction du temps expérimental. D. Temps passé éveillé
sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes d’éveil a 6 (E.), 8 mois (F.) et
9 mois (G.) en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes d’éveil sur 24h (H.), durant la phase de
sommeil et durant la phase active (l.). Durée moyenne des épisodes d’éveil a 6 (J.), 8 mois (K.) et 9 mois (L.) en
fonction du temps expérimental. M. Durée moyenne des épisodes d’éveil sur 24h, durant la phase de sommeil
et durant la phase active. Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un test post
hoc de Tukey le cas échéant. Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test
(ou test de Mann Whitney).

FIGURE 20. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL REM DES SOURIS PLP-SYN AGEES DE 6, 8 ET 9 MOIS.
Temps passé en sommeil REM a 6 (A.), 8 mois (B.) et 9 mois (C.) en fonction du temps expérimental. D. Temps
passé en sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes
de sommeil REM a 6 (E.), 8 mois (F.) et 9 mois (G.) en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes
de sommeil REM sur 24h (H.), durant la phase de sommeil et durant la phase active (l.). Durée moyenne
des épisodes de sommeil REM a 6 (J.), 8 mois (K.) et 9 mois (L.) en fonction du temps expérimental. M. Durée
moyenne des épisodes de sommeil REM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active.
Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant.
Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
#p<0.05 comparé a I'age de 6 mois.

FIGURE 21. CARACTERISTIQUES DE LA PHASE DE SOMMEIL NREM DES SOURIS PLP-SYN AGEES DE 6, 8 ET 9 MOIS.
Temps passé en sommeil NREM a 6 (A.), 8 mois (B.) et 9 mois (C.) en fonction du temps expérimental. D. Temps
passé en sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active. Nombre d’épisodes
de sommeil NREM a 6 (E.), 8 mois (F.) et 9 mois (G.) en fonction du temps expérimental. Nombre d’épisodes
de sommeil NREM sur 24h (H.), durant la phase de sommeil et durant la phase active (l.). Durée moyenne
des épisodes de sommeil NREM a 6 (J.), 8 mois (K.) et 9 mois (L.) en fonction du temps expérimental. M. Durée
moyenne des épisodes de sommeil NREM sur 24h, durant la phase de sommeil et durant la phase active.
Comparaison au cours du temps expérimental avec un 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey le cas échéant.
Comparaison sur 24h, sur la période de sommeil ou la période d’éveil avec un t-test (ou test de Mann Whitney).
*p<0.05 comparé au groupe WT. #p<0.05 comparé a I’dge de 6 mois.

FIGURE 22. CARACTERISTIQUES DU SPECTRE DE L’ANALYSE DU SIGNAL EEG A L’AGE DE 8 ET 9 MOIS.

Synchronisation neuronale donnée par la puissance des oscillations en fonction des bandes de fréquence (delta
:0,5-4Hz ; théta : 4-9Hz ; alpha : 9-12Hz ; béta : 12-30Hz ; gamma : 30-100Hz) pour le sommeil NREM a 8 (A.) et
9 mois (B.) post-injection ; pour le sommeil REM 8 (C.) et 9 mois (D.). Pression de sommeil, traduisant le besoin
de dormir, donnée par la puissance des ondes delta des premiéres heures de la phase de sommeil comparée aux
dernieres heures de la méme phase a 8 (E.) et 9 mois (F.). G. Evolution de la pression de sommeil au cours des
deux premiéres heures de la phase de sommeil. Comparaison avec un 2way ANOVA, et un test post hoc de Tukey
le cas échéant.

FIGURE 23. MARQUAGE IMMUNOLOGIQUE DES SOURIS PLP-SYN ET DES SOURIS WT.

Marquage immunologique de la tyrosine hydroxylase (TH) dans le striatum (A.), la SN (B.) et le LC (C.). Marquage
immunologique de I'a-syn monomérique dans le striatum (D.), la SN (E.) et le LC (F.). Marquage immunologique
de I'a-syn phosphorylée dans le striatum (G.), la SN (H.) et le LC (I.). Comparaison avec un t-test (ou test de Mann
Whitney). *p<0.05 comparé au groupe sucrose.
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Partie 4 : Impact du sommeil dans I’élimination de I’a-synucléine

Les patients atteints de la maladie de Parkinson et de I'atrophie multisystématisée doivent pour
une grande majorité faire face a des altérations du sommeil qui surviennent de maniére relativement
précoce dans le développement de la maladie. L'une des caractéristiques de ces maladies est

la présence d’agrégats protéiques pathologiques composés d’d-synucléine malconformée.

Xie et al. ont montré en 2013 que la béta-amyloide physiologique était éliminée deux fois plus
rapidement chez des souris endormies que chez des souris éveillées. Dans le contexte
des protéinopathies, I'étude de la béta-amyloide est intéressante car elle s’agrége lorsqu’elle est

malconformée pour former des inclusions qui sont caractéristiques de la maladie d’Alzheimer.

Ces éléments meénent a I’'hypothése que le sommeil pourrait intervenir dans I’élimination d’autres

protéines impliquées dans des protéinopathies, et notamment I'a-synucléine.

LB (Sh)

5% mois Recu?f;r)e;tuon @ { Analyses
j | Microdialyse (3h) ‘,. y ¥

histologiques

Pose du @ (5h) —
guide canule .
Souris C57bl/6 (STR) Sucrose 1 prélévement/h

Injection LB/sucrose (SN)

FIGURE 24. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE L’EXPERIENCE DE MICRODIALYSE ET DE PRIVATION DE SOMMEIL DES SOURIS
LB.

Pour tester cette hypothése, nous avons cherché a savoir si I'augmentation induite du sommeil
permettant d’augmenter I’élimination de I'a-syn. Nous avons utilisé des souris préalablement
injectées avec des fractions LB qui présentent une augmentation de I'a-syn dans différentes structures
dont le striatum. Un groupe de souris est a été privé de sommeil durant 5h a partir du début de la
phase de sommeil grace a I'enrichissement régulier des cages et avec de légers stimuli visuels, puis des
prélevements de CSF au niveau du striatum ont été réalisés grace a la technique de microdialyse (Fig.
24). Un échantillon a été prélevé toutes les heures pendant 3h. Enfin, le cerveau des souris a été extrait

pour vérifier le placement de la sonde et pour des analyses histologiques.

L’analyse histologique des cerveaux de souris a permis d’attester le bon placement de la sonde de
microdialyse dans le striatum pour la totalité des souris de I'expérience. De plus, comme attendu dans
ce modele, on retrouve bien une perte des neurones positifs a la TH dans la SN (Fig. 25B ; *p=0.002) et
le LC (Fig. 25C ; *p=0.004), ainsi qu’une augmentation de I'-syn dans le striatum (Fig. 25D ; *p=0.001)
et la SN (Fig. 25E ; *p=0.002).

90



Striatum Substance noire Locus coeruleus

>

ve]
*
(@]
*

Nombre de neurones TH+

2001

g
s

® Sucrose
m LB

150- @an| eas

3
S

3000 4
100+

2000 -
1000 -

Marquage TH
Densité optique
(valeur de gris)

8
Nombre de neurones TH+

)
-
=

m

30+ F 60-

20

8
o
-

z

monomeérique

104

n
o

Marquage a-syn
Surface marquée /
surface totale (%)

Surface marquée /

surface totale (%)
o

Surface marquée /

surface totale (%)

FIGURE 25. MARQUAGE IMMUNOLOGIQUE DES SOURIS LB ET DES SOURIS SUCROSE.

Marquage immunologique de la tyrosine hydroxylase (TH) dans le striatum (A.), la SN (B.) et le LC (C.). Marquage
immunologique de I'a-syn monomérique dans le striatum (D.), la SN (E.) et le LC (F.). Comparaison avec un t-test
(ou test de Mann Whitney). *p<0.05 comparé au groupe sucrose.

Compte tenu des problémes rencontrés durant la réalisation de cette expérience, notamment
a cause du contexte sanitaire, il n’est pas possible d’apporter une interprétation claire a ces résultats
due a un trop faible nombre d’échantillon analysé. Cependant, il semble y avoir une diminution de I'a-
syn dans le striatum des souris injectées avec du sucrose qui ont été privées de sommeil.
Cette diminution n’apparait pas pour les souris injectées avec des fractions LB, qu’elles aient été
ou non privées de sommeil. Ces éléments pourraient étayer notre hypothése en montrant
qgue I'augmentation de la pression de sommeil induite par la privation de sommeil permet une
élimination plus importante de I'd-syn ce qui n’est pas retrouvé dans le modele de la maladie
de Parkinson. Des mécanismes pathologiques induisant un défaut de Iélimination de I'a-syn
pourraient donc déja étre en ceuvre a un stade aussi précoce du développement de la maladie. Encore

une fois, I’étude d’une nouvelle cohorte est nécessaire pour confirmer les tendances observées.
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FIGURE 26. CONCENTRATION D’ O0-SYNUCLEINE DANS LES PRELEVEMENTS DE MICRODIALYSE EN FONCTION DU MOMENT
DU PRELEVEMENT.
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Discussion

I Synthése des résultats

La dopamine a un réle connu dans la régulation du cycle éveil/sommeil, mais son mode d’action
précis reste a établir comme il apparait qu’elle puisse jouer des réles opposés en fonction des régions
et des voies impliquées. Notre étude portant sur les synucléinopathies qui ont pour caractéristique
communes une dégénérescence de la substance noire, qui s’avere étre une des principales sources de
dopamine, il semble important de mieux établir le r6le de la dopamine vis-a-vis du sommeil et de
I"éveil.

Pour se faire, nous avons décidé d’induire une déplétion en dopamine via l'injection de réserpine
et de voir I'impact sur I'enregistrement d’un cycle éveil/sommeil. Les résultats obtenus suggérent que
la dopamine est impliquée dans la maintenance de I'éveil. En effet, on constate une diminution de la
durée des phases d’éveil, une augmentation du nombre d’épisodes d’éveil en période active et une
augmentation du nombre d’épisodes de sommeil NREM en période inactive. Les mémes résultats sont

obtenus chez les souris KO pour le récepteur D2 de la dopamine!”

qui est largement retrouvé au
niveau du striatum®®. L’augmentation du nombre d’épisodes de sommeil NREM pourrait faire penser
gue la dopamine a un réle dans la promotion du sommeil mais il apparait plus probable que lorsqu’une
phase d’éveil se termine durant la phase de sommeil, il n'y ait pas de compensation avec une
augmentation du nombre de phase d’éveil, qui se produirait plutot durant la phase d’éveil, ce qui est
d’ailleurs le cas.

La déplétion des stocks de dopamine étant couplé a l'injection d’un inhibiteur de la tyrosine
hydroxylase qui permet la synthése de la dopamine, il faut tenir compte dans les résultats de
I'implication de la noradrénaline, dont la voie de synthese comprend la TH. Par ailleurs, il est
intéressant d’étudier le systeme noradrénergique comme ce systéme est aussi atteint chez les patients
parkinsoniens comme le LC, qui et la principale source de noradrénaline, fait partie des premiéres
structures dans laquelle on trouve des corps de Lewy®.

Une corrélation négative est observée dans le modele LB entre la quantité de neurones TH+ et la
durée moyenne des épisodes de sommeil REM dans la phase active de la souris. L'augmentation de ce
parameétre fait justement partie des résultats obtenus dans notre expérience de déplétion. Par ailleurs,
le LC est impliqué dans I'activation corticale®>1%, qui se traduit par une désynchronisation des
neurones corticaux et qui est visible par I'’étude du spectre du signal. Plus I'amplitude du signal EEG

enregistré au niveau du cortex est importante, plus les neurones corticaux sont synchronisés.
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Justement, dans le modele LB, on retrouve une augmentation de cette amplitude durant le sommeil
paradoxal, or cette phase est normalement caractérisée par une désynchronisation neuronale similaire
a ce qui peut étre observé durant I'éveil, et qui donne justement ce nom de paradoxal. On peut donc
supposer que la diminution du nombre de neurones dans le LC empéche I'activation corticale, ce qui
engendre une augmentation de la durée des phases de sommeil REM pour essayer de compenser car
certains mécanismes doivent nécessiter cette désynchronisation neuronale durant cette phase.

L'étude du lien entre les altérations du sommeil et le développement des synucléinopathies
nécessite un modele animal qui remplit les critéres suivants :

- Une progression dans le temps qui soit lente pour mimer au mieux la maladie et pour
permettre d’avoir la fenétre temporelle la plus large possible entre le début des altérations
du sommeil et la survenue des symptomes moteurs

- une altération du sommeil qui se rapproche autant que possible de ce qui est observable
chez les patients

- une neurodégénérescence nigrostriatale qui est caractéristique des synucléinopathies

- des changements dans I'expression de I'd-syn

- une propagation de la synucléinopathie

- et la disponibilité du modele et du matériel pour enregistrer le sommeil.

Pour la maladie de Parkinson, le modele choisi est la souris dite LB qui consiste en I'injection de
fractions LB contenant des agrégats pathologiques issus du cerveau de patients atteints de la MP.
Ce modele présente une lésion significative de la substance noire 4 mois aprés I'injection de LB® qui
n’augmente pas de maniere significative au cours du temps, pas de différence a 17 mois post-injection,
et qui ne présente pas d’anomalie motrice majeur, méme a 17 mois. La lésion observée est dépendante
de la présence d’a-syn et il y a bien une progression de la synucléinopathie comme c’est de I'a-syn
humaine qui est injectée et que 'augmentation de I'a-syn observée concerne I'd-syn murine. Enfin ce
modele est déja étudié au sein du laboratoire. Il reste donc a déterminer si ce modeéle présente des
altérations du cycle éveil/sommeil.

L'analyse du sommeil montre qu’a 4 mois post-injection il y a une diminution du temps totale
passé éveillé qui va de pair avec une augmentation du temps total passé en sommeil NREM.
On retrouve les mémes tendances a 6 mois, la perte de significativité était certainement due a
réduction du nombre d’animaux a cause de la perte de la qualité du signal.

De méme, on observe une augmentation de la durée moyenne des épisodes et du nombre
d’épisodes de sommeil NREM en phase active. On observe enfin une augmentation du temps total
passé en sommeil REM sur 24h et une augmentation de la durée moyenne de ces épisodes en phase

active.
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On peut donc conclure que le modéle LB présente des altérations des cycles éveil/sommeil
comparé aux souris controle.

En ce qui concerne 'AMS, le modele retenu est le modeéle PLP-syn. Ce modele est basé sur la
surexpression de I'a-syn humaine sous le contréle d’'un promoteur oligodendroglial, a savoir le PLP.
Parmi les modeles existants, ce modeéle est celui qui mime au mieux I’AMS. |l présente une lésion au
niveau de la substance noire qui est significative a I’age de 6 mois, des troubles moteurs a 1 an qui sont
déja légerement détectable a 10mois, ainsi que des troubles du systéme végétatif notamment des
troubles respiratoires. De plus ce modeéle était |a aussi disponible au laboratoire ou il faisait déja I'objet
de projets de recherche.

Malgré une pathologique clairement établie au niveau histologique, le modele PLP de 'AMS ne
présente pas d’altération significative du cycle éveil/sommeil a I’adge de 9 mois. Ces résultats sont en
accord avec des travaux réalisés précédemment sur ce modéle>®. De plus, comme I'objectif final est
de pouvoir agir pendant la période de temps entre le développement des altérations du sommeil et le
début des troubles moteurs et que les souris PLP-syn présentent déja de légers troubles moteurs a 10
mois, ce modeéle ne semble pas étre adapté a notre étude.

Enfin, compte tenu du réle du sommeil démontrée dans I'élimination de protéine telle que
I’'amyloide [3%%, nous nous sommes demandé si le sommeil pouvait avoir un impact sur I’élimination de
I'a-syn. Pour cela une expérience de microdialyse a été réalisée sur des souris LB en condition de
sommeil normal ou de privation de sommeil qui a pour effet d’augmenter le sommeil durant les heures
suivants la fin de cette privation. |l serait donc logique de penser que I’élimination de I'a-syn est plus
importante lors du sommeil induit. Compte tenu de probleme divers, il n’est pas possible de conclure
de fagon précise sur les résultats apportés, mais il semble qu’une tendance a ce que I'élimination de
I'a-syn soit plus importante chez les souris controle aprés la privation de sommeil. Cette méme
tendance n’est pas retrouvée dans le modeéle LB, ce qui pourrait indiquer qu’il y a déja un défaut

d’élimination a un stade aussi précoce du développement de la maladie.

1l. Limitations

Une des limitations techniques rencontrées durant cette these est le fait qu’il n’y avait que
3 systemes d’enregistrement qu’il fallait partager avec les autres étudiants dont les projets portaient
sur le sommeil. De plus, comme il s’agit de projets s’étalant sur plusieurs mois, la perte de la qualité
du signal au cours du temps a été un probléme pour garder un nombre correct de souris par groupe
tout au long des expériences. L’installation de caméra aurait certainement été un plus pour déterminer

I'architecture lorsqu’un doute persistait sur une phase. De méme, cela aurait été utile pour déterminer
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la présence d’un trouble moteur durant le sommeil paradoxal qu’il est autrement plus difficile a
identifier.

Concernant les résultats présentés pour les souris PLP-syn, ils sont issus de deux sessions
d’enregistrement. Au cours de la premiere session d’enregistrement (groupe controle n=7, groupe
PLP-syn n=4 (initialement n=6)), il y a eu tres rapidement une perte de la qualité du signal et peu de
souris ont pu étre enregistrée au-dela de 8 mois. Une deuxieme session (groupe contréle n=6 ; groupe
PLP-syn n=5) a été programmé en débutant a 8 mois. En effet, la premiere session n’avait montré
aucune différence a 6 mois, mais on observait une tendance a ce que le temps total passé éveillé soit
plus important. Les enregistrements ont cependant été arrétés en raison du confinement. Une
nouvelle session a été lancé a la reprise des activités, mais encore une fois, la qualité du signal n’a pas
permis |'analyse de ce groupe.

Pour I'expérience de microdialyse, le contexte sanitaire a conduit a I'euthanasie d’un tiers des
souris, celles ayant tout juste été implantées avec le guide canule et dont le suivi ne pouvait étre assuré
a cause du confinement. De plus le protocole expérimental a di étre adapté lors de la reprise des
activités compte tenu de la plage horaire restreinte. La privation de sommeil devait étre initialement
de 6h, et la période de préléevement devait également étre de 6h. Enfin, le manque d’expérience pour
réaliser la microdialyse devait étre pallié par I'assistance de personnes plus expérimentées mais la
restriction du personnel ne I'a pas permis.

Enfin, il faut noter que I'utilisation de modele rongeurs a aussi ses limites pour I'étude du sommeil
compte tenu des différences avec le sommeil humain, dont la plus importante est le modele de
sommeil polyphasique chez la souris. Il ne faut donc pas s’attendre a retrouver exactement les mémes
altérations que chez 'Homme, mais bien limiter I'utilisation du modéle animal a la compréhension des

mécanismes liant le développement de la pathologie et les altérations des cycles éveil/sommeil
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In Parkinson’s disease, synucleinopathy is hypothesized to spread from the enteric nervous system, via the vagus
Lewy body nerve, to the central nervous system. Recent evidences collected in non-human primates challenge however the
“'Synf‘d_em hypothesis of a transmission of a-synuclein (a-syn) pathology through the vagus nerve. Would the hypothesis
gz:;‘;;g:; whereby the bloodstream acts as a route for long-distance transmission of pathological a-syn hold true, an inter-

individual transmission of synucleinopathy could occur via blood contact. Here, we used a parabiosis approach
to join the circulatory systems of wild type and GFP transgenic C57BL/6 J mice, for which one of the partners
parabiont received a stereotaxic intranigral injection of patient-derived a-syn aggregates. While the Lewy Body-
receiving mice exhibited a loss of dopamine neurons and an increase in nigral S129 phosphorylated a-syn
immunoreactivity, their parabiotic bloodstream-sharing partners did not show any trend for a lesion or change in
S$129 phosphorylated-a-syn levels. Altogether, our study suggests that, in the patient-derived a-synuclein
aggregates-injected mouse model and within the selected time frame, the disease is not “transmitted” through the

Animal model

bloodstream.

1. Introduction

The seminal work of Braak and colleagues suggesting that Lewy body
(LB) pathology follows a predictable pattern of progression within the
brain in Parkinson’s disease (PD) (Braak et al., 2003) as well as the ‘host-
to-graft’ observation (Kordower et al., 2008; Li et al., 2008; Mendez
et al., 2008) led to the development of experimental models based on
injection with a-synuclein (a-syn — the main protein component of LB)
assemblies (Dehay et al., 2016; Luk et al., 2012; Peelaerts et al., 2015;
Volpicelli-Daley et al., 2014). These experimental models suggest that
a-syn, in pathological conformations such as the one found in LBs, ini-
tiates a cascade of events leading to dopaminergic neuron degeneration
as well as cell-to-cell propagation of a-syn pathology through a self-
templating mechanism (Arotcarena et al., 2020; Bourdenx et al., 2020;

Soria et al., 2020).

Interestingly, patient-derived a-syn aggregates were able to induce
nigrostriatal lesions and enteric nervous system pathology after either
enteric or striatal injection in non-human primates (Arotcarena et al.,
2020) supporting a gut-to-brain propagation but also a brain-to-gut
route of transmission. o-Syn pathological lesions were however not
found in the vagal nerve in any of the non-human primates (Arotcarena
et al., 2020) therefore questioning the hypothesis of a transmission of
a-syn pathology through the vagus nerve and the dorsal motor nucleus
of the vagus.

Instead, the study suggested a possible systemic mechanism in which
the bloodstream would act as a route for long-distance bidirectional
transmission of pathological a-syn (Arotcarena et al., 2020). Would this
hypothesis hold true, an inter-individual transmission of

Abbreviations: DAB, 3,3’-Diaminobenzidin; ELISA, Enzyme linked immunosorbent assay; FACS, Fluorescence activated cell sorting; GFP, Green fluorescence
protein; LB, Lewy body; OD, Optical density; PBS, Phosphate buffer saline; PD, Parkinson’s disease; PFA, Paraformaldehyde; SN, Substantia nigra; TH, Tyrosine

hydroxylase; WT, Wild type.
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synucleinopathy could occur via blood contact? In order to test this
hypothesis, we used a parabiosis approach to join the circulatory sys-
tems of wild type and GFP transgenic C57BL/6 J mice, for which one of
the parabiont received a stereotactic intranigral injection of patient-
derived o-syn aggregates, later subjected to an anatomo-pathological
analysis.

2. Methods and materials
2.1. Animals

Male wild-type C57BL/6 J (WT) and C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/
J (GFP) transgenic mice (Charles Rivers, Beijing, China) were habituated
to the animal facility for two weeks prior starting the experiments. Mice
to be paired by parabiosis were placed together in a cage for an addi-
tional two weeks before stereotactic injection and parabiosis surgery to
allow the mice to adapt to each other. All the animals were kept under
standard housing conditions (22-25 °C with a 12 h/12 h light/dark
cycle) and received standard food and tap water ad libitum. The study
was approved by the ethical committee for the use of experimental an-
imals of the Institute of Laboratory Animal Sciences (license number:
QC18001).

2.2. Experimental design

The experimental design is depicted in Fig. 1. Pairs of WT and GFP
mice were housed together for 2 weeks before one member of the pair
undergoes a stereotactic unilateral intranigral administration. Immedi-
ately after the stereotactic surgery, the injected-mouse was associated
via a parabiosis surgery to its paired partner (that received no stereo-
tactic injection). Four months after surgeries, serum samples were first
collected for measuring the levels of a-syn content by ELISA. No samples
were excluded from analysis in this study. The parabionts were then
euthanized (100 mg/kg i.p. of sodium pentobarbital) and intracardially
perfused with 0.9% saline followed by ice-cold freshly prepared 4%
paraformaldehyde (PFA). Their brains were then postfixed for 3 days in
10 ml of 4% PFA at 4 °C, cryoprotected in gradient 20% sucrose in
phosphate buffer saline (PBS) before being frozen by immersion in a cold
isopentane bath (—55 °C) for at least 2 min, and stored immediately at
—80 °C until sectioning for immunohistochemical analysis.

Parabionts

WT/WT (or GFP)
J

TH immunostaining

4 months . o
> 5 a-synuclein immunostaining
(total, phosphorylated)
o synuclein quantification
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2.3. LB extraction and characterization

LB fractions were purified from fresh frozen post-mortem samples of
sporadic PD-patients (Netherlands Brain Bank) by a sucrose step
gradient and sonicated for 5 min prior to in vivo inoculation to disrupt
a-synuclein aggregates into oligomeric and fibrillary fragments (Reca-
sens et al., 2014) (Fig. 3A) as previously described (Arotcarena et al.,
2020; Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al., 2020; Recasens
et al., 2014; Soria et al., 2020). Briefly, Tissue was homogenized in 9 vol
(wt/vol) ice-cold MSE buffer (10 mM MOPS/KOH, pH 7.4, 1 M sucrose,
1 mM ethylene glycol tetraacetic acid, and 1 mM ethyl-
enediaminetetraacetic acid) with protease inhibitor cocktail (Complete
Mini; Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) with 12 strokes of a
motor-driven glass/Teflon homogenizer. For LB purification, a sucrose
step gradient was prepared by overlaying 2.2 M with 1.4 M and finally
with 1.2 M sucrose in volume ratios of 3.5:8:8 (vol/vol). The homoge-
nate was layered on the gradient and centrifuged at 160,000g for 3 h
using a SW32.1 rotor (Beckman Coulter, Fullerton, CA). LB-containing
fractions were at the 1.4/2.2 M interface (Fig. 2A). Twenty fractions
of 500 pul were collected from each gradient from top (fraction 1) to
bottom (fraction 20), and analyzed for the presence of a-syn aggregates
by filter retardation assay using the anti-human a-syn antibody (clone
syn211, Thermo Scientific, MS1572, 1:1000), as previously described
(Arotcarena et al., 2020; Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al.,
2020; Recasens et al., 2014; Soria et al., 2020). Insoluble a-syn aggre-
gates were found in the fraction 15 (Fig. 2B) that was thus selected for
the stereotactic intranigral injections.

2.4. Surgical procedures

Fifteen male 8-weeks-old mice (Charles River) were unilaterally
injected with 2 pl of either LB fractions containing aggregated a-syn, or
vehicle control in the substantia nigra (SN) of the right hemisphere as
previously described (Arotcarena et al., 2020; Bengoa-Vergniory et al.,
2020; Bourdenx et al., 2020; Recasens et al., 2014; Soria et al., 2020).
Briefly, intranigral inoculations were achieved by stereotactic surgery
(coordinates from bregma: —2.9 mm anteroposterior, —1.3 lateral, and
— 4.5 dorsoventral) under deep isoflurane anesthesia at a flow rate of
0.4 pl/min with a 30-gauge Hamilton syringe coupled to a microinjec-
tion pump (World Precision Instruments). After the injection, the needle
was left in place for 5 min before being slowly withdrawn from the brain.

Parabiosis surgery was performed under aseptic conditions

SN ———> Stereological cell count

Striatum —> Optical densitometry

—>SN —> % oflabeled area

—> Serum —> ELISA

(total)

/Vehicle injection in the SN /Lewy bodies injection in the SN

Fig. 1. Design of the experiment. Pairs of parabiotic mice (WT/WT or WT/GFP) were constituted of which the right member received into the right substantia nigra
pars compacta (SNpc) either sucrose (blue mouse) (n = 4; wild-type — WT)) or LB containing fractions (red mouse) (n = 21; WT or GFP). The left members of the
parabiotic pairs received no injections. Four months later, mice were euthanised. Brains were processed for immunohistochemistry analysis including tyrosine
hydroxylase (TH) of the SNpc (stereology) and striatum (densitometry), as well as endogenous a-synuclein, and phosphorylated a-synuclein (densitometry). Total

levels of a-synuclein in the serum were also measured by ELISA assay.



X Yuetal

E.B. injected

Neurobiology of Disease 150 (2021) 105255

Control

24h
® 20+
WT mouse of 2
WT mouse GFP mouse a parabiotic couple Q0 °
i o & 154 "
10 10 1051 6 8 o"
3o . €
< <t <4 Sl 1] o .
o GFP ¢} GFP o GFP . 0
= E = Time S
[ [ [ 9 & —.%
10 10 ¢ er = nf
T 97 ° um
0 A O AT AT .37 0 dE ®
3 ; n"
104 10% 1 °
T T T T T T T T T T T T T T T o T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A FSC-A WT mouse GFP mouse

Fig. 2. Assessment of the efficacy of the parabiosis surgery. (A) After parabiosis procedure, the right mouse received a retro-orbital injection of evans blue (E.B.)
to test the surgical connection between the two mice, as evidenced by a blue coloration of its paws and muzzle in case of success. The coloration on the left
(parabiotic) mouse was evaluated 24 h and 120 h after the evans blue (E.B.) injection and compared with a non-injected control mouse (far left). (B) Flow cytometry
analysis of blood sample collected from a WT mouse, a GFP mouse and a WT parabiotic partner one month following surgical joining. (C) Quantification of GFP

containing-positive cells in WT and GFP parabiotic partner (n = 13).

according to previously published protocols (Kamran et al., 2013).
Briefly, mice were anesthetized by 1% sodium pentobarbital (80 mg/kg
i.p.) in the presence of 0.4 mg/ml meloxicam (2 mg/kg s.c.) and main-
tained on heating pads during the procedure and recovery to prevent
loss of body heat. Mirror-image incisions at the flanks of parabiotic pairs
were made through the skin and the muscle layer and peritoneum join in
the ventral midline. Elbow and knee joints from each parabiont were
bound together using 3-0 silk sutures, while the skin was attached using
5-0 coated vicryl sutures (Duyverman et al., 2012; Hashimoto et al.,
2013; Kamran et al., 2013). Mice received analgesic/anti-inflammatory
treatment (Meloxicam 2 mg/kg) for a week. Mice were monitored daily
to ensure good overall health and recovery.

2.5. Validation of the parabiosis procedure

Evans Blue injection: 8 pairs of mice were used for monitoring the
effectiveness of parabiosis, i.e. a shared blood circulation. Mice were
rapidly anesthetized by isoflurane (2%). The right mouse of each para-
biont received 0.2 ml of 1% Evans Blue in saline through retro-orbital
administration. The colour of the skin of the parabionts was then
observed up to 120 h post injection (Fig. 2A).

Flow cytometric analysis of blood samples from the parabionts: At
time of euthanasia, blood was collected in the two mice of each para-
biont in 1.5 ml centrifuge tube which contained 50 pl 1% heparin so-
dium. 1 x 10% cells of each sample was processed through FACS Aria I
(Becton Dickinson) at excitation wavelength 525 nm as previously
described (Bai et al., 2016). Blood of non-surgery WT and GFP mice was
respectively used as negative and positive control of GFP cells.

2.6. Histopathological procedure

50-pm thick cryostat coronal sections of the entire striatum and
midbrain were collected for histological analysis. Inmunohistochem-
istry was performed for each animal on striatal (STR) and substantia
nigra (SN) sections, as previously described (Arotcarena et al., 2019;
Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al., 2020). Briefly, 3
consecutive sections of the striatum and 5 serial midbrain sections (1 of
4) spanning the entire rostro-caudal SN were selected to incubate
overnight at room temperature with primary antibodies for tyrosine
hydroxylase (TH) (1,5.000 clone EP1532Y, ab137869 Abcam), total
a-synuclein (1,10.000 clone D37A6, Cell Signalling) or phosphorylated
a-syn at Ser129 (15,000 clone EP1536Y, ab51253 Abcam). Immuno-
reactions were revealed by an anti-species dependent peroxidase
EnVision™ system (DAKO) followed by 3,3'-diaminobenzidin (DAB)
visualization. For the a-syn immunostainings, all sections were specif-
ically identified and incubated in the same well to allow direct com-
parison of immunostaining intensity. After immunostaining, sections
were mounted on gelatinised slides, air dried, counterstained with 0.1%
cresyl violet solution if needed, dehydrated, and cover-slipped.

3. Histopathological analysis
3.1. Extent of lesion

TH staining in the striatum was quantified by optical density (OD) as
previously described (Arotcarena et al., 2019). Sections were scanned in
an Epson expression 10000XL high-resolution scanner, and images were
analyzed in ImageJ open source software. For SN TH positive cell
counts, 5 sections of the rostro-caudal SN were used per animal. TH-
positive SN cells were counted by stereology, using a Leica DM-6000B
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microscope coupled with the Mercator Pro software (Explora Nova) by
experimenter blind with sample group. The SN was delineated for each
section, and probes for stereological counting were applied to the map
obtained (probe size was 50 x 40 spaced by 150x120pm). Only TH-
positive cells with its nucleus included in the probe or crossing the
green line of the probe were counted. The total number of TH-positive
cells within the whole nigra was estimated using the optical fraction-
ator method.

3.2. a-Synuclein pathology

For the a-syn immunostaining, high-resolution whole colour slide
images were first acquired with the 3DHistech Pannoramic Scanner at
the 20 x magnification, with 5 layers in extended mode. Each image was
opened in the off-line Mercator Pro software (Explora Nova), and the
mapping of all regions of interest was made. Then the threshold surface
analysis was conducted to quantify antibody-based staining in the re-
gion of interest as previously described (Arotcarena et al., 2019). Briefly,
brightness and contrast rules were applied to the RGB pictures to opti-
mize details. The colour thresholding tool was then used to select the
threshold corresponding specifically to the brown colour revealed by the
DAB staining. In each region, the software extracted the surface corre-
sponding to the threshold defined. The o-syn extent was finally
expressed by a surface ratio between the whole SN surface and the
threshold staining detection.

3.3. Measurement of a-synuclein in mouse serum

Serum was collected after centrifugation for approximately 20 min at
1000 xg (or 3000 rpm) within 30 min after collection. The supernatants
were collected carefully.

All samples have been stored nominally at —80 °C prior to analysis.
Total serum a-synuclein concentrations were determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) based on alpha-synuclein capture
antibody and mouse alpha-synuclein antibody detection according to
the manufacturer’s protocol (CliniSciences, ref. MBS006917-96). Sam-
ples were analyzed in triplicate in blinded experiments. The optical
density of the samples was determined at 450 nm with a iMark micro-
plate reader (Biorad) and results were expressed as pg/pl a-synuclein in
serum.

3.4. Statistics

Statistical analyses were performed in GraphPad Prism 8.0 software.
Since the study was exploratory, it was powered according to initial
investigations. The extent of LB-induced degeneration was however
such that far more animals would have been needed for applying two-
way ANOVAs (treatment and hemisphere as variables). After comple-
tion of this pilot experiments, studies involving twice the number of
animals must be performed for authorizing the use of two-way ANOVA.
Normal populations were therefore analyzed by unpaired two-tailed t-
test (paired for contralateral vs ipsilateral comparisons). For all statis-
tical tests, the level of significance was set to P < 0.05. Discrete data are
represented as mean + SEM unless specified otherwise.

4. Results
4.1. Parabiont partners effectively shared their blood circulation

To investigate the blood flow as a route for propagation in experi-
mental synucleinopathy, we employed a unique experimental paradigm
combining both LB injections and parabiosis surgery depicted in Fig. 1.
The effectiveness of parabiosis was first tested by a retro-orbital injec-
tion of Evans Blue 4 weeks after the surgery in one member of each
parabiont. Both paws and muzzle of the Evans Blue-injected mice turned
blue within 5 min. Uninjected paired parabiotic mice showed blue

Neurobiology of Disease 150 (2021) 105255

coloration all over their body after 24 h and were still blueish 120 h after
the injections (Fig. 2A) suggesting that circulation was actually shared
by the two mice.

To further ground the establishment of a shared circulation in the
parabionts, we used the C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/J transgenic
mice that express enhanced Green Fluorescent Protein (GFP) under the
direction of the human ubiquitin C promoter in all tissues examined,
including leukocytes, making them a useful tool in studies related to in
vivo tracking of leukocytes (Schaefer et al., 2001) (Fig. 2B). Therefore,
we analyzed by flow cytometry the presence of GFP-positive leukocytes
in blood samples of the WT parabiont partner, as a readout indicating
that the blood circulations of the two animals are shared (Fig. 2B-C).
With 7.8% of GFP-positive cells in the blood stream, the GFP mice
exhibit levels consistent with previous studies (Faltusova et al., 2018).
Since the parabiotic WT mice exhibited 6.9% of GFP-positive circulating
cells, i.e. at a level fully comparable to the GFP mice (Fig. 2C), this
experiment confirmed that the parabiosis procedure was successful and
the blood circulation actually shared by the two animals.

4.2. Lewy bodies-injected mice display characteristic lesion

We then used unilateral injection of LB fractions derived from PD
patients (Fig. 3A) into the SN of adult mice to model a-syn-induced
dopaminergic neuronal loss. Four months after administration, LB-
injected mice displayed, as expected, a loss of dopaminergic neurons
(Fig. 3B) and a trend to a loss of fibers (Fig. 3C) while vehicle injection
showed no dopamine neuron loss and no striatal dopaminergic terminal
loss (Supplementary Fig. S1A-B). This result confirms previously re-
ported toxicity of other SNpc-derived LB fractions, validating the
toxicity of the preparation. Total endogenous a-syn expectedly remained
stably expressed in LB-injected mice and their parabionts (Fig. 3D) but in
the vehicle-injected mice (Supplementary Fig. S1C). Such nigral dopa-
minergic degeneration was however accompanied by an increase in
nigral S129 phosphorylated-a-syn in LB-injected mice (Fig. 3E) in
contrast to vehicle-treated mice (Supplementary Fig. S1D). These his-
topathological features were consistent with the rates extensively re-
ported (Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al., 2020; Recasens
et al., 2014; Soria et al., 2020).

4.3. Uninjected parabiont mice are unaffected

The brains of the uninjected parabiont were investigated in the same
manner and compared to the LB-injected parabiont as well as to the
vehicle-treated mice and their parabionts. The uninjected parabiont
mice neither showed a loss of nigral TH-positive neurons and a striatal
dopaminergic terminal loss (Fig. 3B-C). No overt changes in a-syn-
related histopathological markers (Fig. 3D-E) were observed. Interest-
ingly, and at odds with the primate data (Arotcarena et al., 2020), a-syn
serum levels were not different between vehicle or LB-injected mice or
their parabionts (Fig. 3F and Supplementary Fig. 1E). In addition, we
checked that a-syn serum levels are not different between vehicle-
injected controls (n = 3) and LB-injected mice (n = 5) in a non-
parabiont experimental design (p = 0.8015). Altogether, suggesting
that, in this species and within a four-month timeframe, the blood flow
does not convey pathological information.

5. Discussion

Here, we show that, while the LB-receiving mice exhibited a loss of
dopamine neurons and an increase in nigral S129 phosphorylated a-syn
immunoreactivity, their parabiotic bloodstream-sharing partners did
not show any trend for a lesion or changes in phosphorylated-o-syn
level.

To investigate the possibility of a blood circulation-based propaga-
tion of pathology, we employed a unique paradigm of a-syn-induced
dopaminergic neuronal loss by unilateral inoculation of LB fractions
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Fig. 3. Nigrostriatal neurodegeneration and a-synuclein pathology in Lewy bodies (LB)-injected mice and their parabiotic partners. (A) Purification of LB
from cingulate gyrus from Parkinson’s disease brains displayed by (top) a schematic representation of the sucrose gradient fractionation procedure used to purify LB-
containing fractions from freshly frozen post-mortem brain tissue of sporadic PD patients. and (bottom) a representative image of filter retardation assay probed with
a human specific a-synuclein antibody to assess the presence of insoluble a-synuclein aggregates in the different fractions obtained from cingulate gyrus from
sporadic PD patients. Red rectangle indicates LB-containing fraction selected for injections. (B) Representative pictures (top) and quantification (bottom) of tyrosine
hydroxylase (TH)-positive SN neurons (brown; Nissl staining in purple) in LB-injected mice (n = 11) and parabiotic partners (n = 11) at 4 months after injections.
Scale bar, 500 pm. (C) Representative photomicrographs (top) of TH-immunostained striatum and optical densitometry analysis (bottom) of striatal TH immuno-
reactivity from LB-injected mice (n = 11) and parabiotic partners (n = 11) at 4 months after injection. Scale bar, 500 um. Representative nigral sections (top) and
analysis (bottom) of (D) endogenous a-synuclein and (E) S129 phosphorylated a-synuclein immunostaining in LB-injected mice (n = 11) and parabiotic partners (n =
11). (F) Scatter-plot of endogenous a-synuclein concentration in the serum of LB-injected (n = 11) and parabiotic partners (n = 11) measured by ELISA. Comparisons

were made using unpaired t-test. *p < 0.05 and **p < 0.0001 compared to non-injected hemisphere or parabiotic partners.
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derived from PD patients into the SN of adult wild-type mice (Arotcar-
ena et al., 2020; Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al., 2020;
Recasens et al., 2014; Soria et al., 2020). Histopathological features in
the LB injected mice were coherent with what has been previously
described in this model (Arotcarena et al., 2020; Bengoa-Vergniory
et al., 2020; Bourdenx et al., 2020; Recasens et al., 2014; Soria et al.,
2020) within a comparable time frame, i.e. 4 months post-injection.
Since we have shown that 17 months survival did not lead to a dra-
matic enhancement of nigral cell loss (Recasens et al., 2014), we opted
for a 4 months survival time, i.e. for the time during which pathology
occurs the most. Neuronal cell loss and a-syn pathology remained uni-
lateral in the present study as in previous studies (Arotcarena et al.,
2020; Bourdenx et al., 2020; Recasens et al., 2014; Soria et al., 2020)
suggested that a-syn-induced pathology propagation was limited to the
injected hemisphere.

Given that the blood flow may act as a vehicle for inter-individual
contamination or long-distance spreading (Arotcarena et al., 2020;
Lohmann et al., 2019), we postulated that blood could enhance patho-
logical processes. Such possibility was investigated through the para-
biosis procedure, an experimental paradigm often used to study systemic
or circulatory factors between individuals (Conboy et al., 2013; Eggel
and Wyss-Coray, 2014; Villeda et al., 2014). Parabionts that are
considered as equal partners instead of simple hosts and donors have
been often used in haematology (Beura et al., 2018; Dick et al., 2019),
aging (Ludwig and Elashoff, 1972; Morrison et al., 2019; Villeda et al.,
2014), endocrinology (Coleman and Hummel, 1969; Weitze, 1945) as
well as in stem cell biology (Sherwood et al., 2004; Wagers et al., 2002)
and more recently in Huntington’s disease neuropathology (Rieux et al.,
2020). Time being the essence, the exact experimental schedule should
be assessed as a limiting factor. Indeed, the parabiosis procedure is
considered to result in a joined circulation after 4 weeks, while LB ste-
reotactic injection took place in the present study on the very same day
of the parabiosis surgery. We might thus have missed the possibility of
pathological changes in endogenous a-syn or its effects during the first
month after LB injection.

The present study was prompted by the observation that patient-
derived a-syn aggregates were able to induce nigrostriatal lesions and
enteric nervous system pathology after either enteric or striatal injection
in non-human primates (Arotcarena et al., 2020) with concomitant in-
crease in serum synuclein levels while dorsal nucleus of vagus nerve was
lacking synuclein pathology suggesting a possible systemic mechanism
in which the bloodstream would act as a route for long-distance bidi-
rectional transmission of pathological a-syn (Arotcarena et al., 2020).
The measurements were assessed in blood samples in non-human pri-
mates 2 years after the administration of patient-derived a-syn aggre-
gates demonstrate that sustained circulatory pathological rise in
synuclein levels occurs in primates while the present results show that,
after 4 months, LB-receiving mice do not exhibit such an increase.
Through seemingly different in duration, one shall consider that 4
months corresponds to 16% of mouse life expectancy life while 24
months represents 6% of baboon life span (Arotcarena et al., 2020).

A further limitation of the study is the lack of rise in plasma a-syn
levels in both the parabiotic and non-parabiotic LB mice at odds with the
NHP study. Various mechanisms might be at work as hypothesized by
many(Lashuel et al., 2013; Mollenhauer et al., 2017; Soria et al., 2017),
but inter-individual contamination, if any, could occur through the
release of a-syn-positive extracellular vesicles, including exosomes and
ectosomes, by neurons after LB exposure. While far less clear for a-syn-
positive neuronal exosomes, recent studies have suggested a possible
role in Multiple System Atrophy for a-syn-positive oligodendroglial
exosomes (Bassil et al., 2017; Soria et al., 2017; Yu et al., 2020). Com-
parable parabiotic studies should thus be conducted with glial cytopla-
mic inclusions, the pathological hallmark of Multiple System Atrophy,
instead of LBs. Finally, as the study deals exclusively with intracerebral
LB administration, the present data do not rule out the possibility that
a-syn aggregates formed in the enteric nervous system may spread to the
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brain via the bloodstream in the parabiotic mice. This would deserve
specific investigation.

An experimental factor that should not be overlooked is the actual
doses of patient-derived a-syn aggregates or of recombinant a-syn pre-
formed fibrils that are administered to experimental animals. Patient-
derived a-syn aggregates were initially used with the premises that
they contain toxic a-syn species although they are likely to contain other
non-pathological constituents trapped in the inclusions (Bourdenx et al.,
2020; Recasens et al., 2014). As a result, nigrostriatal degeneration and
synucleinopathy in mice and non-human primates were obtained after
administration of ~10 to 20 pg in mice and ~ 24 pg in NHP (Arotcarena
et al.,, 2020; Bengoa-Vergniory et al., 2020; Bourdenx et al., 2020;
Recasens et al., 2014; Soria et al., 2020). In most studies using either
transgenic animals or synthetic a-syn preformed fibrils, pathology is
induced after injection of 5 to 50 pg of recombinant a-syn preformed
fibrils (Lohmann et al., 2019; Luk et al., 2012; Peelaerts et al., 2015;
Volpicelli-Daley et al., 2014). Recent studies have suggested that sys-
temic, i.e. oral and intravenous, exposure to 50 to 500 pg of recombinant
a-syn preformed fibrils accelerated the development of a-synuclein pa-
thology in TgM83"/~ mice (Lohmann et al., 2019). Such massive doses
(10° times more than the patient-derived a-syn aggregates) adminis-
tered to a-syn-overexpressing animals are likely to elicit phenomena of
rare or no likelihood of occurrence in wild-type animals, and hence in
human beings.

Currently, patients with neurodegenerative disorders, at the excep-
tion of patients suffering from prion diseases (Lauwers et al., 2020), are
not excluded from blood or organ donation but given the accumulating
evidence that many pathological proteins associated with neurodegen-
erative diseases are capable of spreading and causing pathological
changes (Jucker and Walker, 2013; Soto, 2012), it is important to un-
derstand if there is a risk associated with these procedures. In the context
of PD, the required four-month period of continuous blood infusion used
in this study makes any clinical risk of transmitting disease by blood
transfusion very low. These findings are in line with previous reports
examining the risk of developing Alzheimer’s disease in individuals that
have received blood transfusion from patients diagnosed with this dis-
ease (Edgren et al., 2016). On the contrary, in the specific case of prion
diseases, human-to-human transmission of amyloid probably acquired
from blood transfusion has been reported in rare cases (Urwin et al.,
2016). Moreover, epidemiological studies ruled out the risk of “trans-
mission” of neurodegenerative disorders through blood transfusion or
organ transplantation (Lyon, 2017). There was also no risk association
between subjects who received blood from affected donors and those
who received blood from healthy donors (Edgren et al., 2016). These
studies highlight the striking difference in infectiosity between prion
diseases mediated by PrPsc and the synucleopathies mediated by a-syn.
While the prion nature of a-syn is now demonstrated (De Giorgi et al.,
2020), one may hypothesize that either it is less infectious or lesser
quantities can actually be found in body fluids or peripheral organs.
Altogether, these epidemiological evidences associated to our experi-
mental data suggest that full-blown disease would still be extremely
unlikely, in comparison to prion aggregates, as toxicity of patient-
derived a-syn aggregates in the parabiosis model was absent.

Altogether, our study suggests that, in the patient-derived o-synu-
clein aggregates-injected mouse model and within the selected time
frame, the disease is not “transmitted” through the bloodstream.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
0rg/10.1016/§.nbd.2021.105255.
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Titre : Etude des altérations des cycles éveil/sommeil dans des modéles murins de la maladie de Parkinson et de
I'atrophie multisystématisée

Résumé : La maladie de Parkinson (MP) et I'atrophie multisystématisée (AMS) sont des synucléinopathies
caractérisées par la perte des neurones dopaminergiques (DA) dans la substance noire pars compacta (SNpc) et
par la présence d’inclusions cytoplasmiques, appelés corps de Lewy (LB) et inclusions cytoplasmiques gliales (GCl)
respectivement et constitués notamment d’alpha-synucléine (a-syn) mal conformée. En plus des troubles
moteurs, les patients MP et AMS présentent de nombreux symptomes non-moteurs dont les altérations des
cycles éveil/sommeil qui peuvent apparaitre de maniére précoce et qui sont méme considérées comme prédictifs
du développement de synucléinopathies. Le but de ma these est donc d’étudier le possible lien entre la
progression de la neurodégénérescence, la progression de la pathologie liée a I'a-syn et I'apparition d’altérations
des cycles éveil/sommeil dans des modeéles murins de la maladie de de Parkinson et de I'atrophie
multisystématisée. Le travail réalisé est particulierement pertinent car comprendre si les altérations des cycles
éveil/sommeil peuvent servir au niveau expérimental de marqueur de la progression de la pathologie pourrait
permettre une détection précoce et amener a de nouvelles stratégies thérapeutiques pour ralentir sa
progression.

Mots clés : sommeil ; modélisation animale, synucléine, pathologies humaines

Title: Study of sleep/wake alterations in mouse model of Parkinson’s disease and Multiple system atrophy
Abstract: Parkinson’s disease (PD) and Multiple System Atrophy are both synucleinopathies. These diseases are
characterized by the loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta (SNpc) and the presence
of cytoplasmic inclusions. These inclusions are named Lewy Bodies (LB) in PD and glial cytoplasmic inclusions
(GCI) in MSA and contain notably misfolded alpha-synuclein (a-syn). In addition to movement disorders, PD and
MSA patients exhibit a myriad of non-motor symptoms including sleep/wake alterations that may occur early in
the course of the diseases and that are even considered as predictors of synucleinopathies. The aim of my thesis
is thus to investigate the likelihood of a relationship between the progression of neurodegeneration, the
progression of the a-syn pathology, and the occurrence of sleep/wake issues in mouse model of Parkinson’s
disease and Multiple system atrophy.This work is of particular relevance as understanding if sleep disorders may
serve experimentally as a surrogate marker of neurodegeneration or pathology progression could provide an
early way detection and lead to new therapeutic strategies to slow down its progression.

Keywords: sleep; animal modeling; synuclein; human pathology
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