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RESUME

Mon travail de thése porte sur I'’étude des troubles du contréle des impulsions (TCl)
induits apres la prise de traitement aux agonistes dopaminergiques dans le cadre de la maladie
de Parkinson (MP). Cette stratégie pharmacologique permet une restauration des déficits
moteurs de la MP mais engendre ces effets secondaires aprés quelques mois a quelques
années de traitements. Les études que j'ai menées avaient pour but d’explorer I'impact d’une
dégénérescence dopaminergique de la voie nigrostriée et d’un traitement chronique au
pramipexole (agoniste dopaminergique D3/D2) sur différents comportements. De ce fait, le
premier axe de ma these est focalisé sur I’étude de la flexibilité cognitive dans un modele de
rat de MP. J’ai ainsi mis en évidence une susceptibilité individuelle quant a I'effet délétére de
la dégénérescence dopaminergique et du pramipexole sur cette fonction exécutive, les
animaux caractérisés comme flexibles étant les plus impactés. D’autre part, il n’existe pas de
modele de TCl courant, reproductible et facile a mettre en place. Le second axe de mon travail
a donc été d’en générer un en se basant sur différents tests comportementaux, spontané
('amassement de nourriture) ou opérant (le Post-Training Signal Attenuation ou PTSA). Nous
n’avons pas mis en évidence d’impact cumulé de la dégénérescence dopaminergique et du
traitement chronique au pramipexole dans le test d’amassement de nourriture. En revanche,
une augmentation de l'interaction avec la nourriture est induite par le traitement, chez les
individus controles et lésés. Le test opérant de PTSA s’est révélé plus discriminant.
Effectivement, les animaux dénervés dans la voie nigrostriatale et sous traitement chronique
au pramipexole sont ceux qui réalisent le plus d’essais non complétés dans la phase
d’extinction du signal bien que cet effet soit modeste. Par la suite, I'implication du cortex

orbitofrontal dans les fonctions exécutives et son désengagement aprés dénervation




nigrostriatale et traitement au pramipexole nous a amené a étudier la boucle associative dans
la voie cortex orbitofrontal vers le striatum dorsomédian. Des travaux antérieurs sur les
boucles motrices ont mis en évidence des déficits de plasticité synaptique dans le cadre des
dyskinésies et nous avons cherché a faire le parallele avec de possibles altérations de la
plasticité synaptique dans les boucles associatives dans le cadre des effets secondaires non
moteurs que sont les TCI. Pour finir, ce dernier axe de ce travail s’est donc basé sur I'étude
électrophysiologique des parametres de plasticité synaptique dans la voie cortex orbitofrontal
et striatum dorsomédian. Cette étude nous a permis de mettre en évidence une inversion de
plasticité induite par la lIésion de la voie nigrostriée ainsi que par le traitement au pramipexole
tandis que la combinaison des deux ne restaure pas la plasticité synaptique normale.

Nos travaux ont donc permis de renforcer nos connaissances sur la physiopathologie
des effets secondaires non moteurs induits par le traitement au pramipexole en identifiant
des facteurs de risques individuels comme le niveau prémorbide de fonctions exécutives. En
effet, les performances prémorbides de flexibilité cognitive détermineraient I'impact de Ila
Iésion et du traitement. Cependant, ces résultats sont encore a étayer et le développement
d’'un modeéle animal reproduisant les TCl observés chez les patients reste un objectif a
atteindre. Nous avons effectivement obtenu des résultats différents sur I'étude des
comportements spontanés et opérants avec respectivement des effets du pramipexole seul
et des effets combinés de la lésion et du traitement. De plus, notre investigation
électrophysiologique a permis de mettre en évidence un impact identique de la lésion, du
pramipexole, et de la lésion combinée au traitement au pramipexole sur les boucles
associatives médiée par la voie cortex orbitofrontal / striatum dorsomédian, visualisé par un

défaut de plasticité synaptique.




ABSTRACT

My thesis project focuses on the study of impulse control disorders (ICD) induced after
treatment with dopaminergic agonists in the context of Parkinson’s disease (PD). Indeed, this
pharmacological strategy allows a restoration of motor deficits of PD but generates these side
effects after a few months to a few years of treatment. These studies investigate the impact
of dopaminergic degeneration of the nigrostriatal pathway and chronic pramipexole
treatment (dopaminergic agonist D3/D2) on different behaviours. Thus, the first axis of my
thesis project is focused on the study of cognitive flexibility in a rat model of PD and
highlighted an individual susceptibility for the deleterious effect of dopaminergic
degeneration and pramipexole on this executive function. Flexible animals are the most
impaired. In addition, there is no ICD animal model which would be common, reproducible
and easy to set up. Then, a second axis of my thesis project has been to develop a model of
ICD, based on the study of different behavioural tests, spontaneous (food hoarding) or
operant compulsive behaviour (Post Training Signal Attenuation task, PTSA). We did not find
any cumulative impact of dopaminergic degeneration and chronic pramipexole treatment in
tests based on the study of animals’ natural behaviours. In contrast, an increase of the
interaction with food pellets was induced by the pramipexole treatment, in sham and lesioned
animals. The operant behavioural PTSA test turned out to be more discriminating. Indeed, the
nigrostriatal denervation followed by a pramipexole treatment induced an increase of
uncompleted trials during the extinction phase although this effect was modest. Then, the
involvement of the orbitofrontal cortex in executive functions and its compromised
engagement after nigrostriatal denervation and treatment led us to study the associative loop

in the orbitofrontal cortex toward dorsomedian striatum pathway. Previous studies on motor




loops highlighted synaptic plasticity deficits in a context of dyskinesias after treatment of PD
and we wanted to draw a parallel with some possible alterations of synaptic plasticity on
associative loops in a context of non-motor side effects (ICD) after dopaminergic treatment.
Finally, the last axis of this project is based on the electrophysiological study of synaptic
plasticity parameters in the orbitofrontal cortex and dorsomedian striatum pathway. This
project allowed us to highlight an inversion of plasticity induced by nigrostriatal pathway
degeneration and by pramipexole treatment while the combination of the two does not
restore it.

Our studies strengthened our knowledge of the pathophysiology of pramipexole
induced ICD identifying individual risk factors such as the premorbid abilities on executive
function. In fact, the premorbid abilities in cognitive flexibility would determine the impact of
nigrostriatal lesion and pramipexole treatment. However, these results still need to be
underpinned and the development of an animal model mimicking strongly the ICD remains a
goal to reach. We have obtained different results on the study of spontaneous and operant
behaviour respectively with an impact of pramipexole treatment only and by the combination
effects of nigrostriatal lesion and pramipexole treatment. Moreover, our electrophysiological
investigation highlights a similar effect of nigrostriatal lesion, pramipexole treatment and
nigrostriatal lesion combined with pramipexole treatment on the associative loop mediated
by the orbitofrontal cortex / dorsomedian striatum pathway and visualized by a synaptic

plasticity deficit.
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GFP : Green Fluorescent Protein
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NST : Noyau Sous-Thalamique
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OFC : Cortex orbitofrontal

P : Profondeur

PFC : Cortex préfrontal

PPF : Fibrilles Préformées

PLT : Potentialisation Long Terme

PPX : Pramipexole

PTSA : Post Training Signal Attenuation
RcD : Récepteur Dopaminergique

ROS : Reactive oxygen species

SHF : Stimulation Haute Fréquence

SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor Attachment protein

REceptor

SNc/r : Substance noire pars

compacte/pars réticulée

STR : Striatum

TCI : Troubles du contréle des impulsions
TH : Tyrosine hydroxylase

TOC : Trouble Obsessionnel Compulsif
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W(CST : Winconsin Card Sorting Test

WPRE : Woodchuch Hepatitis Virus Post

Transcriptional Response Element

WT : Wild-type
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AVANT-PROPOS

La maladie de Parkinson est principalement caractérisée par la dégénérescence
dopaminergique de la voie nigrostriée associée a la présence d’agrégats protéiques d’alpha-
synucléine induisant des déficits moteurs largement décrits (rigidité, bradykinésie,
tremblements de repos et instabilité posturale) ainsi que des déficits non-moteurs, plus ou
moins précoces (Jellinger, 2017; Samii et al., 2004). Les stratégies pharmacologiques
proposées aux patients induisent des effets secondaires (i) moteurs, appelés dyskinésies,
notamment apres la prise de L-DOPA (précurseur de la dopamine) chez la quasi-totalité des
patients aprés 5 a 10 ans de traitements (Bezard et al., 2001), et (ii) non-moteurs, notamment
des troubles du contrdle des impulsions (TCl), aprés la prise d’agonistes dopaminergiques tel
que le pramipexole (PPX) chez 30% des patients (Antonini et al., 2017; Weintraub et al., 2010).
Les TCl ont un impact non négligeable sur la qualité de vie des patients et de leur entourage,
et peuvent avoir des conséquences sociales, financieres et légales importantes. lls sont
caractérisés par des addictions comportementales comme de I'hypersexualité, du jeu
pathologique, de la prise compulsive de nourriture ou des comportements stéréotypés et

répétitifs sans bénéfice notable.

La physiopathologie des TCl et les mécanismes sous-tendant leur développement
restent encore largement peu décrits bien que les traitements dopaminergiques soient
connus pour induire une stimulation excessive des voies dopaminergiques impactées dans la
MP et pouvant mener a ces troubles, proches des comportements addictifs. De plus, quelques
études cliniques d’imagerie cérébrale ont permis de mettre en évidence des voies cérébrales

impactées par les TCl telle que la voie fronto-striatale du cortex orbitofrontal (OFC) vers le
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striatum dorsomédian (DMS) (Carriere et al., 2015; Cilia et al., 2011). Cependant, ces études
étant réalisées chez le patient, elles permettent parfois un suivi longitudinal mais I'évaluation
comportementale en amont du diagnostic clinique est impossible, et le manque d’un modéle

animal validé rend difficile I'analyse des mécanismes sous-jacents.

L'implication de la voie nigrostriée et I'impact des traitements dopaminergiques ont
été étudiés dans différents processus cognitifs telle que I'impulsivité (Engeln et al., 2016) mais
restaient a décrire dans le processus de flexibilité cognitive. Cette fonction exécutive est
connue pour impliquer des structures corticales et notamment le cortex préfrontal et le cortex
orbitofrontal (Monchi et al., 2004; Ravizza and Ciranni, 2002), également mis en jeu dans le
développement des TCI. De plus, une altération de la transmission entre le cortex moteur et
le striatum dorsolatéral a été mise en évidence apres une dénervation de la voie nigrostriée
dans des modéles animaux de MP : une dysfonction synaptique caractérisée par une perte des
mécanismes de plasticité a long-terme, partiellement corrigée par I'administration de L-DOPA
mais accompagnée d’une perte des mécanismes de dépression a long-terme pour les individus
traités et développant des dyskinésies (Picconi et al., 2003, 2005). Dans le cadre de la
physiopathologie des TCl, I'impact de la dégénérescence dopaminergique nigrostriatale sur la

transmission entre le cortex orbitofrontal et le striatum dorsomédian reste a étudier.

Mes travaux de thése se sont donc intéressés a |'élargissement de la compréhension
de la physiopathologie des TCl a 'aide de différentes approches stratégiques de modélisation
(comportements spontanés vs conditionnements opérants) et d’une approche
électrophysiologique visant a déterminer I'impact de la dégénérescence dopaminergique

nigrostriatale et d’un traitement antiparkinsonien sur la plasticité frontostriatale.
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INTRODUCTION




CHAPITRE 1 —

LA MALADIE DE PARKINSON
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1.EPIDEMIOLOGIE

Premiérement décrite par James Parkinson en 1817 dans « An essay on the shaking palsy »
(Parkinson, 2002), la maladie de Parkinson (MP) est actuellement la deuxiéme maladie
neurodégénérative la plus commune aprés la maladie d’Alzheimer. Elle touche environ
200 000 personnes en France et I'age moyen de diagnostic est de 58 ans (d’apres la circulaire
SG/DGOS/R4/DGS/MC3/ DGCS/3A/CNSA no 2015-281 du 7 septembre 2015 relative a la mise
en ceuvre du plan maladies neurodégénératives 2014-2019). Plusieurs formes précoces ont
été décrites, principalement génétiques. La prévalence est dépendante du genre et augmente
avec le vieillissement de la population, jusqu’a un age moyen compris entre 85 et 89 ans

(figure 1).
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Figure 1 : Représentation graphique de la prévalence de la Maladie de Parkinson

en 2015 selon I'dge et le genre des patients (Fréquence de la maladie de Parkinson en France,

données nationales et régionales 2010-2015).
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La MP est donc une maladie neurodégénérative progressive, caractérisée par la
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacte (SNc).
Cependant, son étiologie n’est pas encore complétement connue. Elle est dite complexe et
multifactorielle, dépendant la plupart du temps de multiples facteurs de risque,

environnementaux ou génétiques, bien que la majorité des cas de MP soit sporadique.

L’environnement joue un role majeur dans le développement de la maladie (Ascherio and
Schwarzschild, 2016). Des disparités géographiques sont retrouvées et les zones les plus
impactées sont : les zones a forte ruralité, induisant une exposition prolongée a des produits
chimiques comme le paraquat, un herbicide, le maneb, un fongicide (Costello et al., 2009; Liou
et al., 1997), ou la roténone, un pesticide (Betarbet et al., 2000) ; et les zones industrielles
impliquant une exposition a des solvants organiques et des métaux lourds (Zayed et al., 1990),
augmentant la pollution globale de I’environnement. Ces toxines environnementales
induisent un dysfonctionnement mitochondrial et une production d’espéces radicalaires

aboutissant a une augmentation du stress oxydatif et a la mort neuronale (figure 2).

Des causes génétiques peuvent également induire le développement de la MP. Différents
points de mutation sur le géne de 'alpha-synucléine sont connus (comme A30P, E46K, et
A53T, A53E, G51D ou H50Q (Kriger et al., 1998; Lesage et al., 2013; Pasanen et al., 2014;
Polymeropoulos, 1997)). De plus, la duplication voire la triplication du gene non muté de
I'alpha-synucléine peut induire une agrégation protéique pathologique et aboutir a des

formes de MP (Ahn et al., 2008; Singleton et al., 2003).
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Figure 2 : Mécanismes d’action des molécules toxiques environnementales induisant une dégénérescence dopaminergique

TRENDS in Pharmacological Sciences

et impliquées dans la maladie de Parkinson (Cicchetti et al., 2009.).

MAO : monoamine oxydase, MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine, MPP+ : 1-méthyl-4-phénylpyridinium,
ATP : Adénosine triphosphate, DAT : transporteur de la dopamine, UPS : ubiquitine proteosome system, Oct 3 : Organic

cation transporter 3.
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2. PHYSIOPATHOLOGIE

2.1. Les ganglions de la base

2.1.1. Physiologie

Les ganglions de la base, ou noyaux gris centraux, sont un ensemble de structures
cérébrales sous-corticales, en relation complexe et étroite avec différentes aires corticales

(Albin et al., 1989; Alexander and Crutcher, 1990; Parent, 1990; Smith and Bolam, 1990).

Si les ganglions de la base sont largement impliqués dans la planification et la réalisation
des mouvements volontaires, leur role ne peut cependant pas étre réduit a la motricité.
Plusieurs circuits mettant en jeu ces noyaux sont impliqués dans de nombreux processus

cognitifs et émotionnels comme la mémoire et I'apprentissage.

Le striatum (STR) et le noyau sous-thalamique (NST) sont définis comme étant les voies
d’entrée des ganglions de la base (Gerfen, 2000; Smith et al., 1998), recevant des projections
en provenance du cortex. Le STR est trés majoritairement (96%) composé de neurones
GABAergiques appelés neurones épineux de taille moyenne (NEM) mais contient également
des interneurones GABAergiques et cholinergiques. D’autres noyaux sont considérés comme
noyaux intermédiaires, permettant une régulation interne via leurs efférences
glutamatergiques excitatrices ou GABAergiques inhibitrices. Le pole de sortie est constitué du
globus pallidus interne (GPi) et de la substance noire pars reticulata (SNr). Ces voies de sortie
recoivent des afférences GABAergiques du STR et glutamatergiques du NST. Le GPi et la SNr

projettent sur le thalamus qui lui-méme innerve le cortex.

Ainsi, les ganglions de la base sont largement impliqués dans le traitement et I'intégration

d’informations. lls exercent donc une modulation et un réle primordial de filtre des
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informations en provenance du cortex, de par I'effet différentiel de la dopamine sur les deux
voies de sortie du STR, directe et indirecte. Trois principaux circuits impliquent les ganglions
de la base : le circuit moteur, le circuit associatif et le circuit limbique (figure 3), régulant un

large panel de comportements moteurs et cognitifs (Francgois et al., 2004; Obeso et al., 2008).

A Motor circuit B Associative circuit C Limbic circuit

Figure 3 : Organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base (Obeso et al., 2008).

En A le circuit moteur, impliquant le putamen et le cortex sensori-moteur. En B le circuit associatif, impliquant le
noyau caudé et le cortex préfrontal. En C le circuit limbique, impliquant le NAcc, le cortex cingulaire et le cortex

frontal.

Trois principales voies régulant I'activité des ganglions de la base sont décrites (i) la voie
directe striato-nigrale sur laquelle la dopamine va exercer une action excitatrice via les
récepteurs dopaminergiques D1 (RcD1) correspondant a la projection des neurones striataux
sur le GPi, (ii) la voie striato-pallidale indirecte sur laquelle la dopamine exerce une action

inhibitrice via les RcD2 correspondant a la projection des neurones striataux sur le globus
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pallidus externe (GPe), dont les neurones envoient des projections sur le NST et (iii) la voie

subthalamique hyperdirecte correspondant aux projections du cortex vers le NST. Ainsi, les

projections des neurones dopaminergiques de la SNc sur le striatum permettent d’exercer une

importante modulation dopaminergique. De ce fait, la SNc est considérée comme une

structure cérébrale intimement liée aux ganglions de la base (figure 4).

Cortex
A
Putamen
SNc
GPe
It i
A
—»| STN v
— | GPi
| SNr

Figure 4 : Représentation schématique de I'organisation des
ganglions de la base, avec la modulation dopaminergique de

la SNc (Rodriguez-Oroz et al., 2009).

Projections  glutamatergiques  excitatrices en  vert,

GABAergiques inhibitrices en rouge.

La voie directe médiée par les RcD1 du putamen et par le GPi,
la voie indirecte médiée par les RcD2 du putamen et par le

GPe et la voie hyperdirecte médiée par le NST.

GPe/i = globus pallidus externe/interne ; STN = NST, noyau
sous-thalamique ; SNc = substance noire compacte ; VL =

noyau ventro-latéral du thalamus.

2.1.2. Noyaux et voies dopaminergiques

Les neurones dopaminergiques sont regroupés dans plusieurs noyaux, référencés de A8 a

Al7. Le noyau Al6 regroupe les neurones dopaminergiques du bulbe olfactif et A17 les

neurones dopaminergiques de la rétine. Les noyaux All a A1l5 sont les noyaux

dopaminergiques du diencéphale, représentant une faible proportion des neurones

dopaminergiques. Effectivement, entre 80 et 90% des neurones dopaminergiques sont
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localisés au niveau du mésencéphale, dans I'aire tegmentale ventrale (ATV, A10) et la SNc (A9),
décrivant trois voies dopaminergiques majoritaires : la voie mésocorticale et la voie
mésolimbique issues des neurones du noyau A10 et la voie nigrostriée issue des neurones du
noyau A9 (Gerfen, 2000). Les neurones du noyau A9 projettent en moindre mesure au niveau
des GPi/e et du NST. Le noyau dopaminergique A8 est une extension postérieure des noyaux

A9 et A10, localisé dans l'aire rétrorubrale.

La voie mésocorticale correspond aux projections de I’ATV vers le cortex préfrontal, sensitif,
associatif et limbique, responsables des processus d’attention et de mémoire ainsi

gu’émotionnels et motivationnels.

La voie mésolimbique, est particulierement impliquée dans la récompense et dans |'aversion
lui valant son nom de « circuit de la récompense ». Elle est donc responsable des processus
de motivation et des capacités émotionnelles. Les corps cellulaires dopaminergiques sont
retrouvés dans I’ATV et projettent notamment vers le noyau accumbens (NAcc). Cette voie est
donc mise en jeu dans les comportements dirigés vers un but ainsi que dans la survenue et le

maintien de I'addiction en condition pathologique (Berke and Hyman, 2000).

La voie nigrostriée est quant a elle majoritairement impliquée dans la régulation de la boucle
motrice (Gerfen, 1992) en faisant intervenir les neurones dopaminergiques de la SNc projetant

vers le striatum (STR : noyau caudé et putamen).

Cependant, les fonctions présentées pour chaque voie sont les fonctions majoritaires. Il existe
plusieurs études qui démontrent un impact non-moteur de la dysfonction de la voie
nigrostriée, notamment son réle dans des fonctions exécutives telle que I'impulsivité ainsi
gu’en condition pathologique comme dans I'addiction en médiant la récompense associée

(Engeln et al., 2016; Wise, 2009). De plus, 'ATV peut également moduler certaines fonctions
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motrices comme leur apprentissage et la coordination. Effectivement, il existerait une voie
projetant de I'ATV vers le STR dorsal en passant par la SNc, modulant les fonctions motrices

par I'intermédiaires de projections GABAergiques (Bourdy et al., 2014; Ferreira et al., 2008).

2.1.3. Récepteurs dopaminergiques (RcD)

La dopamine exerce ses effets en se liant aux RcD qui sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a une protéine G. lls sont répartis en deux familles d’apres leur
homologie génétique et les conséquences biochimiques de leur activation : les récepteurs de
la famille D1 regroupant les RcD1 et RcD5 ; et les récepteurs de la famille D2 incluant les ReD2,
RcD3 et RcD4. La variabilité des RcD s’explique notamment par I'existence de différents génes
mais également par la synthése de différentes protéines issues du méme gene, par épissage
alternatif. C'est notamment le cas du RcD2 dont on connait deux isoformes : I'isoforme long

(D2L) et I'isoforme court (D2S) (Giros et al., 1989).

Les deux familles de récepteurs se distinguent par (i) leur organisation génique, les
récepteurs de la famille D1 ne possédent pas d’intron dans la région codante tandis que les
récepteurs de la famille D2 en contiennent plusieurs, (ii) la protéine G a laquelle ils sont
couplés : les récepteurs de la famille D1 sont couplés avec une protéine Gs (activatrice) et les
récepteurs de la famille D2 avec une protéine Gi, (inhibitrice). Ainsi, récepteurs de la famille
D1 induisent I'activation de I'adénylate cyclase (Brown and Makman, 1972; Monsma et al.,
1990) alors que les récepteurs de la famille D2 engendrent son inhibition (Robinson and Caron,
1997). Les RcD sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une protéine
G (Chien et al., 2010). Le RcD3 présente 52% d’homologie avec le RcD2 (Civelli et al., 1992;

Levant, 1997), ils démontrent tous les deux un profil pharmacologique similaire.
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Les RcD sont largement exprimés au sein du systeme nerveux central bien que leurs profils
d’expression varient en fonction des différentes aires cérébrales et types de récepteurs. Leur
distribution a été étudiée dés les années 1990 a I'aide de techniques d’hybridation in situ
(distribution des ARNm) ou d’'immunohistochimie via des anticorps spécifiques. Le RcD1 est le
plus largement exprimé et répandu (Mengod et al., 1992), majoritairement dans le STR dorsal
et ventral, les tubercules olfactifs et le cortex préfrontal et minoritairement dans d’autres

structures sous-corticales (thalamus et hypothalamus).

Les deux isoformes du RcD2 (long et court) sont exprimés dans les mémes structures
cérébrales mais sont distribués différemment en pré et post-synaptique et ne possédent pas
la méme affinité pour les agonistes dopaminergiques. Le D2L est localisé en post-synaptique
tandis que le D2S est localisé au niveau striatal, en pré-synaptique et fait office
d’autorécepteur régulant I'activité de la tyrosine hydroxylase (TH) (Lindgren et al., 2003). Les
RcD2 sont majoritairement retrouvés au niveau du STR, dans le tubercule olfactif et le noyau
accumbens ainsi que dans le cortex préfrontal et cingulaire, dans |'amygdale et
I’hypothalamus (Bouthenet et al., 1991; Mengod et al., 1992). Les RcD3 sont principalement
exprimés dans les régions limbiques telles que le NAcc, le tubercule olfactif mais également
dans I'hippocampe, le STR ventral, le gyrus denté et dans plusieurs zones corticales (Diaz et

al., 1995).

2.1.4. Pathologie, cas de la Maladie de Parkinson

Dans la MP, les neurones dopaminergiques de la SNc dégénéerent progressivement, induisant
une diminution drastique des niveaux de dopamine retrouvés dans le STR. Le défaut en

dopamine striatale induit un déséquilibre dans les voies de sortie (directe et indirecte) des
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ganglions de la base (Albin et al., 1989), en faveur de la voie indirecte par I'intermédiaire des
RcD2 (figure 5) de par la plus grande affinité de la dopamine pour les RcD2 que pour les ReD1
(Missale et al., 1998). Ainsi, la dopamine se lie préférentiellement sur les RcD2 striataux ce
qui entraine un déséquilibre dans les voies de sortie des ganglions de base : une augmentation
des projections GABAergiques inhibitrices sur le thalamus, promouvant une levée de

I'activation glutamatergique de celui-ci sur le cortex moteur induisant des déficits moteurs.

— ( (Associative) motor cortex )—

i Direct Indirect
| pathway pathway

Hyperdirect
pathway

Globus
pallidus
externus

Substantia
nigra pars
compacta

[ Subthalamic nucleus J

Globus pallidus internus ¢ J
Substantia nigra pars reticulata

( Mezencephalic motor regions j

= |ncreased excitatory activity —I Increased inhibitory activity
— Reduced excitatory activity — Reduced inhibitory activity

Figure 5 : Changements impliqués dans le circuit moteur des ganglions de la base apres dégénérescence des

neurones dopaminergiques de la SNc (Poewe et al., 2017).

Dans le cadre pathologique de la MP, la balance entre la voie directe et indirecte est dégradée et privilégiée en
faveur de la voie indirecte, par I'intermédiaire des RcD2. Ici est illustrée I'augmentation de I'inhibition du STR sur
le GPe, induisant une augmentation de la stimulation du GPi par le NST. La résultante étant une inhibition du

thalamus plus importante corrélée a une levée d’activation du cortex moteur.
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D’autres neurotransmetteurs sont également impactés dans ce cadre pathologique (la
noradrénaline, I'acétylcholine et la sérotonine notamment), plus précocement que le systéeme
dopaminergique ((Braak et al., 2003), figure 7). En effet, les agrégats d’alpha-synucléine se
retrouvent dans différentes structures cérébrales dont l'activité est médiée par ces
neurotransmetteurs tels que le locus coeruleus (noyau noradrénergique), le noyau du raphé
(sérotoninergique), le noyau basal de Meynert et le noyau pédonculopontin (cholinergiques).
Ces altérations engendrent des symptomes tels que des troubles émotionnels et affectifs ainsi

que l'instabilité posturale qui seront décrits ultérieurement dans ce manuscrit.

Plusieurs facteurs pathologiques clés sont retrouvés dans la MP : I'agrégation protéique
dans les « corps de Lewy », un dysfonctionnement mitochondrial et une augmentation des
niveaux de fer et de calcium, agissant en synergie et aboutissant a la dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNc. Les corps de Lewy sont des inclusions cytoplasmiques
ou s’agregent de facon anormale plusieurs protéines présentes physiologiqguement dans le
cerveau, dont l'alpha-synucléine (Jakes et al., 1994; Spillantini et al., 1998). La MP est donc

classée dans les pathologies dites « synucléinopathies ».

3. ’ALPHA-SYNUCLEINE

3.1. Structures et fonctions

3.1.1. Structures physiologiques et pathologiques

L'alpha-synucléine est une protéine composée de 140 acides aminés, encodée par le géne
SNCA (Jakes et al., 1994) et présente a des niveaux élevés dans tout le cerveau,

majoritairement au niveau des terminaisons synaptiques et des noyaux neuronaux. Elle est
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également retrouvée dans différents organites tels que le réticulum endoplasmique, I'appareil
de Golgi, la mitochondrie et dans le systéeme endolysosomal (pour revue (Bernal-Conde et al.,
2020)). La protéine de lI'alpha-synucléine peut étre divisée en trois régions (i) la partie N-
terminale, siege des mutations connues responsables de la MP et contenant des motifs
(répétitions de 11 acides aminés) propices a la formation d’hélices alpha (figure 6) ; (ii) la
région centrale, fortement sujette a I’agrégation ; (iii) la région C-terminale riche en proline et

chargée tres négativement.

Physiologiquement, I'état de l'alpha-synucléine est encore débattu. Certaines études
démontrent une conformation physiologique dépliée et soluble dans le cytosol tandis que
d’autres présentent I'alpha-synucléine comme pouvant étre représentée repliée sous forme
d’hélice alpha tétramérique et pouvant alors interagir avec des protéines membranaires
(Bartels et al., 2011; Fauvet et al.,, 2012; Weinreb et al., 1996). L’environnement physico-
chimique tels que le stress oxydatif, la concentration en acides gras, en phospholipides ou en
ions métalliques, peut conduire I'alpha-synucléine a adopter une conformation en feuillet
béta, étape précédant I'oligomérisation pathologique, la faisant passer d’un état soluble a un
état agrégé insoluble (Fink, 2006; Goldberg and Lansbury Jr, 2000; Lashuel et al., 2013).
Cependant, il a été démontré que les mutations E35K et E57K inhibant la formation de I'alpha-
synucléine en fibrilles et promouvant alors son état oligomere présentaient une toxicité
accrue sur les neurones dopaminergiques de la SNc dans un modele de rat en perturbant
potentiellement la dynamique membranaire (Winner et al., 2011). Les mutations de I'alpha-
synucléine ont un impact sur la dynamique d'agrégation. Il est admis qu’un équilibre entre la
synthese, I'agrégation et la clairance de I'alpha-synucléine est physiologiquement nécessaire.

Une perturbation d’une de ces voies induit des niveaux anormaux de la protéine entrainant la
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formation et I'agrégation de formes pathologiques toxiques (Lashuel et al., 2013). Les
mécanismes de propagation sont multiples et peuvent se dérouler par endocytose,
transmission synaptique ou par l'intermédiaire de récepteurs membranaires. Toutes les
formes insolubles d’alpha-synucléine perturbent la voie nigrostriée, cependant la forme
fibrillaire est la forme induisant la charge toxique la plus importante (Peelaerts et al., 2015).
Les différentes conformations, physiologiques et pathologiques de I'alpha-synucléine sont

récapitulées en figure 6.

Physiological Conformations Pathological Conformations
Multimeric Soluble : 1 B-Sheet Amyloid Lewy bodies
membrane-bound natively unfolded oligomers fibrils
helical a-synuclein monomer (protofibrils)

Neurotoxic a-synuclein conformer?
e |

|
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<> o =P <> <>

=
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Synaptic | J
A vesicle :
v Transcellular a-synuclein transfer?
SNARE-complex assembly neuron =p-neuron (PD, Lewy-body dementia)
=» vesicle fusion glia=¥glia (multiple system atrophy)

Figure 6 : Schéma représentant les différentes conformations de I'alpha-synucléine, physiologiques

pathologiques (Burre et al., 2015).

A gauche, les conformations physiologiques, multimérique et monomérique soluble. A droite, les

conformations pathologiques, feuillets beta, fibres amyloides et corps de Lewy.

3.1.2. Fonctions physiologiques

Les fonctions physiologiques de I'alpha-synucléine sont encore mal connues mais des

études indiquent son implication dans plusieurs mécanismes :
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(i)

(i)

(iii)

La dynamique vésiculaire : de par des motifs homologues aux protéines liant
des acides gras sur ses parties terminales, elle participerait a leur transport et
a leur métabolisme (Sharon et al., 2001). Elle pourrait donc se lier aux
membranes phospholipidiques et serait impliquée dans le transport et le
renouvellement vésiculaire. De plus, I'alpha-synucléine est promotrice de la
formation de complexes protéiques impliqués dans la libération du contenu
des vésicules synaptiques: les complexes SNARE, par l'intermédiaire
notamment de la synaptobrevine (Burre et al., 2015; Burré et al., 2011) (figure
6). De plus, I'alpha-synucléine pourrait contréler I'exocytose vésiculaire en se
liant a différentes protéines telle que la phospholipase 2 (Payton et al., 2004).
Le métabolisme dopaminergique : elle serait capable d’interagir avec la
régulation de la dopamine de par sa forte affinité pour la TH, en l'inhibant
directement ou indirectement (Lou et al., 2010; Mor et al., 2017; Perez et al.,
2002) et en limitant I'activité de recapture de la dopamine par le transporteur
de la dopamine (DAT) (Wersinger and Sidhu, 2003). L’alpha-synucléine en
exces serait aussi responsable d’une altération de la recapture de la dopamine
dans les boutons synaptiques et aurait un impact négatif sur la réserve
vésiculaire (Lundblad et al., 2012).

La protection neuronale : de par ses multiples interactions, elle est capable de
moduler les structures phospholipidiques et de préserver leur intégrité, ainsi
gue de prévenir et limiter leur oxydation, favorisant la survie cellulaire (Clayton
and George, 1999; Zhu et al., 2006). De plus, elle régulerait I'expression de p53
(géne suppresseur de tumeurs) et pourrait avoir un réle anti-apoptotique

(Costa et al., 2002).
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3.2. Processus pathologique d’agrégation de I'alpha-synucléine

Les travaux de Braak et de ses collaborateurs (récapitulés en figure 7) ont mis en
évidence différents stades de propagation des corps de Lewy reflétant la progression de la MP
(Braak et al., 2003). Aux stades 1 et 2, correspondant au stade prodromal de la maladie
(symptomes précoces), les patients ne développeront donc pas tous spécifiquement la MP,
les corps de Lewy sont retrouvés au niveau du nerf vague, dans le noyau moteur dorsal, dans
le bulbe olfactif ainsi que dans le noyau pédonculopontin. La présence de ces inclusions
protéiques dans ces noyaux induirait les symptémes précoces non-moteurs qui seront décrits
plus loin dans le manuscrit. Des dysfonctionnements du systéme nerveux autonome peuvent
aussi apparaitre entrainant par exemple une hypotension orthostatique. La propagation des
corps de Lewy passe ensuite au stade 3 et I'atteinte motrice apparait : les inclusions sont alors
retrouvées dans la SNc. Le diagnostic de MP est rendu possible par la dégénérescence
dopaminergique d’environ 40% induisant I'apparition des premiers signes cliniques moteurs.
Au stade 4, la propagation s’accentue et touche ainsi des régions limbiques et corticales. Les
troubles psychiatriques et cognitifs majeurs arrivent avec le développement des stades 5 et 6

de la MP impactant notamment le mésocortex.
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Braak stages 1 and 2 Braak stages 3 and 4 Braak stages 5 and 6

Autonomic and olfactory Sleep and motor Emotional and cognitive
disturbances disturbances disturbances
? -g :'/{ :

Via olfactory
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(® Brainstem Lewy body
Via vagus

nerve (®) Cortical Lewy body

Figure 7 : Progression théorique des agrégats d'alpha-synucléine dans la maladie de Parkinson d’apres I’échelle de Braak

(Braak et al., 2003; Jellinger, 2014).

Au cours du stade prodromal (stades 1 et 2), les corps de Lewy sont localisés au niveau du bulbe olfactif, du systeme
nerveux entérique, du complexe coeruleus/subcoeruleus. Les stades cliniques (3 et 4), impliquent une atteinte de la
substance noire tandis que la phase « tardive » (stades 5 et 6) correspond a une localisation des corps de Lewy au niveau

du cortex cérébral.

Plusieurs études soutiennent I'hypothése d’'un fonctionnement de I'agrégation de
I'alpha-synucléine semblable a celui d’'une protéine prion. Effectivement, I'alpha-synucléine
possede des caractéristiqgues communes aux protéines prion comme une forme pathologique
sous forme agrégée (changement de conformation), le recrutement de la protéine
physiologique par la protéine pathologique entrainant un changement de sa conformation, ou
sa capacité de propagation vers de nouvelles zones cérébrales (Arotcarena and Dehay, 2018;
Brandel et al., 2015). Les synucléinopathies, comme la MP, peuvent donc étre caractérisées
comme des maladies dites « prion-like ». De plus, dans un contexte de greffe neuronale,
plusieurs études démontrent une propagation de |'alpha-synucléine de I'h6te vers le

transplant (Kordower et al., 2008; Li et al., 2008; Mendez et al., 2008).
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4. AUTRES DYSFONCTIONS - NEURODEGENERESCENCE

4.1. Dysfonction mitochondriale et stress oxydatif

Plusieurs études démontrent que la MP est caractérisée par un défaut de fonctionnement
mitochondrial, notamment du complexe 1 (Gonzalez-Rodriguez et al., 2021), induisant une
diminution de son activité et une augmentation de stress oxydatif (Keeney et al., 2006;
Schapira et al., 1990) médié par la génération d’especes oxygénées radicalaires (ROS). Ce
phénoméne est, de plus, promut par I'accumulation d’alpha-synucléine dans le compartiment

mitochondrial (Devi et al., 2008).

4.2. Niveau de fer (pour revue (Snyder and Connor, 2009))

Physiologiquement, la SN est la région cérébrale la plus enrichie en fer, comme démontré par
plusieurs études d’imagerie (Bartzokis et al., 1999; Zecca et al., 2005), chez I’'Homme mais
également chez les primates non humains, les rongeurs ou encore les chiens (Francois et al.,
1981). Chez des animaux déficients en fer, la densité du DAT est diminuée aussi bien dans le
striatum ventral (20%) que dans le caudé/putamen (30%), principalement chez les individus
males (Erikson et al., 2000) et la densité des RcD1 et 2 est plus faible (d’environ 70%, Beard et
al., 2003). Dans le cadre de la MP, des études du taux de fer nigral dans des tissus sains et
pathologiques ont démontré une augmentation de 33 a 176% dans ces derniers (disparité due
aux différences de stade de la pathologie au moment des autopsies, Sofic et al., 1988).
Cependant, cette augmentation ne résulte pas seulement du développement de la MP mais
également de I'age (Bartzokis et al., 1999). Elle pourrait étre en lien avec I'activation des

cellules de la microglie (Hirsch et al., 2003), présentant intrinséquement un fort taux de fer.
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De plus, il a été montré que le fer promouvait 'agrégation d’alpha-synucléine ainsi que la
génération de ROS via la réaction de Fenton (Castellani et al., 2000). Des taux importants de
fer sont également retrouvés dans les corps de Lewy (Castellani et al., 2000; Golts et al., 2002).

L’équilibre physiologique du taux de fer est donc primordial.

4.3. Niveau de calcium

Il est aujourd’hui admis que le taux de calcium est primordial pour I'intégrité des neurones
dopaminergiques dans le cadre de la MP. La décharge dopaminergique est dépendante
d’influx électrique et de la concentration en calcium, en particulier par I'intermédiaire de
canaux calciques de type-L. Un influx calcique continu est alors nécessaire pour moduler la
libération dopaminergique des neurones de la SNc. Cependant, un taux trop important de
calcium a des conséquences pathologiques non négligeables en engendrant une
augmentation du stress métabolique et des dysfonctions mitochondriales (Guzman et al.,
2018). De plus, I'alpha-synucléine peut interférer avec la signalisation calcique (Angelova et
al., 2016; Rcom-H’cheo-Gauthier et al., 2014). Ces informations sont complétées par une
étude basée sur |'utilisation d’isradipine, un bloqueur des canaux calciques de type-L, qui
induit une diminution de la charge calcique et donc du stress mitochondrial (Guzman et al.,

2018; Surmeier, 2007).

4.4. Dégénérescence des neurones dopaminergiques

Plusieurs études démontrent que la dégénérescence dopaminergique est préalable a
I'apparition et a I'agrégation protéique d’alpha-synucléine (Dijkstra et al., 2014; lacono et al.,
2015; Milber et al., 2012). La progression de la maladie ne serait donc pas linéaire mais

exponentielle (Parkkinen et al., 2011). La dégénérescence dopaminergique se développe de
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maniére bilatérale mais asymétrique, principalement dans la voie nigrostriée, induisant une
altération du circuit des ganglions de la base. Il est admis que les premiers symptomes sont
visibles aprés une perte de 50 % des neurones dopaminergiques (Brooks, 1998) et une
déplétion de 70 % du niveau striatal de dopamine (Scherman et al., 1989). Il ne faut pas sous-
estimer I'importance de la dégénérescence dopaminergique dans la voie mésolimbique (de
I’ATV vers le NAcc, le cortex préfrontal et 'amygdale) qui peut atteindre 55 % (Uhl et al., 1985).
De plus, comme indiqué précédemment, d’autres systémes sont impactés par Ia
dégénérescence neuronale pouvant atteindre 80% pour le locus coeruleus, 40% pour le noyau
du raphé et 50% pour le noyau basal de Meynert et le noyau pédonculopontin (Giguére et al.,

2018).

5.LES MODELES ANIMAUX DE Maladie de Parkinson

Depuis plusieurs décennies, les modeles animaux de la MP se sont multipliés. Trois
principales approches sont utilisées pour modéliser la maladie et induire une dégénérescence
sélective des neurones dopaminergiques : l'utilisation de neurotoxines (synthétiques ou
environnementales), 'approche transgénique, basée sur la connaissance de facteurs

génétiques de la MP et la surexpression protéique a I'aide de vecteurs viraux.

Plusieurs molécules toxiques peuvent étre utilisées : des molécules a effets réversibles
comme la réserpine ou irréversibles comme la roténone (Betarbet et al., 2000), la 6-OHDA (6-
hydroxy-dopamine) et le MPTP (1-méthyl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), afin d’induire les
symptdmes moteurs et la physiopathologie de la MP. Cependant, ces modeéles ne sont pas

parfaits : ils ne sont pas progressifs mais plutot considérés comme aigus et ne présentent pas
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ou peu d’accumulation d’alpha-synucléine. Un modele de primate non-humain (Burns et al.,
1983) par l'injection de MPTP en intraveineuse (dégénérescence dopaminergique dans la SN
ainsi qu’une déplétion du niveau striatal de dopamine). ainsi qu’un modeéle de souris injecté
en intrapéritonéal en MPTP a 30mg/kg (Heikkila et al., 1984) ont été validés. En 1968,
Ungerstedt développe le premier modele animal en injectant la 6-OHDA chez des rats
Sprague-Dawley (Ungerstedt, 1968). Ainsi, il démontre que la toxine injectée dans le putamen
induit une dégénérescence des axones dopaminergiques locaux tandis qu’injectée dans la SN
elle induit non seulement une dégénérescence des noyaux dopaminergiques locaux mais
également des axones dopaminergiques du putamen. En revanche, cette méthode peut
induire une adipsie et une aphagie marquées lorsque des injections bilatérales sont réalisées

(Sakai and Gash, 1994).

Comme indiqué précédemment, une minorité de cas de MP sont génétiques, et peuvent
étre le support de manipulations expérimentales ayant pour but de modéliser ses
caractéristiques pathologiques (Chia et al.,, 2020). || a été démontré que des souris
homozygotes exprimant I'alpha-synucléine humaine mutée en A53T présentaient un
phénotype sain jusqu’a 7 mois puis un phénotype largement pathologique des 8 mois avec
une absence de toilettage, une perte de poids, une réduction motrice, pouvant aller jusqu’a
présenter des tremblements et une paralysie des membres. Plusieurs équipes ont modélisé la
MP par ce biais, en utilisant différents promoteurs et différentes formes d’alpha-synucléine
(WT, A53T, A30P) permettant de mettre en avant des inclusions protéiques ainsi que des
déficits moteurs plus ou moins précoces et séveres (Fernagut and Chesselet, 2004). D’autres
manipulations génétiques sont a la base du développement de modeéles animaux de MP : du

géne parkin (Hennis et al., 2013; Rial et al., 2014; Zhu et al., 2007), de la protéine DJ-1 (Kitada
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et al., 2009) ou de PINK-1 (Gispert et al., 2009). Cependant, ces modeles ne reproduisent que

peu voire pas les symptomes de la MP et ne sont donc pas efficients.

Un modele animal alternatif de MP consiste en I'utilisation de fibrilles d’alpha-synucléine
préformées (modele PFF): leur injection induirait donc une agrégation similaire a celle
présente dans les corps de Lewy. Cependant, ce processus est assez rapide en culture mais
tres long in vivo. Il est nécessaire d’attendre jusqu’a six mois apres injection pour visualiser les

signes neurodégénératifs (Paumier et al., 2015; Peelaerts et al., 2015).

La MP peut également étre modélisée par I'induction d’'une surexpression protéique,
notamment d’alpha-synucléine. Deux approches sont possibles, I'utilisation d’adénovecteurs
viraux (AAV) ou de lentiviraux (LV). Cependant, des études ont démontré que l'injection d’AAV
était plus efficace sur la déplétion dopaminergique que celle de LV (Ulusoy et al., 2010). Les
premieres études ont démontré que l'injection d’AAV surexprimant I'alpha-synucléine
humaine induisait une dégénérescence dopaminergique progressive de la SNc associée a une
déplétion des terminaisons dopaminergiques striatales et au développement de déficits
locomoteurs (Kirik et al., 2002). De ce fait, la surexpression protéique d’alpha-synucléine
(Dehay and Fernagut, 2016) wild-type (Gombash et al., 2013; Ulusoy et al., 2010) et mutée
(Bourdenx et al., 2015), permet d’induire de fagon progressive une dégénérescence

dopaminergique dans la SN.

La mutation de I'alpha-synucléine en A53T entraine une forme plus précoce de la MP avec
une durée moins longue (Polymeropoulos, 1997). La mutation induit une forme fibrillaire et
une agrégation plus rapidement que la forme wild-type (WT) de la protéine (Conway et al.,
1998 ; Flagmeier et al., 2016). L’injection d’AAV dans la SN de rats a démontré que le groupe

surexprimant I'alpha-synucléine mutée en A53T présentait une dégénérescence
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dopaminergique plus importante que le groupe surexprimant I’alpha-synucléine WT et était
plus efficace et pertinent pour modéliser la MP (Lu et al., 2015). D’autre part, une étude
cellulaire démontre que la surexpression d’alpha-synucléine mutée en AS53T induit une
déficience plus importante du complexe | mitochondrial et une plus grande production de ROS
gue la surexpression d’alpha-synucléine WT (Devi et al., 2008). Pour notre étude, nous nous
sommes donc basés sur le modeéle de surexpression de I'alpha-synucléine humaine mutée en
A53T puisque la dégénérescence des neurones dopaminergiques peut étre réalisée de facon
bilatérale sans risque pour I'animal, contrairement au modele 6-OHDA, et est progressive.
Cette modélisation permet donc d’induire des déficits moteurs modérés et était idéale

puisque bien caractérisée et avec une dégénérescence tres progressive a la cinétique connue.
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CHAPITRE 2 —

LES SYMPTOMES DE LA MALADIE DE

PARKINSON
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Classiquement, la MP est divisée en trois stades: (i) préclinique, ou la
neurodégénérescence est amorcée sans symptome visible (ii) prodromal, ou certains
symptomes sont présents mais insuffisants pour poser un diagnostic de MP (iii) clinique, ou
les symptomes moteurs caractéristiques apparaissent, permettant de poser le diagnostic
(Berg et al., 2015). Ce travail est essentiellement porté sur I'aspect non-moteurs de la MP. De
ce fait, ce chapitre ne traitera que brievement les symptomes moteurs de la maladie pour

décrire de facon plus détaillée le large panel des symptémes non moteurs.

1. Les symptdmes moteurs

Les symptomes moteurs de la MP sont classiquement qualifiés de tétrade
symptomatique, se décomposant en : rigidité, akinésie, tremblements de repos et instabilité

posturale (Samii et al., 2004).

1.1. La rigidité

C’est la résultante d’une hypertonie musculaire généralisée, affectant principalement les
muscles fléchisseurs. Elle entraine des douleurs musculaires et tendineuses, menant a une
posture fléchie et crispée caractéristique : téte et tronc inclinés en avant, avant-bras en demi-

flexion, hanches et genoux légerement fléchis.

1.2. La bradykinésie

Elle touche toutes les étapes du mouvement : réflexion, initiation et exécution, aboutissant

donc a un ralentissement de celui-ci voire a une extinction (akinésie). Elle est souvent détectée
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dans les mouvements complexes impliquant la coordination de plusieurs membres. Les
mouvements automatiques disparaissent (touchant notamment les mimiques faciales,
aboutissant a un visage inexpressif) et les mouvements fins et rapides sont largement
impactés : écriture (micrographie), langage (ton monocorde, débit irrégulier et volume moins

intense), habillage, marche (hésitation a I'initiation et diminution de I'amplitude des pas).

1.3. Les tremblements de repos

lIs sont souvent décrits comme caractéristiques de la maladie pour le grand public mais ne
sont cependant présents qu’environ chez 70% des patients. Ils peuvent se déclarer plusieurs
années apreés le début de la pathologie, généralement de maniére unilatérale ou asymétrique
(devenant bilatéral avec la progression de la maladie). Le tremblement est alors relativement

lent, régulier (4 a 6Hz) et peu ample (Bhidayasiri, 2005; Koller et al., 1989).

1.4. L’instabilité posturale

Ce phénomeéne résulte des symptémes moteurs précédemment cités. Le patient présente
alors une anomalie de la démarche aboutissant a un déséquilibre et a des chutes fréquentes.

Ces symptOmes sont sensibles au stress et a I'état émotionnel des patients.

2. Les symptdmes non-moteurs

De nombreux symptomes non-moteurs sont recensés dans la MP (Chaudhuri et al;
Jellinger, 2017; Schapira et al., 2017; Schrag, 2004). Touchant la quasi-totalité des patients

(I"étude PRIAMO (Barone et al., 2009) a démontré que 98,6% des patients en souffraient), ils
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peuvent étre décelés précocement (Savica et al., 2010) et leur gravité s’accentue avec I'age et
I’évolution de la maladie (figure 8), impactant séverement la qualité de vie des patients. La
description des symptomes neuropsychiatriques et cognitifs de la MP a fait 'objet d’une revue

(annexe 1 (Decourt et al., 2021)).

PD diagnosis

—10 = 0 5 10

1 1 | 1 1 >
years

100%  Depression

Figure 8 : lllustration de la progression des

symptémes non-moteurs de la MP dans la

population parkinsonienne en fonction du

Y temps, avant et apres diagnostic.
100%  Apathy
i i Decourt et al., 2021
0%

Le développement de ces symptomes non-moteurs serait probablement di a des
dysfonctions précoces de plusieurs boucles de transmission (Jellinger, 2017), dopaminergique
et non-dopaminergiques : cholinergique (noyau basal de Meynert), noradrénergique (locus
coeruleus), sérotoninergique (noyau raphé dorsal). lls peuvent donc toucher différents
systémes tels que les systemes sensoriel, circadien, autonome ou encore présenter des
dysfonctions neuropsychiatriques (Barone et al., 2009; Erro et al., 2015; Jellinger, 2017;

Schapira et al., 2017).
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2.1. Anosmie

Ce trouble est défini comme la perte compléte de I'odorat, est 'un des symptémes tres
précoces du développement de la MP, affectant 90% des patients (Doty, 2012) et apparaissant
en amont des premiers symptomes moteurs. Ce trouble peut étre considéré comme un
marqueur préclinique potentiel de la maladie (Doty et al., 1992; Ponsen et al., 2004). La
dysfonction olfactive est due a la dégénérescence des neurones du bulbe olfactif et du noyau
olfactif antérieur (Pearce et al., 1995). La dégénérescence neuronale impacte particulierement
les neurones cholinergiques de ces structures (Bohnen et al., 2010), plutot que les neurones
dopaminergiques, expliquant pourquoi ce trouble n’est pas impacté par les traitements

antiparkinsoniens.

2.2. Altérations du rythme circadien

Ces troubles du sommeil toucheraient 87,4% des patients atteints de MP (Kurtis et al., 2013).
L’étude PRIAMO de Barone et ses collaborateurs en 2009 a démontré que sur 1072 patients,
36,9% déclaraient présenter des insomnies, 30% présentaient des mouvements oculaires
rapides, 21,2% se plaignaient de somnolence diurne excessive et 15,2% présentaient le
syndrome des jambes sans repos. Ces derniers résultats confirmaient ceux de I'étude d’Ondo
et ses collaborateurs en 2002 qui le décelait chez 21% des patients (Barone et al., 2009; Ondo
et al., 2002). De plus, I'altération du rythme circadien chez les patients Parkinsoniens pourrait
étre un contributeur et/ou une conséquence de développement d’autres symptémes non-
moteurs comme les troubles de I’humeur (Jellinger, 2017; Kurtis et al., 2013). Les systémes de
transmission dopaminergique, sérotoninergique et noradrénergique sont impliqués dans ces
perturbations de sommeil (Garcia-Borreguero et al., 2003). Des modeles de primates non-

humains traités au MPTP ont démontré des changements dans les caractéristiques de
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sommeil, ainsi qu’une modulation des mouvements oculaires rapides aprés prise de
traitement dopaminergique (Barraud et al., 2009; Hyacinthe et al., 2014). De plus, les

anticholinergiques moduleraient la latence et le temps des mouvements oculaires rapides.

2.3. Dysfonctions du systeme nerveux autonome

Ces perturbations impacteraient les patients de facon précoce en touchant le systeme
nerveux sympathique, parasympathique et entérique, notamment les systemes cardiaque et
gastro-intestinal. Ainsi, hypotension orthostatique (prévalence de 30-40% apres la pose du
diagnostic et donc aprés les premiers symptémes moteurs, (Jain and Goldstein, 2012;
Velseboer et al., 2011)), sialorrhée (sécrétion excessive de salive), dysphagie, nausées et
constipation sont recensées. Ces symptomes gagnent en sévérité avec la progression de la
MP. D’autres dysfonctions telles que des troubles de I'érection, du systéme urinaire ou de la
sudation impactent également une partie des patients. Dans 'étude de Magerkurth et ses
collaborateurs (Magerkurth et al., 2005), 50% des patients interrogés qualifiaient ces troubles

comme trés handicapants pour la vie quotidienne.

2.4. Troubles de 'humeur

Ainsi, anxiété (appréhension, attaques de panique, inquiétudes ou phobies sociales),
dépression (humeur dépressive, diminution de I'intérét pour le plaisir, perte ou gain d’appétit,
insomnie ou hypersomnie, agitation ou retard psychomoteur, perte d’énergie, culpabilité
excessive ou inappropriée, capacité de penser ou de se concentrer diminuée et pensées
récurrentes de mort) et apathie (perte de motivation et d’intérét) sont des symptomes
largement décrits dans la MP. lls impactent 20 a 50% des patients au moment du diagnostic

et jusqu’a 60% des patients 10 ans apres (Aarsland et al., 2007, 2009; Negre-Pages et al., 2010;
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Pontone et al., 2009). Bien souvent, les troubles anxieux et dépressifs coexistent. De plus,
plusieurs études cliniques démontrent que la prévalence de MP dans une population anxieuse
est plus importante que dans la population générale (Lin et al., 2015; Shiba et al., 2000). Ces
multiples troubles de I’"humeur apparaissent en amont des premiers symptomes moteurs. lls
sont notamment dus a des dysfonctions des systémes sérotoninergiques et noradrénergiques,
impactés précocement suite aux agrégations protéiques au niveau du locus coeruleus et du

noyau raphé (Braak et al., 2003; Remy et al., 2005).

2.5. Fatigue et douleurs

Ces troubles touchent également une majorité des patients Parkinsoniens, tout au long du
développement de la maladie. Ces symptomes sont particulierement handicapants au
guotidien et ont un impact social non négligeable. La fatigue, retrouvée chez la moitié des
patients (Del Sorbo and Albanese, 2012), est décrite comme une perte d’énergie et un
épuisement, a distinguer de I'apathie. La fatigue n’est pas corrélée a la sévérité ou a la durée
de la MP. Elle serait cependant associée a d’autres symptoOmes non-moteurs tels que la
dépression, les perturbations du sommeil ou encore les troubles du systeme autonome. Des
douleurs sont également décrites par 40 a 85% des patients (Del Sorbo and Albanese, 2012;
Ford, 2010; O’Sullivan et al., 2008; Zhu et al., 2016), ayant différentes causes comme une
dystonie (trouble du tonus musculaire lié a la contraction prolongée et involontaire d’un
muscle ou d’un ensemble de muscle) ou encore des douleurs musculo-squelettiques
(crampes, rigidité) liées aux symptomes moteurs de la pathologie (Ford, 2010). De
nombreuses perturbations sensorielles sont également recensées par les patients: ils

présentent des sensations de brdlure, le syndrome de la bouche brulante ou encore une
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paresthésie périphérique (trouble du toucher). La perte des connexions dopaminergiques

altére les perceptions sensorielles et modifie le seuil de la douleur (Jellinger, 2017).

2.6. Troubles cognitifs

En 2016, Chahine et ses collaborateurs ont mis en évidence que les personnes présentant un
taux réduit de DAT ainsi qu’une hyposmie (perte partielle de I'odorat) présentaient également
des performances cognitives amoindries : la diminution des facultés d’attention, de mémoire
de travail et des fonctions exécutives étudiées pourrait donc étre un facteur prédictif de MP
(Chahine et al., 2016). Concernant les troubles cognitifs, plusieurs études distinguent les
troubles cognitifs mineurs des troubles cognitifs majeurs pouvant aller jusqu’a de la démence
et qui impliquent une atteinte de I'autonomie des patients. Les troubles cognitifs mineurs,
recensés chez 20 a 57% des patients parkinsoniens a 5 ans post-diagnostic (Caviness et al.,
2007; Williams-Gray et al., 2007), sont des marqueurs prédictifs des troubles cognitifs
majeurs, présents chez 83% des patients aprés une moyenne de 20 ans de MP (Hely et al.,
2008). La principale caractéristique est un déficit des fonctions exécutives, attribué a un défaut
dans les boucles frontostriatales dopamine-dépendantes (Mattay et al., 2002) et dans les voies

cholinergiques (Bohnen et al., 2015).
2.6.1. Mémoire a court terme et attention.

La mémoire a court-terme ou mémoire de travail est étroitement liée aux facultés
attentionnelles. Elle implique une capacité de manipulation d’informations stockées
brievement. Des déficits attentionnels sont communément retrouvés chez les patients
atteints de MP, dés les stades précoces de la maladie. lls sont liés notamment a une altération

du tonus dopaminergique dans les circuits associatifs innervant le cortex préfrontal (Polito et
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al., 2012). De fagon similaire, des dysfonctionnements de la mémoire de travail sont
remarquables chez des patients parkinsoniens non-traités, qui peuvent étre liés a une
diminution du niveau striatal de dopamine et a la perturbation des voies frontostriatales en
résultant (Pillon et al., 1998). L'impact du traitement dopaminergique est controversé : quand
des études démontrent une amélioration (Mattay et al., 2002), d’autres indiquent une
détérioration des capacités de mémoire de travail/attention (Cools and D’Esposito, 2011) ce
qui renforce I'idée qu’un niveau dopaminergique approprié dans le cortex préfrontal est

primordial.

2.6.2. Mémoire a long terme et apprentissage.

Les capacités de mémoires a long-terme mettent en jeu de nombreux processus dont
I'encodage (encoder un évenement ou un fait en une trace mnésique), le stockage et la
récupération de I'information. Des dysfonctions dans plusieurs de ces processus cognitifs sont
typiquement retrouvées dans la MP (Bezdicek et al., 2019). La mémoire a long terme est
classiquement scindée en deux sous-types (Camina and Guell, 2017) : la mémoire déclarative
(épisodique et émotionnelle) et la mémoire non-déclarative (apprentissage procédural). Au
cours du processus pathologique, les zones cérébrales gérant chacune de ces facultés
cognitives sont différentiellement impactées : 'amygdale et le lobe temporal pour la mémoire

déclarative ; lobe frontal, ganglions de la base et cervelet pour la mémoire non-déclarative.

2.6.3. Controle inhibiteur.

Composée de l'inhibition comportementale et de l'inhibition cognitive, le contréle
inhibiteur est identifié comme la cessation d’un processus mental avec ou sans intention,
permettant I’éviction d’émergence d’impulsions ou de comportements compulsifs (Bari and

Robbins, 2013). Une altération du processus cognitif de contréle inhibiteur a un impact

53



délétére sur la capacité des sujets a agir avec prévoyance et réflexion et donc sur I'impulsivité
de décision, de réflexion ou I'impulsivité motrice. Le lien a été fait entre la prise de traitement
dopaminergique (dans le cadre de la MP notamment) et le développement de comportements
impulsifs/compulsifs et persévératifs (Jiménez-Urbieta et al.,, 2015). Les patients
parkinsoniens présentent couramment un déficit de contréle inhibiteur moteur, largement
visualisé dans différents exercices cognitifs tels que le test de Stroop, la tache de signal d’arrét
ou la tache de Go-NoGo. Une implication d’autres neurotransmetteurs comme la
noradrénaline semble jouer un réle important, ceci est suggéré par I'amélioration de
I'inhibition de réponse aprés traitement a atomoxétine (inhibant sa recapture) en renforgant

la connectivité des circuits préfrontaux (Borchert et al., 2016).

2.6.4. Flexibilité cognitive.

Elle est définie comme la capacité d’ajuster son comportement en réponse a des
changements dans son environnement (Scott, 1962). Le succes de ce processus d’adaptation
est lié a d’autres capacités cognitives, y compris la prise de décision, la sélection de la réponse
ou l'inhibition, la mémoire de travail et I'attention. Différents tests ont été développés pour
étudier la flexibilité cognitive (taches de reversal learning ou de set-shifting) avec le test de tri
de carte du Wisconsin (WCST) ou le test de Stroop (Brown and Tait, 2010). Les capacités de
flexibilité comportementale impliquent notamment le cortex préfrontal, le STR et les boucles
frontostriatales associées (Klanker et al., 2013; Monchi et al., 2004). Les patients atteints de
MP et les patients atteints de troubles cognitifs présentent des déficiences similaires dans
leurs performances par rapport aux témoins sains (Scheffels et al., 2018). En outre, la
dopamine est reconnue comme un modulateur important dans les circuits frontostriataux et

joue un role crucial dans la flexibilité cognitive (Costa et al., 2014; Klanker et al., 2013). Dans
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le contexte de la MP, des changements de I'activité du PFC ont été démontrés avec ou sans
co-activation striatale (Monchi et al., 2004). Un trouble de la flexibilité cognitive se traduit
principalement par la persévérance dans les stratégies précédemment utilisées lorsqu’un
changement environnemental a été effectué et qu’elles ne sont plus efficaces et
appropriées. Dans le WCST, les patients atteints de MP affichent un taux d’erreur plus élevé
et plus d’erreurs persévératives que les sujets contrbles, en lien avec la sévérité des
symptomes moteurs (Lange et al., 2016). Toutefois, Cools et ses collégues ont montré que la
L-DOPA améliore l'inflexibilité chez les patients atteints de MP, mais augmente leur
impulsivité (Cools et al., 2003). Une autre étude indique qu’au cours d’une tache nécessitant
des performances de haute flexibilité cognitive, seuls les patients atteints de MP et présentant
de faibles performances s’améliorent sous traitement dopaminergique (Costa et al., 2014).
Ces résultats suggerent que la MP et les stratégies pharmacologiques associées ont un impact

différentiel sur les capacités de flexibilité cognitive.

2.7. Déemence

Une étude a révélé que 40% des patients Parkinsoniens présentaient une démence, soit un
taux six fois plus élevé que dans la population saine. La démence est caractérisée par des
troubles de la mémoire sémantique et épisodique ainsi que par des déficits de reconnaissance
et de construction spatiale visuelle (Chaudhuri et al., 2006 ; Schapira et al., 2017). Les réseaux
cholinergique, dopaminergique et noradrénergique seraient impactés (Emre, 2003). Les
régions touchées sont principalement les régions corticales postérieures incluant les lobes

pariétaux et temporaux.
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Ces symptOomes non-moteurs peuvent alerter sur le développement de la maladie mais le

diagnostic clinique se basera essentiellement sur la présence de symptomes moteurs. La

figure 9 récapitule I'intégralité des symptémes décrits.

Cognitive changes
Mental slowing/dementia

Mood disord
Apathy, depression, anxiety

(dlaphoresls)
Flexed posture
Reduced arm swing

Micrographi
Urinary retention,
frequency,
impotence
Gait disturbance
Start hesitation,
short shuffling steps

Sleep disturbance
Insomnia, nightmares, sleep walking

Reduced facial expression

1 — Reduced blinking,
‘..- Parkinsonian ‘stare’
/%’, Drooling (sialorrhoea)
N\ /
Quiet, monotonous
speech
= A s
= — ~ Lead-pipe rigidity
7 e, \ +/- cogwheeling
> —— Rest tremor
| - Postural instability/falls

Figure 9 : lllustration de I'’ensemble des symptémes moteurs et non moteurs de la MP.

(lkowledge, Chapter 13, Parkinson’s Disease).

La posture caractéristique d’un patient parkinsonien est représentée sur cette figure. Elle est due aux symptémes
moteurs précédemment exposés (rigidité, bradykinésie, tremblements de repos et instabilité posturale). Les
symptémes non-moteurs de la MP sont également représentés, nous permettant d’avoir une vue d’ensemnle sur

la charge handicapante qu’ils représentent.
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CHAPITRE 3 —

LES TRAITEMENTS SYMPTOMATIQUES

57



1. LES DIFFERENTS TYPES DE TRAITEMENTS

Actuellement, aucun traitement curatif ne peut étre proposé aux patients. Il existe
cependant des traitements symptomatiques permettant de palier au défaut de dopamine.
Plusieurs classes pharmacologiques permettent d’aboutir a une restauration des niveaux
striataux de dopamine (figure 10) : I'utilisation d’inhibiteurs de monoamine oxydase B (IMAO-

B), de précurseur de la dopamine comme la L-DOPA et d’agonistes dopaminergiques

notamment.
Symptomes parkinsoniens sans géne fonctionnelle
¥
Pas de traitement, jusqu’a ce qu'une géne apparaisse
¥
Symptomes avec géne fonctionnelle
l L J ¥ w
IMADE Agonistes Levodopa Autres opfions
dopaminergiques par
vioie orake ou
Sujet jeune avec transdermique Sujet age Amantadine
oéne modéree Antichoinergiques
En cas defficacte Sujet jeuns, en 'absence
nsufiizants, de contre-indication Meveau de preuve plus faiblg
fraiterment par
agoniste En cas dintolérance. Forme a tremiblement
dopamincraique fraitement par ievodopa predominant

Figure 10 : Descriptif des différentes alternatives médicamenteuses proposées aux patients Parkinsoniens (HAS,

Guide du parcours de soins, Maladie de Parkinson, Septembre 2016).

Schématisation de la prise de décision clinique de I'adaptation du traitement : IMAO B indiqué en premiére
intention chez des sujets jeunes a faible géne, et agonistes dopaminergiques indiqués chez le sujet jeune,
notamment en alternative préalable a un traitement a la levodopa (L-DOPA). D’autres options médicamenteuses

peuvent étre délivrées ('amantadine, un anti-viral et des anticholinergiques).
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Ces approches pharmacologiques sont les plus utilisées en clinique actuellement. Leurs
cibles et leurs mécanismes d’action sont décrits dans la figure 11. D’autres approches peuvent
également étre envisagées comme la prescription d’anticholinergiques, a faible dose dans les
phases les plus précoces de la pathologie, réduisant I'hyperactivité cholinergique striatale
induite par la levée de lI'inhibition dopaminergique mais présentant cependant un nombre
non négligeable d’effets secondaires tels que des hallucinations ou des déficits cognitifs /
mnésiques ; ou des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine pour les symptémes

psychiatriques (Armstrong and Okun, 2020).

Blood n Brain Rasag_il.ine
U Selegiline
Safinamide

Tyrosine %
AA

Pramipexole, ropinirole
DC )
.......... » L-DOPA'—= Dopamine

] and piribedil

f kApomorphine and rotigotine) !

Entacapone
Opicapone
Tolcapone

Figure 11 : Cibles des traitements dopaminergiques de la MP (Poewe et al., 2017).

De nombreux intervenants dans la synthése, la dégradation, la fixation de la dopamine sont des cibles
thérapeutiques : ainsi il existe des inhibiteurs de I’AADC (acide aminé décaarboxylase), de la COMT (Catechol-

O-methyltransferase) et des MAO ainsi que des agonistes des récepteurs dopaminergiques.
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De plus, un traitement chirurgical (Houeto et al., 2000; Rodriguez-Oroz et al., 2005) peut
également étre envisagé pour certains patients. Cependant, une étude de cas est nécessaire
pour l'inclusion d’un patient dans ce type de protocole thérapeutique : il est nécessaire de
prendre en considération son age, sa réponse au traitement médicamenteux a partir de L-
DOPA et les fluctuations motrices que celui-ci engendre. Effectivement, la MP induit une perte
des neurones dopaminergiques de la SNc entrainant une hyperactivité des neurones du noyau
sous-thalamique (NST). Le principe de ce traitement chirurgical est de diminuer I'activité de
ces neurones excitateurs afin de rétablir une boucle motrice correcte. Cette alternative ne
sera pas plus détaillée dans ce manuscrit puisqu’elle ne correspond pas a l'orientation de

notre recherche.

1.1. IMAO-B

Les IMAO-B comme la sélégiline ou la rasagiline peuvent étre utilisés dans les phases
précoces de la maladie (Fox et al., 2018), a de faibles doses. Effectivement, la monoamine
oxydase B est impliquée dans la dégradation de la dopamine (figure 11) et responsable de 80%
de I'activité globale des monoamine oxydases (Glover et al., 1977). En inhibant son activité, le

taux de dopamine dans la fente synaptique reste plus élevé.

1.2. L-DOPA

Dans les années 60, la découverte de la L-DOPA en traitement oral a démontré des effets
étonnamment positifs sur les symptomes moteurs de la MP. En tant que précurseur de la
dopamine, la L-DOPA est capable de traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) ce qui
lui permet d’étre métabolisée en dopamine par les fibres dopaminergiques ou
sérotoninergiques. Le traitement pharmacologique a la L-DOPA est aujourd’hui associé a un

traitement annexe avec des inhibiteurs de la dopa-décarboxylase, permettant d’éviter sa
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dégradation périphérique avant son passage de la BHE. La prise de L-DOPA est envisagée pour
des sujets plus agés et ne présentant plus de réponse correcte aux traitement
pharmacologiques utilisés en premiere intention (Olanow et al., 2009). Il reste le traitement
le plus utilisé dans le cadre de la MP et améliore significativement les symptémes moteurs et
la qualité de vie des patients au cours des 5 a 10 premiéres années de prise, puis entraine

I'apparition d’effets secondaires moteurs appelées dyskinésies L-DOPA induites.

1.3. Agonistes dopaminergigues

Depuis les années 1970, les agonistes dopaminergiques sont indiqués notamment dans le
traitement de la MP, en premiéere intention. lls représentent une classe de substances
pharmacologiques agissant sur les récepteurs et voies dopaminergiques préalablement
décrites. lls sont dits entiers ou partiels (exemple de l'aripiprazole), a action directe ou
indirecte. Les agonistes partiels ont une action moindre que celle des agonistes entiers qui

produisent |'effet maximal.

Les premiers agonistes dopaminergiques utilisés dans le cadre de la MP étaient dérivés de
I’ergot de seigle (bromocriptine, lisuride) mais induisaient de nombreux effets secondaires de
par leur affinité pour les récepteurs adrénergiques et sérotoninergiques (tableau 1). Dans les
années 1990, les agonistes dopaminergiques non dérivés de I'ergot de seigle comme le
pramipexole, le ropinirole, 'apomorphine etc... firent leur apparition clinique (Rascol et al.,

2011).
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Agoniste Type de Récepteur et Affinités

Récepteurs a la dopamine Autres récepteurs
- > 5. >
aripiprazole tres forte pour D2 > D3 forte pour 55-|_IEITI'12A(\: 5-HT2A

moyenne pour 5-HT1 = 5-HT2;
moyenne pour a2

modérée pour 5-HT1 = 5-HT2 ;

bromocriptin modérée pour D2 > D3 > D4 >>D1=D5

(0}

cabergoline forte pour D2 = D3 > D4 >> D1 =D5
moyenne pour o2
pergolide forte pour D3 > D2 = D4 >> D1 =D5 modérée pour 5-HT1 = 5-HT2;
moyenne pour o2
pramipexole forte pour D3 >> D2 =D4 >> D1 =D5 moyenne pour a2
ropinirole tres forte pour D3 > D2 =D4 >>D1=D5

Tableau 1 : Récapitulatif des principales caractéristiques des agonistes dopaminergiques en fonction de leur

affinité pour les différents types de RcD (1 a 5) et autres récepteurs (5-HT : sérotoninergiques, a : adrénergiques).

Actuellement, différents agonistes dopaminergiques existent, notamment le pramipexole
(PPX), le ropinirole, I'apomorphine et la rotigotine qui sont des agonistes entiers. Ces
substances présentent des affinités variables pour les différents types de récepteurs
dopaminergiques mais se lient principalement et plus ou moins préférentiellement aux
RcD2/D3 (Kvernmo et al.,, 2006; Mierau et al., 1995; Napier and Persons, 2019). Les
caractéristiques d’affinités de ces substances pharmacologiques pour les récepteurs
dopaminergiques (et autres récepteurs) sont récapitulées dans le tableau 1 ci-dessus (Napier

and Persons, 2019).

Le traitement chronique de la MP par des agonistes dopaminergiques entraine I'apparition

d’effets secondaires non moteurs appelés troubles du controle des impulsions (TCl).
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2. LES EFFETS SECONDAIRES DES TRAITEMENTS

2.1. Dyskinésies L-DOPA induites

Le traitement a la L-DOPA, bien qu’ayant des effets indiscutables sur les symptémes
moteurs de la maladie (Cotzias et al., 1967), induit des effets secondaires moteurs appelés
dyskinésies L-DOPA-induites (mouvements anormaux) chez la quasi-totalité des patients apres
10 ans de traitement (Marsden and Parkes, 1977 ; Obeso et al., 2000 ; Bezard et al., 2001). Il
est classiquement admis que le traitement a la L-DOPA se découpe en trois phases (Rascol et
al., 2000). La période appelée « lune de miel » peut durer jusqu’a six années apres le début de
prise du traitement, période pendant laquelle les patients parkinsoniens traités présentent
une large amélioration voire une suppression des symptomes moteurs. Apres cette période
de répit, les fluctuations motrices et les dyskinésies peuvent débuter, variant en intensité d’un
patient a un autre, et étant trés impactées selon leur état émotionnel. Puis, la L-DOPA perd
en efficacité et la MP progresse de facon associée a une diminution des bénéfices du

traitement.

Plusieurs types de dyskinésies existent : les dyskinésies de phases-off (posture dystonique
et douloureuse, touchant les membres inférieurs) ; les dyskinésies bi-phasiques, apparaissant
lorsque les taux de L-DOPA sont soit tres élevés soit trop faibles et qui sont particulierement
invalidantes ; et enfin les dyskinésies de pic de dose qui sont les plus couramment retrouvées

au cours de mouvements volontaires, au niveau des membres supérieurs, du cou et du visage.

Du fait de I'apparition de ces effets secondaires moteurs qui ne sont pas actuellement
traitables, I'utilisation de L-DOPA est donc retardée au maximum par la prescription préalable

d’un traitement pharmacologique aux agonistes dopaminergiques ou par la diminution de la
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dose de L-DOPA en utilisant une double pharmacologie afin de diminuer les phases-off : L-
DOPA couplée a un IMAO B, un inhibiteur de COMT ou un agoniste dopaminergique (Connolly

and Lang, 2014).

Chez I'animal, il est suggéré que le développement de dyskinésies L-DOPA induites peut
étre dl a une plasticité synaptique corticostriatale dysfonctionnelle dans les boucles motrices
(Bédard et al., 1999). Dans un contexte physiologique, la stimulation électrique a haute
fréquence (SHF) des neurones du cortex moteur induit une augmentation de la transmission
cortico-striatale (potentialisation a long terme, PLT) tandis qu’une stimulation basse
fréquence produit I'effet inverse, c’est-a-dire une diminution de la transmission cortico-
striatale (dépression a long terme, DLT). La lésion de la voie dopaminergique nigrostriée,
caractéristique de la MP, altere cette PLT (Picconi et al., 2003). Dans ces mémes études, le
traitement a la L-DOPA des animaux suite a la |ésion dopaminergique nigrostriatale a permis
d’étudier I'effet du traitement dopaminergique sur ces altérations de plasticité, en fonction
des effets secondaires moteurs développés par les animaux. En effet, suite au traitement par
la L-DOPA, certains animaux ont développé des mouvements anormaux involontaires
similaires aux dyskinésies L-DOPA induites tandis que d’autres n’ont pas développé d’effets
secondaires moteurs. Ainsi, I’étude de I'activité neuronale chez les individus dyskinétiques et
non dyskinétiques a démontré une amélioration des déficits de plasticité sous traitement a la
L-DOPA. En revanche, la L-DOPA chez les individus dyskinétiques ne permet pas de restaurer
la dépression a long-terme (diminution de I'activité neuronale) des neurones du striatum
dorsolatéral aprés une stimulation basse fréquence des neurones du cortex moteur,
contrairement a ce qui est visualisé pour les animaux non-dyskinétiques (Picconi et al., 2003,

2005).
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2.2. Troubles du contrdle de impulsions (TCl)

Les TCl sont définis selon le « Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux »
DSM-V comme étant « une incapacité a résister a une tentation, une impulsion, susceptible

de nuire a soi-méme ou a autrui ».

Le principal facteur de risque d’apparition reste le traitement aux agonistes
dopaminergiques (Corvol et al., 2018; Grall-Bronnec et al.,, 2018) mais plusieurs facteurs
associés peuvent intervenir dans leur développement. Certains troubles sont plus largement
retrouvés chez les hommes que chez les femmes et vice versa tels que respectivement le jeu
pathologique et I’hypersexualité ou les achats compulsifs et la prise compulsive de nourriture.
De plus, un début de MP précoce, un historique personnel de dépression (passée ou présente),
ainsi que le fait d’étre un homme et/ou de ne pas étre marié favorise le développement de
TCl. Le passé du patient, ses habitudes de consommation de drogues et notamment de
drogues dites d’abus (tabac et alcool inclus) ainsi que sa potentielle habitude a jouer a des
jeux d’argent contribuent a I'augmentation du risque de développement de TCI (Bastiaens et
al., 2013; Marques et al., 2018; Weintraub and Claassen, 2017; Weintraub et al., 2010), figure

12).

La difficulté avec ce type d’étude sur patients déja sous protocole médicamenteux est
I’'absence de connaissance du profil individuel avant traitement. Les patients atteints de TCl et
surtout leur entourage, reportent notamment des problémes de jeu pathologique, d’achats
compulsifs, d’hypersexualité, d’'impulsivité (perte de controle), de répétitions d’actions et de
prise compulsive de nourriture (Weintraub et al., 2010). Ces effets secondaires non moteurs
ont un impact significatif sur la qualité de vie des patients et de leurs aidants, de par leur

caractére impulsif / compulsif, répétitif et excessif handicapant. Ils peuvent engendrer des
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problemes financiers, légaux et médicaux importants et se révelent donc étre un enjeu de
santé publique majeur. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence des troubles associés
au développement de ces TCl comme des déficits de ’lhumeur avec notamment la présence

de troubles anxieux et dépressifs (de Chazeron et al., 2019; Santos-Garcia et al., 2021)

Demographic risk factors ) )
e [ AT failure to resist an urge,

temptation, or impulse Clinical risk factors

@' Hypersexuality Medication, early PD,
@ Ak Comorbid depression / anxiety
Compulsive

shopping

« Punding »
« Hobbyism »
« Hoarding »

Premorbid risk factors
Cigarette or alcohol history
Gambling

Associated factors

Impulsivity, novelty seeking,
appetite disorders,
disinhibition

Figure 12 : Récapitulatif des différents facteurs de risques démographiques, cliniques, prémorbides,

neuronaux, associés au développement de TCl dans la MP (d’aprés Weintraub and Claassen, 2017).

ICD = Impulse Control Disorders (ou Troubles du Contréle des Impulsions, TCl)

La prévalence de ces troubles varie d’'une étude et d’un échantillon clinique a I'autre, mais
est estimée entre 13 et 30% (Antonini et al., 2017; Corvol et al., 2018; Perez-Lloret et al., 2012;
Weintraub et al., 2010). Cependant, ces chiffres sont probablement sous-estimés du fait du
mangque de déclaration des patients. Une étude a révélé que 40% des patients présentent un

nouveau TCl aprés 21 mois de traitement, tout en sachant que certains patients les
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développent plus précocement que d’autres : la premiere apparition se déclare entre 3 mois
et 10 années apres le début du traitement (Bastiaens et al.,, 2013). Une seconde étude

démontre que 9% des patients cumulent plusieurs TCI (Antonini et al., 2017).

2.2.1. Le jeu pathologique

Il est rapporté chez les patients parkinsoniens sous traitement dopaminergique a une
prévalence d’environ 5 a 6 % (Antonini et al., 2017; Avanzi et al., 2006; Voon and Fox, 2007;
Weintraub et al., 2010), majoritairement chez les hommes (Singh et al., 2007). Une étude
clinique basée sur le screening de 297 patients (Voon et al., 2006) a démontré que les patients
souffrant de ce trouble étaient particulierement attirés par les jeux a gratification immédiate
tels que les jeux de grattage et les machines a sous (Voon et al., 2009), impliquant des actes
répétitifs et peu de sollicitation cognitive. De plus, les patients présentent des altérations du
traitement de la récompense et de la punition : une hypersensibilité a la récompense et donc
au gain dans le jeu est retrouvée, tandis qu’ils sont trés peu sensibles a la « punition » et donc
a la perte dans le jeu. Plusieurs études ont mis en évidence un état dit
« hyperdopaminergique » chez les patients parkinsoniens ayant développé des TCl quand une
récompense est présentée, avec une sensibilisation des neurones du striatum ventral
induisant une recherche toujours plus importante de la récompense (O’Sullivan et al., 2011;
Ray et al., 2012). Ce déficit du circuit de la récompense peut étre mis en paralléle d’une
augmentation de I'impulsivité chez les patients (Ray and Strafella, 2013) et d’un déficit du
contréle inhibiteur (Haagensen et al., 2020). De plus, des dysfonctions de connectivité entre
le striatum et le cortex cingulaire antérieur sont également mises en évidence (Cilia et al.,

2011).
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2.2.2. L’hypersexualité

Elle est caractérisée par des pensées intrusives, des demandes inappropriées et excessives
de rapports sexuels au conjoint, une attirance pour la pornographie. Ce trouble est souvent
mal vécu par les patients, qui présentent régulierement des troubles dépressifs associés (Voon
etal., 2009). La prévalence est de 3,5%, plus importante chez leshommes que chez les femmes
(Weintraub et al., 2010). Afin d’approfondir les connaissances sur les structures associées au
développement de I'hypersexualité chez les patients parkinsoniens, des études d’imagerie
médicale ont été réalisées et ont permis de mettre en évidence des altérations dans certaines
structures corticales et sous corticales. Ainsi, une augmentation de l'activité du cortex
préfrontal antérieur et du cingulaire antérieur et postérieur (Girard et al., 2019) ainsi que du

gyrus frontal antérieur (Mata-Marin et al., 2021) ont été révélées.

2.2.3. Les troubles du contréle de |a prise alimentaire.

En regle générale, les patients parkinsoniens sont sujets a une perte de poids relative a
une dépense énergétique plus importante expliquée par les symptomes moteurs, notamment
par la rigidité mais également relative aux symptoémes non moteurs induisant I'apparition plus
rapide de la satiété, aux troubles de I'olfaction et de la déglutition. Les patients parkinsoniens
présentent des troubles alimentaires, regroupant notamment la prise compulsive de
nourriture (consommation non contrélée et excessive de nourriture) et englobant I'addiction
a la nourriture. Ainsi, 12,5% auraient développé des prises de nourriture hors repas (jour et
nuit), 7% de la prise alimentaire nocturne et 24,5% de I’addiction a la nourriture (de Chazeron
et al., 2021). Ce trouble met alors en jeu des déficits impulsifs et des dysfonctions du controle
inhibiteur. De plus, des troubles de I’lhumeur telles que dépression et anxiété sont souvent

retrouvés comme facteur de comorbidité chez ces patients (Santos-Garcia et al., 2021). Ce TCI
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est également plus largement retrouvé chez les femmes que chez les hommes (de Chazeron
et al., 2019, 2021). En 2006, Nirenberg et Waters sont les premiers a avoir mis en lumiére des
pulsions alimentaires chez les patients parkinsoniens traités au pramipexole : cette étude s’est
basée sur 7 patients présentant ces troubles et tous ceux ayant réduit la dose journaliére ou

arrété leur traitement les ont vus diminuer (Nirenberg and Waters, 2006).
2.2.4. Les achats compulsifs.

Les patients atteints par ce trouble cedent a des impulsions d’achats irrépressibles,
excessifs et insensés. Ces achats, devenant particulierement chronophages, ont rapidement
un impact social et financier non-négligeable. Les femmes semblent plus particulierement
touchées par ce trouble dont la prévalence générale est de 6% (Antonini et al., 2017;

Weintraub et al., 2010) pour les patients sous traitements aux agonistes dopaminergiques.

2.2.5. Le « punding », le « hoarding » et le « hobbyism »

Ces troubles se définissent comme étant des actions répétées, stéréotypées, peu
productives et sans but précis. Les activités réalisées sont propres a chaque patient, en
fonction de son expérience personnelle, professionnelle et de son vécu (Evans et al., 2004).
Ces activités deviennent donc quotidiennes, omniprésentes et prennent le pas sur les activités
vitales des patients : manger, dormir et les relations sociales peuvent alors passer au second
plan. Les activités consistent souvent a trier, compter, collectionner, démonter / remonter des
objets, sans fin, et leur réalisation aboutit a une satisfaction et a un apaisement (Voon et al.,
2009). La prévalence de ces troubles est estimée a 14% mais est trés probablement sous-

diagnostiquée (Evans et al., 2004).
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Des altérations des boucles cortico-striato-thalamo-corticales sont connues comme étant
contributrices du développement des TCl (Carriere et al., 2015; Cilia et al., 2011; Santangelo
et al., 2019), notamment avec I'implication du NAcc (impulsivité, systéme de la récompense),

du cortex préfrontal (planification et jugement) et du striatum ventral et dorsal (compulsivité).

Effectivement les études d’imagerie permettant de visualiser la perfusion cérébrale sous-
tendent I’hypothése d’une perturbation des régions mésolimbiques. Une hyperactivité de
I'amygdale, de l'insula, du striatum ventral et du cortex orbitofrontal est donc mise en
évidence (Cilia et al., 2008). Le systeme mésolimbique dégénere tardivement dans la MP et
est largement impliqué dans I’'encodage de I'erreur de prédiction et de la récompense. Une
différence entre les niveaux d’expression des RcD3/D2 dans le striatum ventral et le striatum
dorsal est également remarquable. Ceux-ci sont diminués chez les patients parkinsoniens
présentant des TCI (Payer et al., 2015; Stark et al., 2018), comme ils le sont également chez
les patients consommateurs de drogues d’abus. De facon similaire, une étude post-mortem
met également en évidence une expression moindre des RcD3 dans le striatum ventral des
patients ayant présenté des TCI (Barbosa et al., 2019). Cependant, il n’est pas clairement défini
si cette présence plus faible est due au processus pathologique ou a des différences
interindividuelles prémorbides. D’autres études d’imagerie soulignent également une
dénervation plus importante dans le striatum ventral chez les patients parkinsoniens
présentant des TCl ce qui pourrait étayer I’hypothese d’une atteinte différentielle de cette

zone du systeme mésolimbique si les patients développent des TCl ou non.

Du fait de la variabilité interindividuelle a développer ou non des TCl pour les patients
atteints de MP sous traitement dopaminergique, il est raisonnable de s’intéresser a une

possible composante génétique pour étayer notre compréhension de l'induction de ce
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phénomeéne. Plusieurs polymorphismes de génes peuvent étre liés a I'apparition de TCl tels
gue des polymorphismes touchant le géne du RcD3 (Bhattacharjee et al., 2017; Castro-
Martinez et al., 2018), le GRIN2B (sous-unité 2B du récepteur N-méthyl D-aspartate) (Lee et
al., 2009) et le RcD2 (Zainal Abidin et al., 2015), OPRM1 (récepteur opioide) (Cormier-Dequaire

et al., 2018), ou HTR2A (sous type du récepteur sérotoninergique 5-HT2) (Lee et al., 2012)

Les patients parkinsoniens développant des TCI présentent des altérations de leur profil
cognitif. Plusieurs études cliniques et méta-analyses démontrent un déficit de mémoire de
travail, de prise de décision ainsi que de I'impulsivité (Djamshidian et al., 2010; Rossi et al.,
2010). Quelques études ont posé la question différemment et complétent en démontrant que
chez des patients présentant un comportement de joueur pathologique, la voie
dopaminergique mésocorticolimbique (circuit de la récompense) est altérée (Van Holst et al.,

2010).

Aujourd’hui, les TCI entrainés par la prise d’agonistes dopaminergiques ne peuvent pas
étre pharmacologiquement pris en charge. L'alternative proposée aux patients est de
diminuer ce traitement pour basculer vers un traitement a la L-DOPA. Une étude clinique (Jeon
and Bortolato, 2020) a démontré que les traitements pharmacologiques efficaces contre les
TCl idiopathiques — inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (citalopram,
escitalopram, fluvoxamine, paroxetine), modulateurs glutamatergiques (memantine,
topiramate), ou antipsychotiques (asenapine, clozapine, risperidone, ziprasidone,
aripiprazole) — ne sont pas efficaces (modulateurs glutamatergiques et inhibiteurs de la
recapture de la 5-HT) ou n’ont pas d’efficacité démontrée (antipsychotiques) pour les TCI

induits par un traitement aux agonistes dopaminergiques (ici pramipexole et ropinirole).
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2.3. Hypothese de I"'overdose dopaminergique

Le traitement de la MP, notamment aux agonistes dopaminergiques, permet de restaurer
I’équilibre dopaminergique de la voie nigrostriée mais parallelement, stimule de fagon
excessive la voie méso-cortico-limbique qui reste beaucoup moins impactée par la
dénervation (Vaillancourt et al., 2013). Cet excés de stimulation induit une charge
dopaminergique trop importante dans le systeme limbique et dans les structures associées
comme le striatum ventral, le noyau caudé et le cortex préfrontal, pouvant induire des
dysfonctions cognitives. Il a été démontré que le lobe frontal était largement impliqué dans
les fonctions cognitives tels que la mémoire, la flexibilité cognitive, les processus émotionnels
ou encore la prise de décision. De ce fait, une activité dopaminergique régulée est essentielle
pour ces processus alors qu’une stimulation trop intense ou trop faible du RcD1 induit un
dysfonctionnement, notamment sur la mémoire de travail (Floresco, 2013) et sur d’autres
fonctions cognitives comme la flexibilité (Cools and D’Esposito, 2011; Cools et al., 2001a).
Ainsi, la modulation dopaminergique suivrait une courbe en forme de U-inversé, bien que
I'intégrité des efférences glutamatergiques du PFC soit également nécessaire et que le niveau
mésocortical de dopamine soit important. Cependant, dans le PFC, l'inactivation de la
dopamine se fait principalement par dégradation enzymatique, par I'intermédiaire du COMT
puisque sa recapture n’est pas favorisée du fait de la faible expression du DAT (Sesack et al.,

1998) induisant une persistance des effets de la dopamine.
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OBJECTIFS DE LA THESE




Comme indiqué précédemment, le traitement de la MP aux agonistes
dopaminergiques aboutit a I'apparition de symptémes non-moteurs trés handicapants dans

la vie quotidienne des patients et de leur entourage.

Le manque de données relatives a la compréhension des mécanismes sous-tendant
leur développement et leur physiopathologie nous a poussé a orienter ce travail de recherche
dans cette direction. Nous avons donc étudié les rdles respectifs d’'une dégénérescence de la
voie dopaminergique nigrostriatale et d’un traitement chronique au pramipexole sur les
capacités de flexibilité cognitive afin de mettre en exergue une susceptibilité individuelle de
diminution des performances mais également les structures cérébrales différentiellement
impliquées (corticales notamment). Par la suite, les propriétés de plasticité synaptique de la
voie allant du cortex orbitofrontal vers le striatum dorsomédian ont été étudiées afin de
définir les effets du processus neurodégénératif et/ou du pramipexole, en nous basant sur les
études préalablement réalisées dans la boucle motrice, mettant en évidence une altération
des mécanismes de plasticité induit par la dénervation nigrostriatale et le traitement a la L-

DOPA chez les animaux dyskinétiques.

Enfin, 'absence de modele animal de TCl nous a conduit a orienter un autre axe de ce
travail de thése sur le développement d’un modéle animal. Ainsi, nous avons prioritairement
voulu explorer l'impact de la dénervation nigrostriatale et du pramipexole sur le
comportement spontané d’amassement de nourriture ainsi que sur un comportement

opérant permettant d’évaluer la compulsivité.
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METHODES




CHAPITRE 1 —

CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES
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Comme décrit précédemment, il existe plusieurs fagons de modéliser la MP chez I'animal.
Nous avons décidé de nous baser sur la modélisation par une approche virale de surexpression
protéique d’alpha-synucléine humaine mutée en A53T. Ce modele permet de reproduire
plusieurs caractéristiques physiopathologiques de la MP, contrairement aux modéles toxiques
aigus. Effectivement, il induit les déficits moteurs de la pathologie, de facon progressive. La
lésion bilatérale de la SNc n’induit pas de comportement apathique ou d’adipsie / aphagie
comme peut induire une lésion bilatérale réalisée a I'aide de la 6-OHDA. De plus, ce modele
présente également des agrégations protéiques d’alpha-synucléine au niveau nigral et striatal
aboutissant a une perte neuronale dans la SNc et des terminaisons dopaminergiques dans le
STR. Il est connu pour permettre en plus du développement de déficits moteurs, des déficits
non moteurs. Ce type de modélisation est le donc plus pertinent pour les expérimentations
comportementales et électrophysiologiques que nous avons pu mener. Des rats de souche
Sprague-Dawley ont donc été injectés avec un vecteur viral exprimant I'alpha-synucléine
humaine mutée en A53T entre 8 et 10 semaines d’age, bilatéralement dans la SNc, afin
d’induire une dégénérescence dopaminergique d’environ 50% douze semaines apres

I'induction de la lésion.

Ce manuscrit est basé sur I'étude de la physiopathologie des effets secondaires non-
moteurs des traitements aux agonistes dopaminergiques de la MP. Cependant, dans la
littérature il n’existe pas de modéle animal de TCI qui soit simple a réaliser, reproductible et
sur lequel nous pourrions baser des expériences complémentaires pour I'étude de
mécanismes sous-jacents a leur développement. Nous nous sommes donc basés sur les
données cliniques de TCl afin de réaliser plusieurs protocoles comportementaux et de générer

un modele pertinent. De plus, nous avons exploré I'implication de boucles cérébrales connues
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comme dysfonctionnant chez les patients Parkinsoniens ayant développé des TCl dans une
expérience d’électrophysiologie in vivo chez le rat anesthésié afin d’étayer nos connaissances

sur les mécanismes mis en cause dans leur apparition.
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CHAPITRE 2 —

EXPERIMENTATIONS
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1. INDUCTION DE LA LESION DOPAMINERGIQUE ET

TRAITEMENT AU PRAMIPEXOLE

1.1. Chirurgie

Comme décrit précédemment, il est possible de modéliser la MP par I'intermédiaire
de plusieurs stratégies. Nous avons décidé de nous baser sur un modele progressif, généré a

I'aide d’un adénovecteur viral associé.

Pour cela, une anesthésie gazeuse a I'isoflurane est utilisée, pour son aspect sécuritaire
et modulable (induction a 5% isoflurane et 4 litres/minute ; maintien entre 2% et 2,5%
isoflurane et 1,5 litre/minute). Une médication pré, péri et post-opératoire est mise en place :
injection de kétoproféne (anti-inflammatoire non stéroidien) a 10mg/kg trente minutes avant
et au lendemain de la chirurgie, injection d’une solution saline afin de prévenir la
déshydratation, puis de la bétadine et de la xylocaine (anesthésique local) au niveau du site
chirurgical. Lincision du plan cutané au niveau de la boite cranienne est réalisée afin de
prendre les coordonnées d’injection dans la SNc, a partir du bregma : AP -5,1mm et -5,6mm ;
L +/-2,2mm et +/-2mm ; P -8mm. Deux injections de 1uL sont effectuées par hémispheére, a

une vitesse de 0,20uL/minute.

Deux groupes sont générés a l'issue des chirurgies. Le groupe contréle, injecté avec un
AAV2 (CMVie/SynP-GFPdegron-WPRE, 3.7 10%3 gcp/mL) exprimant le transgéne de la GFP et
ayant pour promoteur CMVie/SynP lui permettant une expression neuronale. Le groupe lésé,
injecté avec un AAV2 (CMVie/SynP-synA53T-WPRE, 5.2 103 gcp/mL) exprimant le transgéne

de I'alpha-synucléine humaine mutée en A53T et ayant le méme promoteur (CMVie/SynP).
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Cette modélisation permet une mort progressive des neurones dopaminergiques de la
SNc. Les déficits moteurs apparaissent donc a partir de quatre semaines post-lésion. La Iésion
est caractérisée comme étant stable aux environs de neuf semaines (Bourdenx et al., 2015;
Decressac et al., 2012). Les tests comportementaux sont réalisés en pré-lésion et a 4 semaines

post-chirurgie (stepping test) et/ou a 9 semaines post-chirurgie.

1.2. Traitement

Pour chacun de nos groupes d’animaux (controles et |ésés), un traitement chronique
est mis en place, au pramipexole (PPX) ou a la solution saline. Dépendamment de I'expérience
réalisée, ce traitement chronique sera variable, avec une durée minimale de 10 jours.
L'injection est réalisée en sous-cutanée, dans le pli du cou des rats, a une dose de PPX de
0,3mg/kg depuis une solution concentrée a 0,3mg/mL. Dans les groupes non traités, un

volume équivalent de solution saline a 0,9% est injecté.

2. TESTS COMPORTEMENTAUX

2.1. Le stepping test

L’activité locomotrice des animaux est estimée par le biais du stepping test,
permettant d’évaluer l'akinésie des membres antérieurs (Olsson et al.,, 1995). Ce test
s’effectue en réalisant un léger maintien du train postérieur de I'animal, combiné a la
contention successive de I'une et I'autre des pattes avant contre le flan de I'animal. Ainsi,
I’'animal est déplacé de gauche a droite puis de droite a gauche sur une longueur de 90cm. Le
nombre de pas d’ajustement est déterminé pour chaque patte, en déplacement aller et

retour, et permet de déterminer les déficits moteurs et I'adaptation du mouvement de
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I’'animal. Deux sessions de test sont effectuées par jour (matin et aprés-midi) sur quatre jours
consécutifs. Dans nos expérimentations, les performances post-lésion sont comparées aux

performances pré-lésion.

2.2. Le test de flexibilité cognitive

Le test de flexibilité utilisé est un test de set-shifting (Brady and Floresco, 2015; Darrah
et al., 2008; Istin et al., 2017), réalisé en cage opérante (Med-Associates). Chaque cage est
équipée de deux leviers, chacun surmonté d’un indice lumineux. L’exercice est basé sur la
capacité de I'animal a discriminer deux régles : une regle visuelle et une regle égocentrique.
La récompense utilisée dans ce test est une pastille de sucrose (1118251, TestDiet), délivrée a

chaque réponse correcte de I'animal.

Les animaux sont hébergés en cycle inversé et placés en restriction alimentaire une
semaine avant le début des expérimentations afin de générer une motivation supplémentaire
a réaliser I'exercice demandé. Celui-ci est découpé en deux phases: une phase
d’entrainement et une phase de test. La phase d’entrainement s’effectue les cing premiers
jours, les deux leviers sont actifs et placés du méme c6té que la mangeoire, I'indice lumineux
ne conditionnant pas la récompense. La phase de test (illustrée en figure 13) est réalisée sur
seize jours consécutifs en pré et post-chirurgie ainsi qu’aux jours 1 a 4 et 18 a 21 pendant le
traitement. Les leviers sont placés du co6té opposé a la mangeoire et seulement un est

renforcant.
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Figure 13 : lllustration du test de flexibilité comportementale

réalisé en cage opérante.

En haut, une représentation de la régle visuelle ou la position
de l'indice lumineux détermine le levier actif. En bas, une
représentation de la régle égocentrique ot I'indice lumineux
ne conditionne plus le levier actif mais ol sa position (gauche

ou droite) est renforcante (Brady and Floresco, 2015).

Pendant les 45 minutes de I'exercice, les regles visuelle et égocentrique alternent.
Pendant la regle visuelle (1), le levier renforgant est conditionné par la position de I'indice
lumineux le surplombant. En revanche, au cours de la régle égocentrique, c’est le
positionnement du levier, gauche (2) ou droit (3), qui indique le levier actif renforcant. Chaque
régle ne se présente pas plus de deux fois a I'animal. De plus, chaque jour I'animal débute
I’exercice avec une regle différente. Ainsi sur quatre jours consécutifs, I'enchainement alterne
de la fagon suivante : jour 1, 1-2-1-3; jour 2, 2-1-3-1; jour 3, 1-3-1-2; et jour 4, 3-1-2-1. Le
changement de régle s’effectue apres dix bonnes réponses consécutives. L'indice lumineux ne

se présente pas plus de deux fois successives au méme endroit.

Plusieurs parametres sont étudiés au cours de cette phase de test : le pourcentage
d’erreur global, le pourcentage d’erreur au sein de chaque regle, le nombre de regles
complétées (10 bonnes réponses consécutives). Ainsi, en moyennant les performances des

guatre derniers jours afin de prendre en compte les quatre différents enchainements, un score

83



d’inflexibilité est obtenu en soustrayant le nombre de régles terminées au pourcentage

d’erreur global.

Le score d’inflexibilité ainsi que le pourcentage d’erreur dans chaque regle, également
moyenné sur quatre jours consécutifs, sont comparés a trois temps : pré-chirurgie, post-
chirurgie et sous PPX aigue (jours 1 a 4) et chronique (jours 18 a 21). Le score d’inflexibilité en
pré-chirurgie permet de catégoriser les animaux en trois groupes: les flexibles, les
intermédiaires et les inflexibles. Les animaux flexibles sont ceux qui s’adaptent le plus
facilement au changement de régles et qui ont les scores d’inflexibilité les plus faibles ; les
animaux inflexibles s’adaptent plus difficilement au changement de régle au cours de la phase

de test et ont les scores d’inflexibilité les plus hauts.

2.3. Le test d’amassement

Réalisé dans un open-field aux dimensions de 1m x 0.50m x 0.40m, ce test permet
d’évaluer un comportement naturel du rongeur : 'amassement, pouvant s’apparenter au
comportement de « punding » des patients Parkinsoniens sous traitement aux agonistes
dopaminergiques. Effectivement, le « punding » du patient parkinsonien est caractérisé par
une fascination intense d’objets communs, faisant partie de son quotidien et pour lequel il va
générer des comportement stéréotypés et répétitifs sans but. Ici, I'animal peut mettre en
place des séquences répétitives d’interaction avec les croquettes de nourriture classiques qu’il

connait dans son quotidien.

Pour ce faire, I'animal est mis en restriction alimentaire a 15 grammes de nourriture
par jour, deux jours avant le début des expérimentations afin de créer un léger stress

alimentaire. Dans ce test, I'animal dispose de sa cage d’hébergement et des croquettes sont
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disposées dans l'autre partie de I'open-field. Celles-ci sont au nombre de vingt-quatre et

espacées a distance égale (figure 14).

Figure 14 : Image extraite d’un test

d’amassement.

Sur cette image sont représentées : en 1 la cage

d’hébergement de [I’animal, restant a sa
disposition tout au long de I'exercice ; la zone

croquettes, identifiable par le carré rouge.

Le test est réalisé pendant trente minutes et permet la mesure de plusieurs parameétres
tels que : le temps passé dans la « zone croquettes » ainsi que le temps dédié aux interactions
avec les croquettes de nourriture, le ratio du temps passé en interaction avec les croquettes
sur le temps passé dans la « zone croquettes » et enfin le nombre de croquettes collectées
par session. Le test est réalisé sur cing jours consécutifs en pré et post-chirurgie et sur 10 jours
consécutifs sous traitement au PPX. Les rats sont suivis et enregistrés grace au systéme de
videotracking de ViewPoint. Les vidéos sont ensuite analysées avec le logiciel Solomon Coder.
Les données pré-chirurgie, post-chirurgie et sous traitement chronique au PPX sont

comparées entre elles.
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2.4. Le test de « signal attenuation »

Ce test comportemental permet de mettre en évidence des comportements de type
compulsif et est connu pour mettre en jeu des structures impliquées dans le développement
de TCI (Dardou et al., 2017). Il est réalisé sous légere restriction alimentaire (15 grammes par
jour) et permet d’évaluer les capacités d’atténuation et d’extinction d’un comportement lié a
un signal renforgant. Ici, le signal renforcant est un stimulus composite, généré par la présence
d’un indice lumineux dans la mangeoire et d’'un son. L'exercice est réalisé dans des cages
opérantes (Med-Associates) chacune équipée de deux leviers rétractables. Il est décomposé
en quatre parties : le « magazine training » ou MT, le « lever press training » ou LP, la phase

d’atténuation et la phase d’extinction qui correspond a la phase de test (figure 15).

* Magazine training * Lever press training * Attenuation * Extinction
(MT, 3 jours) (LP, 3 jours) (3 jours)
o o) 3 a3

i & e

A

Pré-chirurgie + Traitement

Figure 15 : Représentation schématique du test de "signal attenuation".

Jalisation de la présence ou non des leviers, de la délivrance de la pastille de sucrose et du stimulus composite

cours des quatre phases de ce test comportemental.
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La phase de MT est réalisée sur trois jours consécutifs. Les leviers sont rétractés et le
stimulus composite indique la présence d’une pastille de sucrose dans la mangeoire, tombant
a intervalle régulier (30 secondes), sans action requise de I'animal. La phase de LP se déroule
également sur trois jours consécutifs. Les deux leviers sont présents dans la cage, a disposition
de I'animal, mais seulement un est renforcant et permet la délivrance d’une pastille de
sucrose, associée au stimulus composite. Ces deux phases de |'exercice sont réalisées en pré-
chirurgie et aprés la Iésion dopaminergique de la voie nigrostriée lorsque les animaux sont
sous traitement au PPX (ou saline). La phase d’atténuation du signal se déroule sur trois jours
consécutifs. Les leviers sont rétractés et le stimulus composite est toujours présent a intervalle
régulier mais ne conditionne plus la présence de la pastille de sucrose dans la mangeoire. Cette
phase permet d’évaluer la capacité de I'animal a intégrer I'arrét du renforcement par le
stimulus composite. La phase d’extinction du signal appelée phase de test, n’est réalisée que
sur une session. Les leviers sont a la disposition de I'animal et a chaque appui sur le levier
renforcant, le stimulus composite est présent mais I'appui sur ce levier n’est pas associé a la
délivrance d’une pastille de sucrose. Cette phase permet de définir le nombre d’appuis sur
chaque levier, renforcant et non renforcant, le nombre de visites a la mangeoire ainsi que le
nombre d’appuis sur le levier renforcant (LR) supplémentaire au premier appui permettant la
délivrance de la récompense, dans un essai suivi d’une visite a la mangeoire (essai complété —
ELP-C) ou non (essai non complété — ELP-U). Les phases d’atténuation et d’extinction ne sont
réalisées que sous traitement au PPX. Cet exercice permet donc d’étudier le comportement

compulsif de I'animal en comptabilisant les appuis compulsifs sur les leviers présentés.
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3. ELECTROPHYSIOLOGIE

Nous avons mis en place une exploration électrophysiologique in vivo de la plasticité
frontostriatale chez le rat anesthésié dans le but d’étudier des dysfonctionnements de cette
voie cérébrale connue pour étre impliquée dans le développement des troubles du contrdle
des impulsions. Différents groupes ont été générés, pour évaluer I'impact de la lésion
nigrostriatale et/ou du traitement chronique au pramipexole : un groupe contrdle, un groupe
|ésé présentant une dénervation de la voie nigrostriée, un groupe contréle traité

chroniquement au pramipexole et un groupe |ésé traité chroniquement au pramipexole.

Des enregistrements des neurones striataux suite a une stimulation corticale dans le
cortex orbitofrontal ont été effectués. L’électrode de stimulation est placée aux coordonnées
suivantes a partir du bregma : AP+3mm; L -2mm; P -5,5mm tandis que I"électrode
d’enregistrement est descendue progressivement dans le striatum dorsomédian
(AP +0,5mm; L -1,75mm ; -4,5mm < P < -6mm). Lorsqu’un neurone striatal répondant a la
stimulation corticale est enregistré, nous cherchons progressivement lintensité de
stimulation qui nous permet d’obtenir une probabilité de réponse de 50%. Nous réalisons
ensuite un enregistrement basal de 20 minutes et si la probabilité de réponse du neurone
reste stable, nous réalisons une stimulation haute fréquence (SHF) avec deux trains de 100
pulses a 50Hz espacés de 10 secondes a l'intensité de stimulation entrainant une probabilité
de réponse de 100%. La probabilité de réponse du neurone a la stimulation corticale
permettant d’obtenir 50% de réponse au cours de |'enregistrement basal est de nouveau
étudiée, au cours des 45 minutes suivant cette SHF. La réponse obtenue est une augmentation
de cette probabilité de réponse, traduisant une potentialisation a long-terme (PLT). Le

protocole expérimental est récapitulé dans la figure 16 ci-dessous.
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Figure 16 : Récapitulatif du protocole de stimulation haute fréquence.

Schématisation de la localisation des électrodes de stimulation dans le cortex orbitofrontal (1) et d’enregistrement
dans le striatum dorsomédian (2). Des exemples de tracés électrophysiologiques permettent de visualiser la
réponse d’un neurone épineux de taille moyenne a la stimulation du cortex orbitofrontal, avant (a gauche du
protocole) et aprés stimulation haute fréquence (a droite du protocole). En noir sont représentés des essais de
stimulation qui n’induisent pas de réponse striatale tandis qu’en rouge sont représentés les essais de stimulation

induisant la genése un potentiel d’action.

Le rat est ensuite injecté avec une dose sublétale de doléthal (120mg/kg) de facon a
induire une profonde anesthésie et a réaliser une perfusion intracardiaque de NaCl 0,9% suivie
de paraformaldéhyde 4% pour récupérer le cerveau et réaliser une immunohistochimie anti-
TH permettant de visualiser la dégénérescence de la voie nigrostriée. De plus, les coupes de
cortex sont contre-colorées au crésyl-violet pour vérifier la localisation de notre électrode de

stimulation.
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4. ANALYSES POST-MORTEM

4.1. Coupes et Immunohistochimie

Une fois les cerveaux post-fixés et cryoprotégés (dans une solution de sucrose 20%), des
coupes coronales de 50uM sont réalisées en 6 séries pour les structures suivantes : cortex,
striatum et substance noire. Elles sont ensuite stockées a -20°C dans une solution
cryoprotectrice. Des marquages de la TH et de c-fos sont effectués. Pour cela, trois ringages
TBS 1X sont effectués avant de réaliser une extinction de I’activité des péroxydases endogenes
par un bain de 10 minutes de H20,. Un bain d’1h30 dans un tampon de blocage 3% BSA (bovin
serum albumin) et 0,3% Triton dans du TBS 1X est effectué. L’anticorps primaire anti-TH
(1/10000, 22941, Immunostar, USA) ou anti-c-fos (1/4000, sc 271243, Santa Cruz, USA) est
incubé respectivement pendant 24 heures ou toute la nuit (soit environ 16 heures) a 4°C dans
du tampon de blocage. Apreés trois rincages TBS 1X successifs, les coupes sont incubées 1
heure a température ambiante avec I’anticorps secondaire (1/500, BA-9200, Vector
Laboratories) dans du tampon de blocage. Puis une nouvelle série de lavage est effectuée
avant 'incubation avec le kit de substrat de la péroxydase (SK-4100 kit, Vectorlabs), amplifiée
par le kit-ABC (PK-6100, Vectorlabs) afin de révéler le signal. Les coupes sont ensuite montées

sur des lames gélatinées et couvertes avec du DePex.

4.2. Evaluation de la neurodégénérescence par comptage stéréologique

des neurones TH positifs et de la densité de neurones c-fos positifs

Les neurones TH positifs de la substance noire sont comptés a I'aide de la méthode du
fractionneur optique sur une des séries de SNc, comme précédemment décrit (Engeln et al.,

2016). Un échantillonnage aléatoire systématique a été réalisé avec le logiciel Mercator Pro

90



V6.5 (Explora Nova) couplé a un microscope Leica 5500B. Suite a la délimitation de la SNc a

I'objectif x5, le comptage a été fait a I'objectif x40.

La densité de neurones c-fos positifs a été évaluée dans le striatum, le noyau
accumbens (core et shell), le cortex orbito frontal (ventral et latéral) et le cortex préfrontal
médial (A32D et A32V). Les zones ont été délimitées respectivement d’apres les coordonnées
AP : bregma + 1,68mm pour le striatum et le NAcc ; AP : bregma + 4,68mm pour les structures

corticales de I’atlas rat Paxinos et Watson.

4.3. Statistiques

Toutes les données sont exprimées en moyenne plus ou moins I'erreur standard de la
moyenne (SEM) et analysées avec le logiciel GraphPad Prism 8. La normalité est
systématiquement testée avec le test de Kolmogorov-Smirnov. A la suite de I'étude de
distribution des valeurs, les données suivant une loi normale et ayant donc une distribution
Gaussienne sont analysées avec une ANOVA (analyse des variances) suivie d’un test de
comparaison multiple (post-hoc Tukey). Si seulement deux jeux de données sont analysés,
c’est un t-test de Student qui est effectué. En revanche, si les jeux de données ne suivent pas
une distribution normale, alors un test de Krukal-Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn ou
un test de Mann-Whitney sont appliqués. Quand des corrélations sont effectuées, elles sont
réalisées avec une corrélation de Pearson. Un niveau de significativité minimal de p<0,05 est

retenu pour chaque test statistique.
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RESULTATS




1. Flexibilité cognitive et MP, identification d’une

susceptibilité individuelle.

1.1. Résultats principaux

Notre premier projet s’est intéressé a I'étude de l'impact de la dégénérescence
dopaminergique nigrostriatale et du traitement chronique au pramipexole sur les capacités

individuelles de flexibilité cognitive (résumé graphique en figure 17).

Effectivement, les patients parkinsoniens peuvent présenter une altération de leurs
fonctions exécutives, notamment de flexibilité cognitive. Nous savons que les capacités de
flexibilité cognitive reposent notamment sur I'implication de boucles corticostriatales, que

I’on connait comme étant modulées par la dopamine.

Les capacités de flexibilité cognitive sont évaluées en pré-chirurgie, post-chirurgie et sous
traitement chronique au pramipexole a 'aide d’une tache de « set-shifting » présentant une
alternance d’une dimension visuelle et d’'une dimension égocentrique. Les résultats pré-
chirurgie nous permettent de distinguer trois groupes d’animaux présentant des capacités de
flexibilité différentes, nommés flexibles (FLEX) pour les meilleurs, intermédiaires (INT), et
inflexibles (INFLEX) pour les moins performants. L'objectif de I’étude était d’étudier I'impact
de la Iésion nigrostriatale, du traitement chronique au pramipexole et des deux cumulés sur
les capacités individuelles de flexibilité. Ainsi, nous avons mis en évidence que les
performances de flexibilité cognitive sont impactées apres la |ésion de la voie nigrostriée mais
uniguement chez les animaux catégorisés comme étant initialement flexibles. Le traitement

chronique au pramipexole détériore les capacités de flexibilité cognitive pour les individus
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flexibles controles et |ésés bien que son effet délétére soit plus important chez les |ésés que
chez les contrdles. Chez les animaux intermédiaires, le pramipexole induit une augmentation
du score d’inflexibilité chez les contrbles et les Iésés, plus importante chez les lésés. Les
individus inflexibles lésés sont impactés par le traitement chronique au pramipexole,
contrairement aux individus inflexibles controles.

Lorsque nous nous sommes intéressés aux détails de I'exercice de « set-shifting » nous
avons mis en évidence des impacts différents sur les deux dimensions, visuelle et
égocentrique, de I'exercice. Ainsi, la dimension visuelle n’est impactée ni par la dénervation
de la voie nigrostriée ni par le traitement au pramipexole chez les animaux flexibles et
intermédiaires tandis que les animaux inflexibles présentent une augmentation de leur
pourcentage d’erreur. Concernant la dimension égocentrique, celle-ci est impactée par la
|ésion nigrostriatale et par traitement au pramipexole chez les animaux flexibles avec un effet
délétere plus important apres Iésion. L'impact négatif chez les animaux intermédiaires n’est
lié gu’au traitement au pramipexole, tandis que les performances des animaux inflexibles dans
cette regle égocentrique ne sont pas impactées, ni par la Iésion ni par le traitement chronique

au pramipexole.

La dénervation de la voie dopaminergique nigrostriée et le traitement au pramipexole
impactent différentiellement les capacités de flexibilité cognitive ce qui nous permet de
suggérer que la susceptibilité de développer des troubles du contréle des impulsions aprées la
prise de médication dopaminergique tel qu’un agoniste D3/D2 comme le pramipexole

pourrait étre dépendante des différences de performances pré-morbides.
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Les résultats principaux de ce premier projet sont résumés dans la figure 17 ci-dessus et

I’ensemble de ce travail fait actuellement I'objet d’un article en cours de soumission (article

1).

FLEX \ FLEX \\

o
e
§
o
Tache de flexibilité cognitive ;
« set-shifting » ¢ INT == INT \\
Injection AAV (SN¢) &
Visual rule ©
on off = i
o 0o T o - Pramlpfexole
" e < INFLEX m chronique  INFLEX
- 1 | ol
INT B
Egocentric rule ~ \ .
o O||0 O FLEX = FLEX \
nonghl | INFLEX
% % ——
% INT == INT \
INFLEX o INFLEX ==

Figure 17 : Effets de la dégénérescence dopaminergique et du pramipexole sur les scores d’inflexibilité.
FLEX = flexible, INT = intermédiaire, INFLEX = inflexible ; AAV : adénovecteur viral ; SNc = Substance noire pars

compacte ; GFP = green fluorescente protein.

Les fleches rouges représentent une dégradation des performances dans la tdche de flexibilité cognitive tandis

que les signes « égal » noirs correspondent a un maintien des performances.
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Loss of behavioural flexibility depends
on individual premorbid performances

in experimental Parkinsonism
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ABSTRACT:

Subtle cognitive impairment can occur early in the course of Parkinson’s disease and may manifest
under different forms of executive dysfunction such as impaired cognitive flexibility. The precise
contribution of nigrostriatal dopaminergic neurodegeneration to these non-motor features of the
disease 1s poorly known. Whether such type of cognitive impairment associated with the disease
process may also predate and contribute to the development of non-motor side-effects following
dopamine replacement therapy remains largely unknown. Here, we investigated the respective
contributions of nigrostriatal degeneration and chronic treatment with pramipexole treatment on
behavioural flexibility in a rat model of Parkinson’s disease induced by bilateral viral-mediated
expression of human a-synuclein in the substantia nigra pars compacta. Behavioural flexibility was
assessed at baseline, after nigrostriatal degeneration, and duning chronic pramipexole treatment using
a set-shifting task requining switching between a visual and an egocentric rule. Nigrostratal
dopaminergic neurodegeneration impaired behavioural flexibility in flexible but not in inflexible rats.
Pramipexole induced a decrease of behavioural flexibility that was exacerbated in lesioned rats.
Furthermore, the deficits observed in lesioned rats affected different rules of the task between flexible
and mflexible rats. These results indicate that nigrostriatal degeneration and pramipexole unequally
impair behavioural flexibility, suggesting that the susceptibility to develop non-motor features over
the course of the disease and impairments upon treatment initiation could primanily depend on pre-

morbid differences in behavioural flexibility.
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INTRODUCTION

Non-motor features of Parkinson’s disease (PD) and non-motor side effects of dopamine replacement
therapy are important factors contributing to the decreased quality of life of the patients.’* Within the
large spectrum of non-motor symptoms, subtle cognitive impairment can occur early during the course
of the disease and may manifest under different aspects of executive dysfunction, such as attentional,

memory deficits, as well as decreased cognitive flexibility *5

Dopamine replacement therapy with dopaminergic D2/D3 agonists 1s widely used to relieve motor
symptoms but is associated with compulsive behaviours designed as impulse control disorders (ICD)
in a significant proportion of patients.”'° ICD are defined by the inability to refrain the urge to
repeatedly engage in behaviours leading to harmful personal, social or financial consequences such as
pathological gambling. hypersexuality, binge eating or compulsive shopping '° The fact that ICD affect
only a subset of PD patients suggests a significant role for an underlying individual vulnerability as a
predisposing factor >

Executive functions contribute to develop adapted goal-directed behaviours and several clinical studies
have highlighted impairments in PD patients with ICD.!*"1* Particularly. working memory. visual-
spatial planning, reward processing and cogmitive and behavioural flexibility (set-shfting, task
switching) are impaired.!’> 1*15 Cognitive flexibility represents the ability to switch thinking between
concepts and behavioural flexibility is defined as the ability to adapt behaviour according to
environmental changes. As tests assessing cognitive flexibility require behavioural responses, both
constructs are intimately associated.’® Whether such type of cognitive impairment associated with the

disease process may predate and/or contribute to the development of ICD remains largely unknown.

The pathophysiology of executive dysfunction mvolves dopaminergic and non-dopaminergic
(cholinergic, noradrenergic and serotonergic) systems, leading to the dysfunction of frontostriatal

circuits.!” Interestingly, frontostriatal dysfunction has been identified in PD patients with ICD ' ¢,
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suggesting some pathophysiological overlap between non-motor symptoms of PD and non-motor side
effects of dopamine replacement therapy. The occurrence of these non-motor features early in the

course of the disease further suggest a possible contribution of nigral dopaminergic neurons.

Here, we used a rat model of PD induced by viral-mediated expression of a-synuclein in the substantia
nigra pars compacta (SNc) > to probe the potential contribution of the nigrostriatal pathway to
behavioural flexibility and the possible implications for developing further impairments under
dopamine replacement therapy. To this end, we investigated interindividual responses to nigrostriatal
degeneration on behavioural flexibility in a set-shifting task, as well as the effects of pramipexole
(PPX), one of the most widely used dopaminergic treatment that 1s also implicated in ICD.

METHODS

Subjects

All experiments were approved by the local ethical commuttee (Comethea Poitou-Charentes C2EA-
84, study approval #11562-2017092810291542) and performed under the European Directive
(2010/63/EU) on the protection of animals used for scientific purposes. Male Sprague Dawley rats
(n=52, 175g. Janvier, France) were housed on a reversed 12h cycle. After seven days of habituation,
they were food restricted to 15g per day one week before behavioural studies. Water was available ad
libitum.

Flexibility procedure

This procedure requires operant chambers (Med Associates, USA) equipped with two 1dentical levers,
each surmounted by a light cue. Before assessment of set-shifting abilities, five consecutive tramning
sessions were performed durning 1 hour session to train the rat to press the levers and to collect the
reward in the magazine. The two levers were active and presses on each allow the obtention of sucrose

reward. Behavioural flexibility was assessed before surgery (baseline, 16 sessions, after the training
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sessions), 9 weeks after nigrostriatal degeneration (post-AAV surgery, 16 sessions) and dunng chronic
PPX treatment (days 1 to 4, days 10 to 13 and days 18 to 21). with a set-shifting task requining
disciminating between two rules based on two distinct perceptual dimensions: wvisual and
egocentric. > Experiments were performed daily during 45 minutes sessions. The visual and
egocentric dimensions alternated during test sessions. Duning the visual rule, the active lever was
determined by the position of the light cue above it. Duning the egocentric rule, only one lever (nght
or left) was active, independently of the position of the light cue (Fig 1A). For each rule, the position
of the light cue was randomly determined and could occur above the same lever only for two
consecutive trials.

A good lever choice led to obtain a 45mg sucrose pellet reward (TestDiet, UK). Otherwise, a sound
was triggered, and the house-light was tumed on for twenty seconds (time-out). A new tnial start
automatically, at least after time-out or after the sucrose pellet collection if it occurs after the 20
seconds time-out. Rules alternated after ten correct responses. Each dimension (visual and egocentric)
was presented at most twice per session. For each session, the percentage of incorrect responses (error
percentage) and the number of completed rules were quantified. An inflexibility score was determined
for each rat as the mean emor percentage minus the number of completed rules over the last four
sessions. Rats were clustered in tertiles, based on their baseline inflexibility score: Flexible (FLEX,
n=17), Intermediate (INT, n=17) and Inflexible (INFLEX, n=18). Dunng the PPX treatment, six rats

were mactive and not performed any press on levers. These rats were excluded.

AAV- g-synuclein-mediated lesion

Upon completion of baseline testing, FLEX, INT and INFLEX rats were randomly assigned to the
sham or lesioned group. Rats were anesthetized with 1soflurane and placed in a stereotaxic frame (Kopf
Instruments®). Pre-surgical analgesia was performed with ketoprofen (10 mg/kg, 1.p.) and local
analgesia with 2% xylocaine gel. Two bilateral injections were performed in the SNc (in millimeters

from bregma and dura, AP: -5.1 and -5.6 ; ML : +/-2.2 and +/-2 ; DV : -8) with 1pL of AAV2
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expressing human AS53T a-synuclein (CMVie/SynP-synAS3T-WPRE, 5.2 10" gcp/mL) or AAV?2
expressing GFP (green fluorescent protein. CMVie/SynP-GFPdegron-WPRE, 3.7 10" gcp/mL) at
0.2uL/min as previously described. % 2*. Post-surgical analgesia was performed with ketoprofen (10
mg/kg/day, 1.p.). Akinesia was estimated twice a day dunng four consecutive days using the stepping
test as previously described 2 at baseline, 4 and 9 weeks after surgery, and following chronic PPX

treatment.

Treatment
PPX (Sequoia Research Products, UK) was prepared daily in stenle saline and administrated
subcutaneously at a dose of 0,.3mg/kg/day for 21 days (Engeln 2016). Behavioural flexibility was

tested 45 minutes after PPX mnjection (Rokosik and Napier 2012).

Tissue processing and histopathological analysis

Brain collection was performed after the last flexibility session. Sodium pentobarbital (120mg/kg, 1.p.)
was injected prior to an intracardiac perfusion with 200 mL 0.9% NaCl followed by 200 mL ice-cold
4% paraformaldehyde. Overight post-fixation in the same fixative and cryoprotection m H20/20%
sucrose at 4°C were realized. Brains were frozen in 1sopentane at -40°C and stored at -80°C. Serial 50
pum coronal free-floating sections were collected and stored at -20°C in a cryoprotectant solution.
Sections were processed for immunohistochemistry against tyrosine hydroxylase (TH, 1/10000,
22941, Immunostar, USA). TH positive neurons were counted using the optical fractionator method
on every 6% section of the SNc as previously described.>* Systematic random sampling was performed
with the Mercator Pro V6.5 (Explora Nova) software coupled with a Leica 5500B microscope.

Following delineation of the SNc with x5 objective, counting was done with x40 objective.

Statistical analysis
Data are expressed as mean + Standard Error of the Mean and analyzed using GraphPad Prism 8

software. Normality was tested with the Kolmogorov-Smimov test. Data having a Gaussian
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distribution were analyzed using two-way analysis of vanance (ANOV As) followed by Tukey’s post-
hoc multiple comparisons test, except when comparing only two groups where a Student’s t-test was
performed. Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test, or Mann-Whitney test were applied
when data did not follow a normal distribution. The following vaniables were analyzed: lesion (sham
vs lesioned), time (baseline, post-AAV, PPX) and flexibility status (FLEX, INT, INFLEX).
Correlations were performed with Pearson’s correlation. For all analyzes, ap value<0.05 was

considered significant.
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RESULTS

Characterization of the population based on basal inflexibility score

Upon completion of baseline sessions, the analysis based on the inflexibility score allowed segregating
three different groups (H=45.50, df =2, p<0.0001, Fig 1A): FLEX, INT and INFLEX (FLEX vs INT:
p<0.01, INT vs INFLEX: p<0.01, FLEX vs INFLEX p<0.0001). Baseline error rate was higher for the
egocentric dimension than for the visual dimension 1n all groups (F1, 100= 47.02, p<0.0001; FLEX:
p<0.05, INT: p=<0.001, INFLEX: p<0.001, Fig 1B) indicating better performances when the active
lever was indicated by a visual cue. Moreover, INFLEX animals made more errors than FLEX animals
both in the visual and egocentric dimensions (Fz, 100 = 14.15, p<0.0001; visual: p<0.05, egocentric:

p<0.001, Fig 1B).

Alpha-synuclein-induced nigrostriatal degeneration and motor deficits.

Stereological counts showed that viral-mediated expression of a-synuclein led to a significant loss of
TH-positive neurons in the SNc (-42.56%, t = 9.898; df = 51; p<0.0001 Fig 1C). The extent of the
lesion was independent of baseline flexibility and each group that underwent viral-mediated expression
of a-synuclein presented a similar loss of SNc neurons compared to their sham counterparts (Fig
1D).Viral-mediated expression of a-synuclein in the SNc induced progressive bilateral motor deficits
with a significant effect of the lesion (F1,204= 316.8, p<0.0001), time (F3,204= 77.04, p<0.0001) and
lesion X time interaction (F3 204=45.23, p<0.0001. Fig 1E). Motor deficits were significant at 4 weeks
post-AAV (p<0.0001), worsened at 9 weeks (p<0.0001) and were improved by PPX (p<0.0001). The
magnitude of stepping deficits was similar between all lesioned rats regardless of the mitial

inflexibility score (Fig 1F).
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Effects of dopaminergic neurodegeneration and chronic freatment with pramipexole on
behavioural flexibility

When considening the entire rat population with no distinction between FLEX, INT and INFLEX
groups, there was a significant effect of the lesion (F, 153 = 48.88, p<0.0001), time (F2, 153 = 60.75,
p<0.0001) and lesion X time interaction (F2,153=12.75, p<0.0001, Fig 2A). Viral-mediated expression
of a-synuclemn had no significant effect on inflexibility score when compared with baseline
performances, but lesioned rats displayed worse performances than their sham counterparts after AAV
surgery (p<0.001). Chronic treatment with PPX induced a significant worsening of behavioural
flexibility in both sham and lesioned animals compared with post-AAV (p<0.0001, Fig 2A). However,
this deletenious effect of PPX was more pronounced in lesioned than in sham amimals (p<0.0001, Fig
24).

When considenng individual inflexibility score, this parameter was differentially affected both by
nigrostniatal lesion and by PPX (Fig 2B, each color rectangle representing an animal). In FLEX
animals there was a significant effect of the lesion (F; 45 = 18.50. p<0.0001), time (F>, 43 = 32.68,
p<0.0001) and lesion X time interaction (F2, 2e= 6.01, p<0.001, Fig 2C). Nigrostriatal lesion induced
a significant deterioration of set-shifting compared with baseline (p<0.05). If PPX treatment worsened
the inflexibility score both in sham (p<0.01) and lesioned FLEX rats (p<0.05), this deleterious effect
was more pronounced in lesioned than 1n sham animals (p<0.01). In INT rats, there was a significant
effect of the lesion (F1, 45 = 38.08, p<0.0001), time (Fa, 5 = 60.50, p<0.0001) and lesion X time
mteraction (F2, 45 = 8.43, p<0.001, Fig 2D). If baseline performances were not affected by the
dopaminergic denervation, PPX induced an increase of the inflexibility score in both sham and
lesioned rats (p<0.0001), and this deleterious effect was higher in lesioned than in sham rats
(p<0.0001). In INFLEX rats, there was no difference between sham and lesioned rats at post-AAV,
and only lesioned rats were affected by chronic PPX treatment (p<i0.001 vs post-AAV and vs sham,

Fig 2E).
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These results indicate that a-synuclein induced nigral degeneration impairs behavioural flexibility only
in FLEX animals and that the lesion potentiated the deleterious effect of PPX on behavioural flexibility
i all animals. Moreover, the magnitude of the deleterious effect of PPX on flexibility negatively
correlated with the inflexibility score before PPX treatment both in sham (r=-0.5841, p<0.001, Fig 2F)

and lesioned animals (=0.4777, p<0.05, Fig 2G).

Effects of dopaminergic neurodegeneration and PPX on each dimension of the set-shifting task.
As the set-shifting task involves rules based on two distinct perceptual dimensions (visual and
egocentric), we assessed how each dimension was affected by the lesion and by PPX. The visual error
rate was not impaired by the dopaminergic lesion or by PPX in FLEX and INT rats (Fig 3 A-B).
However, in INFLEX rats, there was a sigmficant effect of the lesion (F1,4s= 5.25, p<0.05), lesion X
time interaction (F2, 4z = 7.18, p<0.01), and PPX increased the visual error rate in INFLEX lesioned
animals compared to their sham counterparts (p<0.001, Fig 3C). Regarding the egocentric dimension,
there was a significant effect of the lesion (F;_ss=9.64, p<0.01) and time (F; 4g=40.83, p<0.0001) in
FLEX animals that displayed a significant deficit after PPX compared to post-AAV (sham: p<0.001,
lesioned: p<0.0001, Fig 3D). In addition, this deficit induced by PPX was greater in lesioned that in
sham rats (p<0.01 Fig 3D). The error rates of INT sham and lesioned animals during the egocentric
rule were also significantly higher after PPX treatment compared with post-AAV (p<0.01, Fig 3E).
Conversely, the performances of INFLEX sham and lesioned amimals in the egocentric dimension were
unaffected by the lesion or by PPX (Fig 3F).

We also assessed the effect of the dopaminergic lesion and PPX on the number of completed rules
during the task. In the FLEX group, there was a significant effect of the lesion (F1 4e=12.59, p<0.001),
time (F2,4¢= 12.61, p<0.001) and lesion X time interaction (F2, s2=4.16, p<0.05). FLEX lesioned rats
displayed a smaller number of completed rules at post-AAV compared with their sham counterparts
(p<0.05, Fig 3G) that further decreased after PPX (p<0.05). A similar effect was observed in INT rats
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(lesion: F1 45= 25.8, p<0.0001, time: F> 45= 0.0001 and lesion X time: F2 45= 9.6, p<0.001), with
lesioned rats displaying less completed rules post-AAV compared with shams (p<0.01, Fig 3H). The
number of completed rules further decreased after PPX (sham: p<0.05, lesioned: p<0.01, lesioned vs
sham: p<0.0001, Fig 3H). In INFLEX rats, the main effect of the lesion (F1,4s= 16.12, p<0.001) and
time (F2,45= 5.68, p<0.01) were evidenced only as a decreased number of completed rules after PPX

1n lesioned rats (p<0.01, Fig 3I).

DISCUSSION

Cognitive impairment is a frequent non-motor feature of PD affecting up to 30% of newly diagnosed
PD patients 26 and can manifest under different forms including executive dysfunction such as
cognitive and behavioural flexibility deficits.> Although the pathophysiology of these non-motor
symptoms 1s still incompletely understood, executive dysfunction 1s at least partially associated with
a dopamine-dependent dysfunction of fronto-striatal circuits.? Interestingly. altered activity of fronto-
stniatal circuits, decreased cognitive flexibility and set-shifting have also been reported 1n PD patients
with ICD, ! 13:26.27 gygoesting that interindividual differences in executive function prior to treatment

initiation could contribute to the increased vulnerability of some patients to develop ICD.

This study aimed at investigating the contribution of nigrostriatal degeneration and dopamine
replacement therapy with PPX on interindividual differences in behavioural flexibility. Using a
validated set-shifting task performed at the premorbid stage, after nigrostriatal degeneration and
following chronic treatment with PPX in a rat model of PD, we demonstrate that nigrostniatal
dopaminergic loss unequally affects behavioural flexibility depending on baseline performances. We
further show that the deleterious effects of PPX on behavioural flexibility are increased in rats with

nigrostniatal degeneration.
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Our results provide the first experimental evidence that nigrostniatal dopaminergic neurons contribute
to set-shifting abilities and demonstrate a differential implication for set-shifting abilities depending
on baseline performances. Indeed, a deleterious effect of nigral neurodegeneration was only observed
in FLEX rats, whereas the performances of INT and INFLEX animals were unaffected. Stereological
counts of nigral neurons demonstrated a similar level of denervation between FLEX, INT and INFLEX
rats, indicating that this effect could not be attributed to a different magnitude of the lesion. These
results are in agreement with clinical studies showing that PD patients display cognitive flexibility
deficits as shown by an impaired ability to ignore irrelevant/distracting information, increased
perseveration and leamed irrelevance. > ?® Even though the precise mechanisms underlying this
mvolvement of the nigrostniatal pathway on set-shifting remam to be elucidated, there is evidence
pointing toward a role for interindividual differences in dopamine homeostasis, as suggested by studies
showing associations between polymorphisms in the catechol-O-methyltransferase gene and
behavioural flexibility, both in the general population > and in PD patients ** An association between
polymorphisms in the dopamine transporter gene, fronto-stniatal activation and set-shifting
performances in PD patients further supports a role for interindividual differences in dopamine
homeostasis as a substrate underlying behavioural flexibility. 3!

Frontostriatal loops are implicated in behavioural flexibility and can be modulated by dopaminergic
pathways at multiple levels. This modulation has been mostly studied in the prefrontal cortex and
ventral striatum in rodents, and local infusion of dopamine agonists or antagonists can alter different
aspects of behavioural flexibility. In the prefrontal cortex, local infusion of D1 or D2 antagonists
impair set-shifting whereas D1 or D2 agonists have no effect. 3 In the nucleus accumbens, blockade
of D1 or increased stimulation of D2 receptors both impair set-shifting, suggesting that a critical
balance between activation of D1 and D2 receptors is required for optimal performances.** Here, we
provide evidence for a contribution of D3 receptor activation by demonstrating that systemic

administration of PPX decreases behavioural flexibility. Importantly, our results indicate that
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nigrostriatal degeneration acts as an aggravating factor since this deleterious effect of PPX was
markedly exacerbated in lesioned rats. In non-lesioned rats, PPX was also found to differentially
undermine set-shifting abilities depending on basal performances, with FLEX and INT animals being
impaired whereas INFLEX animals were unaffected. Conversely, all lesioned rats were impaired by
PPX regardless of their basal flexibility status. However, INFLEX lesioned rats showed a significant
impairment only in the visual dimension whereas FLEX and INT rats were impaired only in the
egocentric dimension, indicating a decreased ability to ignore the irrelevant and distracting visual
information in the task. This deleterious effect of a D3 preferning agonist on set shifting abilities 1n
rats with nigrostniatal degeneration 1s in agreement with previous work showing that a D3 antagonist
was able to improve performances in an attentional set-shifting task in parkinsonian monkeys 3* Our
results showing a pro-inflexible effect of PPX are also in line with previous findings showing that D3

knock-out mice display better performances in a set-shifting task 3

Even though executive impairment 1s common in PD, with one third of patients displaying some degree
of executive dysfunction at the time of diagnosis *°, there is a noticeable clinical heterogeneity that
may reflect the contnbution of genetic factors (as discussed above), specific pattems of
neurodegeneration and disease progression, as well as premorbid interindividual differences in
cognitive performances.® In this regard. our preclinical results help understanding such clinical
heterogeneity by demonstrating that nigrostriatal degeneration leads to contrasting outcomes on
behavioural flexibility depending on premorbid performance levels. Therefore, individuals who were
the most flexible prior to nigral neurodegeneration might experience a drastic alteration of their
behavioural flexibility, whereas poorly flexible individuals could be much less affected. These findings
also have implications for the pathophysiology of ICD in PD since clinical studies have reported
impairment in cognitive flexibility and set-shifting in ICD.3: ° Our results with PPX highlight that the
deleterious effect of this drug 1s not only exacerbated by the loss of nigrostriatal neurons but involves

impairments in different dimensions of the task (egocentric vs visual rules) between flexible and
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mnflexible individuals. Taken together, our results suggest that the vulnerability to develop non-motor
impairments upon treatment initiation could depend on pre-morbid mnterindividual differences in

behavioural flexibility.

110



Acknowledgements: The Université de Poitiers and the Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale provided infrastructural support. This work was supported by Fondation de France (grant
#00086205), région Nouvelle Aquitaine CPER 2015-2020 and FEDER 2014-2020 programs. The
authors thank Dr Laure Belnoue for help with some experiments and Dr Erwan Bezard for useful
comments and suggestions on the manuscript. This study has benefited from the facilities and expertise
of PREBIOS core facility at the University of Poitiers. The funders had no role in study design, data

collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Contributors: MD research project organization and execution, statistical analysis. writing of the first
draft and review of manuscript. EB conception and execution research project, review and critique of
manuscript. MF execution research project, review and critique of manuscript. MS research project
conception, review and critique of manuscript. MBM research project conception, organization and
execution, statistical analysis, review and critique of manuscript. POF research project conception,

organization and execution, statistical analysis, manuscript review and cntique.

Financial Disclosures of all authors for the preceding 12 months

EB. MF. MBM: none.

MD has received grant support from France Parkinson.

MS has recetved grant support from the IRESP « IRESP-19-ADDICTIONS-20», Nouvelle-Aquitaine
Regional council and CPER-FEDER.

POF has received grant support from France Parkinson, Nouvelle-Aquitaine Regional council and

CPER-FEDER.

111



References

1. Chaudhuri KR, Healy DG, Schapira AH. National Institute for Clinical E. Non-motor symptoms of
Parkinson's disease: diagnosis and management. Lancet Neurol 2006:5(3):235-245.

2. Schapira AHV, Chaudhuri KR, Jenner P. Non-motor features of Parkinson disease. Nature Reviews
Neuroscience 2017:18(7):435-450.

3. Voon V, Napier TC, Frank MJ, et al. Impulse control disorders and levodopa-induced dyskinesias in
Parkinson's disease: an update. The Lancet Neurology 2017;16(3):238-250.

4. Barone P, Antonini A, Colosimo C, et al. The PRIAMO study: A multicenter assessment of nonmotor
symptoms and their impact on quality of life in Parkinson's disease. Movement Disorders 2009:24(11):1641-
1649.

5. Cools R, Barker RA. Sahakian BJ. Robbins TW. Mechanisms of cognitive set flexibility in Parkinson's
disease. Brain: A Journal of Neurology 2001;124(Pt 12):2503-2512.

6. Kehagia AA, Barker RA., Robbins TW. Neuropsychological and clinical heterogeneity of cognitive
impairment and dementia in patients with Parkinson's disease. The Lancet Neurology 2010:9(12):1200-
1213.

7. Antonini A, Barone P, Bonuccelli U, Annoni K, Asgharnejad M, Stanzione P. ICARUS study: prevalence
and clinical features of impulse control disorders in Parkinson’s disease. Journal of Neurology, Neurosurgery
& Psychiatry 2017:88(4):317-324.

8. Martini A, Dal Lago D. Edelstyn NMJ, Grange JA, Tamburin S. Impulse Control Disorder in Parkinson's
Disease: A Meta-Analysis of Cognitive, Affective, and Motivational Correlates. Frontiers in Neurology
2018:9.

9. Voon V, Fernagut P-O, Wickens J. et al. Chronic dopaminergic stimulation in Parkinson's disease: from
dyskinesias to impulse control disorders. The Lancet Neurology 2009:8(12):1140-1149.

10.Weintraub D, Koester J, Potenza MN, et al. Impulse Control Disorders in Parkinson Disease: A Cross-
Sectional Study of 3090 Patients. Archives of Neurology 2010:67(5).

11.Djamshidian A, Jha A, O'Sullivan SS, et al. Risk and leaming in impulsive and nonimpulsive patients with
Parkinson's disease. Movement Disorders 2010;25(13):2203-2210.

12_Santangelo G, Vitale C, Trojano L. Verde F, Grossi D, Barone P. Cognitive dysfunctions and pathological
gambling in patients with Parkinson's disease. Movement Disorders 2009;24(6):899-905.

13_Vitale C, Santangelo G, Trojano L. et al. Comparative neuropsychological profile of pathological gambling,
hypersexuality, and compulsive eating in Parkinson's disease. Movement Disorders 2011;26(5):830-836.

14 Cools R, Barker RA, Sahakian BJ, Robbins TW. I-Dopa medication remediates cognitive inflexibility. but
increases impulsivity in patients with Parkinson’s disease. Neuropsychologia 2003:41(11):1431-1441.

15.Santangelo G, Raimo S, Barone P. The relationship between Impulse Control Disorders and cognitive
dysfunctions in Parkinson’s Disease: A meta-analysis. Neuroscience & Biobehavioral Reviews
2017:;77:129-147.

16.Uddin LQ. Cognitive and behavioural flexibility: neural mechanisms and clinical considerations. Nat Rev
Neurosci 2021;22(3):167-179.

17 Jellinger KA. Neuropathology of Nonmotor Symptoms of Parkinson's Disease. International Review of
Neurobiology: Elsevier, 2017:13-62.

18.Cilia R, Cho SS, van Eimeren T, et al. Pathological gambling in patients with Parkinson's disease is
associated with fronto-striatal disconnection: a path modeling analysis. Movement Disorders: Official
Journal of the Movement Disorder Society 2011;26(2):225-233.

19.Bourdenx M., Dovero S, Engeln M, et al. Lack of additive role of ageing in nigrostriatal neurodegeneration
triggered by a-synuclein overexpression. Acta Neuropathologica Communications 2015;3(1).

20.Dehay B, Fernagut P-O. Alpha-synuclein-based models of Parkinson's disease. Revue Neurologique
2016:172(6-7):371-378.

21.Brady AM, Floresco SB. Operant Procedures for Assessing Behavioral Flexibility in Rats. Journal of
Visualized Experiments 2015(96).

22 Darrah JM, Stefani MR, Moghaddam B. Interaction of N-methyl-D-aspartate and group 5 metabotropic
glutamate receptors on behavioral flexibility using a novel operant set-shift paradigm Behavioural
pharmacology 2008:19(3):225-234.

112



23 Istin M, Thiriet N. Solinas M. Behavioral flexibility predicts increased ability to resist excessive
methamphetamine self-administration: Flexibility and METH addiction. Addiction Biology 2017;22(4):958-
966.

24 Engeln M, Ansquer S. Dugast E, Bezard E, Belin D, Fernagut P-O. Multi-facetted impulsivity following
nigral degeneration and dopamine replacement therapy. Neuropharmacology 2016:109:69-77.

25.0lsson M, Nikkhah G, Bentlage C. Bjorklund A. Forelimb akinesia in the rat Parkinson model: differential
effects of dopamine agonists and nigral transplants as assessed by a new stepping test. The Journal of
Neuroscience: The Official Journal of the Society for Neuroscience 1995:15(5 Pt 2):3863-3875.

26.Santangelo G, Vitale C. Picillo M, et al. Mild Cognitive Impairment in newly diagnosed Parkinson's disease:
A longitudinal prospective study. Parkinsonism & Related Disorders 2015;21(10):1219-1226.

27.Carriere N, Lopes R, Defebvre L, Delmaire C, Dujardin K. Impaired corticostriatal connectivity in impulse
control disorders in Parkinson disease. Neurology 2015:84(21):2116-2123.

28 Fallon SJ. Hampshire A, Barker RA, Owen AM. Learning to be inflexible: Enhanced attentional biases in
Parkinson's disease. Cortex 2016:82:24-34.

29.Schulz S, Aming L, Pinnow M. Wascher E, Epplen JT, Beste C. When control fails: influence of the
prefrontal but not striatal dopaminergic system on behavioural flexibility in a change detection task.
Neuropharmacology 2012:62(2):1028-1033.

30.Fallon SJ, Smulders K, Esselink RA, van de Warrenburg BP, Bloem BR, Cools R. Differential optimal
dopamine levels for set-shifting and working memory in Parkinson's disease. Neuropsychologia 2015;77:42-
51:

31.Habak C. Noreau A, Nagano-Saito A, et al. Dopamine transporter SLC6A3 genotype affects cortico-striatal
activity of set-shifts in Parkinson's disease. Brain 2014;137(Pt 11):3025-3035.

32.Floresco SB, Magyar O, Ghods-Sharifi S, Vexelman C, Tse MT. Multiple dopamine receptor subtypes in
the medial prefrontal cortex of the rat regulate set-shifting. Neuropsychopharmacology 2006;31(2):297-309.

33.Haluk DM. Floresco SB. Ventral striatal dopamine modulation of different forms of behavioral flexibility.
Neuropsychopharmacology 2009;34(8):2041-2052.

34 Millan MJ, Buccafusco JJ, Loiseau F. et al. The dopamine D3 receptor antagonist, S33138, counters
cognitive impairment in a range of rodent and primate procedures. Int J Neuropsychopharmacol
2010;13(8):1035-1051.

35.Glickstein SB, Desteno DA, Hof PR, Schmauss C. Mice lacking dopamine D2 and D3 receptors exhibit
differential activation of prefrontal cortical neurons during tasks requiring attention. Cereb Cortex
2005:15(7):1016-1024.

36.Svenningsson P. Gunne L. Andren PE. L-DOPA produces strong induction of c-fos messenger RNA in
dopamine-denervated cortical and striatal areas of the common marmoset. Neuroscience 2000;99(3):457-
468.

37.van Eimeren T, Ballanger B, Pellecchia G, Miyasaki JM. Lang AE. Strafella AP. Dopamine agonists
diminish value sensitivity of the orbitofrontal cortex: a trigger for pathological gambling in Parkinson's
disease? Neuropsychopharmacology 2009;34(13):2758-2766.

38.van Eimeren T, Pellecchia G, Cilia R, et al. Drug-induced deactivation of inhibitory networks predicts
pathological gambling in PD. Neurology 2010;75(19):1711-1716.

39.Decourt M. Jimenez-Urbieta H, Benoit-Marand M, Fernagut PO. Neuropsychiatric and Cognitive Deficits
in Parkinson's Disease and Their Modeling in Rodents. Biomedicines 2021:9(6).

113



Figure legends:

Figure 1: alpha-synuclein induced similar neurodegeneration and motor deficits regardless of

baseline behavioural inflexibility.

A. Overview of the set shifting task and behavioural inflexibility scores of Flexible (FLEX),
Intermediate (INT) and Inflexible (INFLEX) rats at baseline. B. Performances of FLEX, INT and
INFLEX rats in the visual and egocentric dimensions at baseline. C. Stereological counts of tyrosine
hydroxylase (TH) positive neurons in the SNc and representative images of the SNc in sham (top) and
lesioned rats (bottom). Scale bar = 1 mm. D. Magnitude of neurodegeneration in FLEX, INT and
INFLEX rats. E. Motor impairments induced by viral mediated expression of alpha-synuclein in the
SNc at Baseline, 4 and 9 weeks post-AAV injection and alleviated by pramipexole (PPX). F.
Magnitude of motor impairments at 9 weeks post-AAV imnjection in FLEX, INT and INFLEX rats. *,

p<0.05, **_ p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

Figure 2: Effects of dopaminergic neurodegeneration and pramipexole on cognitive flexibility.

A. Inflexibility score of whole sham vs lesioned populations at Baseline, post-AAV injection and
durning chronic PPX treatment (PPX). B. Color plot of sham (GFP) and lesioned (a-syn) groups, on
color rectangle representing a single animal. Flexibility performances are represented at Baseline, post-
AAV injection and following chronic PPX treatment (PPX): dark blue indicates a low inflexibility
score and red a high inflexibility score. C-E. Inflexibility scores for sham vs lesioned group at Baseline,
post-AAV mjection and following chronic PPX treatment (PPX) for FLEX (C), INT (D) and INFLEX
(E) groups. F-G. Relationship between the inflexibility score post-AAV injection and following PPX
chronic treatment i sham (F) and lesioned (G) rats. *, p< 0.05 ; **, p<0.01 ; *** p<0.001 ; ****,

p<0.0001.
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Figure 3. Effects of dopaminergic neurodegeneration and pramipexole on visual and egocentric error
rates, and on the number of completed rules.

A-C. Ervor rate 1n the visual rule at Baseline, after AAV injection (post-AAV), and following chronic
PPX treatment (PPX) for sham and lesioned animals for FLEX (A), INT (B) and INFLEX (C) groups.
D-F. Ervor rate in egocentric rule at Baseline, after AAV injection (post-AAV), and following chronic
PPX treatment (PPX) for sham and lesioned animals for FLEX (D), INT (E) and INFLEX (F) groups.
G-1. Number of completed rules at Baseline, after AAV injection (post-AAV), and following chronic
PPX treatment (PPX) for sham and lesioned animals for FLEX (G), INT (H) and INFLEX (I) groups.

* p<0.05;** p<0.01; *** p<0.001 ; **** p<0.0001.
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Figure 1: alpha-synuclein induced similar neurodegeneration and motor deficits regardless of baseline
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Figure 2: Effects of dopaminergic neurodegeneration and pramipexole on cognitive flexibility
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Figure 3: Effects of dopaminergic neurodegeneration and pramipexole on visual and egocentric error

rates, and on the number of completed rule
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1.2. Résultats complémentaires

Des expérimentations post-mortem supplémentaires ont été réalisées sur les tissus
générés dans ce projet. Ainsi, la densité de neurones c-fos positifs a été quantifiée dans
différentes régions corticales et sous corticales tels que le cortex orbitofrontal, le cortex
préfrontal, le striatum et le noyau accumbens afin d’explorer les effets de la Iésion
dopaminergique nigrostriatale et du traitement au pramipexole sur les boucles
corticostriatales sur lesquelles reposent les capacités de flexibilité cognitive. Ainsi, nous
mettons en évidence que les animaux |ésés présentent une densité de neurones c-fos positifs
plus importante que les animaux contréles dans le striatum comme attendu aprés une
dénervation nigrostriatale et une exposition chronique au traitement dopaminergique
(p<0.05, Figure 18A et C). En revanche, la densité de neurones c-fos positifs est identique entre
les animaux des groupes contréles et lésés dans le noyau accumbens (Figure 18D), dans le
cortex préfrontal médial (Figure 18E) et dans le cortex orbitofrontal (Figure 18B et F).
Cependant, une étude corrélative entre la densité de neurones c-fos positifs dans le cortex
orbitofrontal et le score d’inflexibilité mesuré aprés le traitement au pramipexole nous a
permis de mettre en évidence une corrélation négative, uniguement chez les animaux
controles (r=0.632, p<0.001, Figure 18G). Ces résultats permettent d’associer une haute
densité de neurones c-fos positifs avec une haute performance dans la tache
comportementale de « set-shifting ». L’implication du cortex orbitofrontal est donc
dépendante des performances de flexibilité cognitive : un désengagement de cette structure
est visualisé aprés la lésion dopaminergique associée au traitement chronique au

pramipexole.
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Figure 18 : Expression de c-fos dans le striatum, le noyau accumbens, le cortex préfrontal et le cortex orbitofrontal.

A-B. Images représentatives des marquages immunohistochimiques de c-fos dans le striatum (A) et dans le cortex
orbitofrontal (B) chez les individus contréles (sham) et les individus lésés (lesioned). Echelle : 100 um. C-F. Densité des
neurones c-fos positifs dans le striatum (STR, C), le noyau accumbens (NAcc, D), le cortex préfrontal (PFC, E) et le
cortex orbitofrontal (OFC, F) chez les individus contréles (cercles blancs) et les individus lésés (cercles gris). G.
Corrélation entre la densité de neurones c-fos positifs dans le cortex orbitofrontal et le score d’inflexibilité apres
dénervation nigrostriatale suivie d’un traitement au pramipexole (contréles : r=-0.632, p<0.001, lésés : r=-0.104,

p=0.67). *, p<0.05
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2.Comportement spontané et opérant: quel impact

de la dénervation nigrostriatale et du pramipexole ?

Ce deuxieme axe de travail s’est porté sur la modélisation des TCI. Nous nous sommes
donc basés sur I'étude de deux types de comportements: le comportement naturel et
spontané d’amassement de nourriture et le comportement opérant dans une tache de « post
training signal attenuation » (PTSA). Dans ce projet, nous voulions pouvoir modéliser les TCI
chez I'animal en gardant leur aspect compulsif dans une tache spontanée pouvant étre mise
en paralléle avec les activités quotidiennes des patients et dans une tache opérante connue

pour permettre d’évaluer le niveau de compulsivité.

Le neurodégénérescence induite par la surexpression protéique d’alpha-synucléine dans
la SNc est évaluée par le comptage des neurones TH positifs qui démontre une mort cellulaire
significative, induisant des déficits moteurs progressifs aprés 4 et 9 semaines post-lésion,

évalués par stepping test.

2.1. Comportement spontané : 'amassement.

La dégénérescence de la voie dopaminergique nigrostriatale n’a pas d’effet sur les
différents parametres analysés avec ce test comportemental d’amassement tandis que le
traitement au pramipexole induit plusieurs changements comportementaux, principalement
concernant les interactions avec les croquettes de nourriture. En effet, le nombre de
croquette amassées apres le traitement chronique au pramipexole est diminué, chez les
animaux controles et les animaux lésés. De plus, on remarque une augmentation du temps
passé dans la « zone croquette », et du temps passé en interaction avec les croquettes pour

les animaux controles et pour les animaux Iésés, ainsi qu’une une augmentation du ratio
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« temps passé en interaction avec les croquettes » sur « temps passé dans la zone

croquettes » apres le traitement chronique au pramipexole.

2.2. Comportement opérant : le « Post-Training Signal Attenuation »

(PTSA).

Au cours de I'étude des résultats du test de PTSA, nous analyserons les données
suivantes : les essais complétés, correspondant aux appuis sur le levier renforcant (LR) et la
collecte de la récompense dans la mangeoire ; les essais non complétés, correspondant aux
appuis sur le LR non suivi par la collecte de la récompense ; les « extra lever press » ou ELP
étant les appuis sur le LR suivant le premier appui, dans un essai complété (ELP-C) ou dans un

essai non complété (ELP-U).

De plus, les termes « essai » et « time-out » seront utilisés. L’essai est la période des
cing secondes avant la présentation du stimulus. Pendant les sessions ou les leviers sont
présents dans les cages opérantes, |'essai contient également le temps ou les leviers se
présentent a I’'animal, jusqu’a ce que celui-ci commence les appuis. Le time-out a une durée

de trente secondes.

Comme indiqué précédemment, ce test de PTSA a été mis en place de fagon a pouvoir
estimer I'aspect compulsif des réponses des animaux d’aprés leur patron d’appuis sur un levier
renforcant. Nous nous sommes donc intéressés a ce comportement compulsif chez des
individus controles et Iésés, aprés un traitement chronique avec une solution de saline ou de
pramipexole. Nos résultats, récapitulés graphiquement en figure 19, démontrent que ni la
Iésion dopaminergique de la voie nigrostriée ni le traitement chronique au pramipexole

n’impactent la capacité des individus a compléter des essais dans les sessions de LP. De fagon
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similaire, les essais non complétés ne sont pas augmentés. De plus, la phase de test induit
une diminution du nombre d’essai complétés et une augmentation des essais non complétés
chez tous les groupes, bien que ces effets soient plus importants dans le groupe incluant les

individus dénervés et traités que dans les autres groupes.

Comportementspontané Comportement opérant
= amassement de nourriture =PTSA
o Injection AAV (SNc) g i
hA53T alpha-synucléine p & [~ hA53T alpha-synucléine
B ; GFP
GFP sy’
Pramipexole Pramipexole (PPX)
chronique chronique Saline

/interactions /ELP-U (1ésés)

W

Essais non complétés
= (16sés PPX)

|ésés et controles

Figure 19 : Récapitulatif graphique des données d'amassement et de PTSA.

PTSA = Post Training Signal Attenuation ; GFP = Green Fluorescent Protein ; AAV : adénovecteur viral ; SNc =

Substance noire pars compacte ; PPX = pramipexole. Les fleches rouges symbolisent une augmentation du

comportement.

123



Concernant I'aspect compulsif de ce test comportemental, la Iésion nigrostriatale
augmente les ELP-C pendant la phase de «lever press training » aprés la lésion
dopaminergique nigrostriatale tandis qu’elle n’impacte pas les ELP-C au cours de la phase
d’extinction (test). L'impact de la Iésion sur les ELP-C dans la phase de test n’est en revanche
pas retrouvé chez les individus |ésés et traités au pramipexole. Les ELP-U quant a eux sont
augmentés dans tous les groupes indépendamment de la Iésion ou du traitement
dopaminergique bien que cette augmentation soit plus importante chez les individus
dénervés. Les résultats de ces deux tests comportementaux font I'objet d’un article en cours

de soumission dans un journal a comité de lecture, ajouté ci-dessous (article 2).
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ARTICLE 2 —

Assessment of repetitive and compulsive
behaviours induced by pramipexole in
rats: effect of alpha-synuclein-induced

nigrostriatal degeneration
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Abstract: Treatment with dopamine agonists in Parkinson’s disease (PD) is associated with debili-
tating neuropsychiatric side-effects characterized by impulsive and compulsive behaviours. The
vulnerability to develop such impairments is thought to involve interactions between individual
vulnerability traits, types of antiparkinsonian medications and the neurodegenerative process. We
investigated the effect of the dopamine D3/D2 agonist pramipexole (PPX) and selective nigrostriatal
degeneration achieved by viral-mediated expression of alpha-synuclein on the expression of repet-
itive and compulsive-like behaviours in rats. In a task assessing spontaneous food hoarding behav-
iour, PPX increased the time spent interacting with food pellets at the expense of hoarding. This
disruption of hoarding behaviour was identical in sham and lesioned rats. In an operant post-train-
ing signal attenuation task, the combination of nigrostriatal lesion and PPX decreased the number
of completed trials and increased the number of uncompleted trials. The lesion led to an increased
compulsive behaviour after signal attenuation, and PPX shifted the overall behavioural output to-
wards an increased proportion of compulsive lever-presses. Given the magnitude of the behavioural
effects and the lack of strong interaction between PPX and nigral degeneration, these results suggest
that extra-nigral pathology may be critical to increase the vulnerability to develop compulsive be-
haviours following treatment with D3/D2 agonists.

Keywords: Parkinson’s disease; impulse control disorders; pramipexole, substantia nigra; hoard-
ing; post-training signal attenuation
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paminergic neurodegeneration remains poorly understood. Rodent models of PD recapit-
ulate a wide array of cognitive and neuropsychiatric impairments that occur in PD (for
review, see [7]) and are also amenable to investigate the pathophysiology of non-motor
side-effects of dopamine replacement therapy such as impulsive-compulsive behaviours.
Several studies have thus demonstrated that nigrostriatal degeneration decreases various
dimensions of inhibitory control [8-10] and that PPX could aggravate these deleterious
effects of the lesion [8,9]. Conversely, in tasks assessing risky decision making, the ability
of D3/D2 agonists to increase risk-taking behaviour was not altered by a nigrostriatal le-
sion [11,12]. In PD patients, behaviours such as punding, hobbyism or hoarding involve
repetitive and stereotypic sequences of simple or complex actions performed without goal
and reward. In other impulsive-compulsive behaviours such as pathological gambling,
impaired learning from reward and loss outcomes lead to persistence of the maladaptive
behaviour [2]. Perseverance of the behaviour in spite of lack of reward is thus a common
process in all impulsive-compulsive behaviours experienced by the patients.

In rodents, both spontaneous behaviours and operant conditioning procedures can
be used to investigate how nigrostriatal degeneration and treatment with D3/D2 agonists
may affect behaviours that are relevant to those occurring in PD patients. As the behav-
ioural repertoire of rodent involves many repetitive behaviours (food hoarding, nest
building, grooming), the assessment of these behaviours can easily be implemented in
laboratories. Conversely, operant conditioning procedures require dedicated equipment
and training, but allow for the assessment of more complex behaviours and cognitive pro-
cesses [13]. For instance, the post-training signal attenuation (PTSA) task can be used to
investigate the processing of stimulus-outcome associations and their devaluation [14].

In the present study we investigated the effect of the D3/D2 agonist pramipexole
(PPX) on repetitive and perseverative behaviours using either spontaneous behaviour in
a food hoarding task, or operant responding in the PTSA task in normal rats and in ani-
mals with alpha-synuclein-induced degeneration of nigrostriatal dopaminergic neurons.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

All experiments were approved by the Comethea Poitou-Charentes (C2EA-84, pro-
ject approval #24114-2020021310245838) and performed under the European Directive
(2010/63/EU) on the protection of animals used for scientific purposes. Male Sprague Daw-
ley rats (n= 61, 175-200g upon arrival, Janvier, France) were housed by pair on a reversed
12h light/dark cycle (lights on at 20h00). After seven days of habituation, they were iso-
lated and food restricted to 15g per day (two days before the hoarding task and one week
before the PTSA task). Water was available ad libitum. Experiments were performed on 7
sham and 8 lesioned rats for the hoarding task (experiment 1) and on 22 sham (12 saline,
10 PPX) and 24 lesioned (13 saline, 11 PPX) rats for the PTSA test (experiment 2).

2.2. Hoarding task (experiment 1)

Each hoarding session was performed for 30 minutes, during 5 consecutive days for
baseline, 5 consecutive days for post-surgery time-point (9 weeks after surgery, after pro-
gressive development of the lesion) and 10 consecutive days during treatment (Figure
1A). Animals were video-recorded and their movements tracked with ViewPoint Vide-
oTrack system. The setup was constituted of an open-field corridor (1 m long x 0.5 m wide
x 0.4 m high). The area was divided in two zones of same surface (0.5 m long x 0.5 m
wide): the food zone and the home zone. In the food zone, 24 food pellets (of approxi-
mately 2 grams each) were placed in 4 lines of 6. At the start of each test session, the rat
and its home-cage were placed in the home zone with the home-cage placed on its side in
a corner of the zone to allow animal access (Figure 1A). The following parameters were
analyzed with Solomon Coder software: (1) the number of food pellets collected, (2) the
time spent in interaction with the food pellets, (3) the time spent in food pellets zone and
(4) the interaction with food pellets time and time in food pellets zone ratio.
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2.3. Post training signal attenuation test (PTSA, experiment 2) 97
This test was performed as described before [15] in operant chambers (Med Associ- 98
ates, USA) equipped with two identical retractable levers surmounted by a light cue,a %
sucrose pellet dispenser, a house light and a tone. Four stages composed this task (Figure 100
1B): the magazine training stage (days 1-3), the lever press training stage (days 4-6), the 101
attenuation stage (days 7-9) and the extinction stage (test, day 10). 102
Magazine training sessions: The two levers were retracted, and rats were trained to 103
collect a 45mg sucrose pellet reward (1118251, TestDiet) in the pellet dispenser. House 104
light was turned on and a pellet was dropped in the food magazine after 5sec-delay. At 105
same time, house light was turned off while compound stimulus was turned on (tone and 106
pellet dispenser light) until the rat collected the pellet. Between each trial, an interval of 107
30sec was applied. This first stage’s day ends after 30 completed trials or after a total of 40 108
trials. 109
Lever press training sessions: Rats were trained to associate lever press, composite stim- 110
ulus and sucrose reward. To this end, levers are available for pressing but only one is 111
reinforced (RL). Levers were inserted after 5sec-delay. A press on the RL results in the 112
delivery of one pellet in the pellet dispenser, simultaneous with the composite stimulus. 113
The levers were retracted and the house light was turned off after 15sec or after pellet 114
collection. A press on the non-reinforced lever (NRL) had no consequences. 30sec inter- 115
trial intervals were applied. On day 4, rats were trained until 24 completed trials or until 116
performing 60 trials. If rats performed less than 20 trials within the session, they were 117
allowed to perform another session at the end of day. On day 5 and 6, rats were trained 118

until 40 trials were successfully completed or until animals reached 60 trials. 19
Attenuation sessions: For 30 trials, the rats were exposed to the same configurationas 120
during magazine training sessions except that no food reward was delivered. 121

Extinction session (test): The levers were available as during the lever press training 122
sessions, but no food reward was delivered in any case. Lever press on RL induced only 123
the compound stimulus. The session lasted for 50 trials. 124

At baseline, only magazine training and lever press training sessions were per- 125
formed, the full exercise was realized only during PPX/saline treatment. The following 126
parameters were recorded: (1) the number of presses after the first press on the RL (extra 127
lever press, ELP) in completed trials (ELP-C) and in uncompleted trials (ELP-U), (2) num- 128

ber of lever presses on RL, (3) the number of lever presses on NRL. 129
130
2.4. Alpha-synuclein-mediated lesion 131

Rats were anesthetized with isoflurane and placed in a stereotaxic frame (Kopf In- 132
struments®). Pre-surgical analgesia was performed with ketoprofen (10 mg/kg, i.p.) and 133
local analgesia with 2% xylocaine gel. Two bilateral injections were performed in the sub- 134
stantia nigra pars compacta (SNc) (AP : -5.1 and -5.6 ; ML : +/-2.2 and +/-2; DV : -8) with 135
TuL of AAV2 expressing human AS53T mutant a-synuclein (CMVie/SynP-synA53T- 136
WPRE, 5.2 10% gep/mL) at 0.2uL/min [8,16,17]. Control group was injected with TuL of 137
AAV2 expressing GFP (green fluorescent protein) (CMVie/SynP-GFPdegron-WPRE, 3.7 138
10 gep/mL). Post-surgical analgesia was performed with ketoprofen (10 mg/kg/day, i.p.) 139
for two days. Akinesia was estimated twice a day during four consecutive days with the 140

stepping test as previously described (18] at baseline, 4 and 9 weeks after surgery. 141
142
2.5. Treatment 143

PPX (Sequoia Research Products, UK) was prepared daily in sterile saline solution 144

and administrated subcutaneously at a dose of 0.3mg/kg/day for 10 days (experiment 1) 145
or 21 days (experiment 2). Behavioural tests were performed 30 minutes after injection of 146
PPX or vehicle (sterile saline). 147
148

149
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2.6. Tissue processing and histopathological analysis 150
A sublethal dose of sodium pentobarbital (120mg/kg, i.p.) was injected prior to per- 151
forming an intracardiac perfusion with 200 mL 0.9% NaCl followed by 200 mL ice-cold 152
4% formaldehyde. Brains were post-fixed overnight in 4% formaldehyde and cryo- 153
preserved in H20/20% sucrose solution at 4°C for two days. They were then frozen in 154
isopentane at -40°C and stored at -80°C until further processing. Serial 50 um coronal free- 155

floating sections were collected in a cryoprotectant solution and stored at -20°C. 156
157
Immunohistochemistry 158

After 3 washes in Tris Buffer Saline 1X (TBS, 15 minutes each), sections were incu- 159
bated 10 minutes in HzO:z solution (5202386-2, Agilent Technologies) to quench endoge- 160
nous peroxidases. After 3 washes, an incubation of 90 minutes in a blocking solution con- 161
taining 3% BSA (bovin serum albumin) and 0.3% Triton in TBS 1X was performed. Sec- 162
tions were then incubated 24 hours at 4°C with mouse anti-TH (1/5000, MAB318, Sigma- 163
Aldrich) in blocking solution. Sections were washed again 3 times in TBS 1X, and then 164
incubated 1 hour at room temperature (RT) with EnVision HRP system anti-mouse 165
(K400111-2, Agilent Technologies) in blocking solution. Then, sections were washed again 166
three times in TBS 1X and immunoreactions were revealed with DAB peroxidase substrate 167
(K346811-2, Agilent Technologies) was performed. Finally, sections were mounted on gel- 168

atin-coated slides and coverslipped with DePeX. 169
170
Stereology 171

TH positive neurons were counted using the optical fractionator method on every 6% 172
section of the SNc as previously described [8]. Systematic random sampling was per- 173
formed with the Mercator Pro V6.5 (Explora Nova) software coupled with a Leica 55008 174
microscope. Following delineation of the SNc with x5 objective, counting was done with 175

x40 objective. 176
177
2.7. Statistical analysis 178

Data are expressed as mean +Standard Error of the Mean and analyzed using 179
GraphPad Prism-9 software. Normality was tested by the Kolmogorov-Smirnov test. Data 180
having a Gaussian distribution were analyzed using one-way or two-way analysis of var- 181
iance (ANOV As) followed by Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons. Student's t- 182
test was used for comparisons between two groups. Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis 183
test followed by Dunn’s post-hoc test were applied whenever appropriate when samples 184
did not follow a normal distribution or variance equality. For all analyses, a p value<0.05 185
was considered significant. 186
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Figure 1. Experimental design

A, Timeline of experiment 1 (hoarding). After baseline assessment of motor function (stepping)
and of hoarding behaviour, bilateral lesion of the substantia nigra pars compacta was achieved via
viral-mediated bilateral overexpression of a-synuclein. Stepping was performed again at 4 and 9
weeks after surgery. Hoarding behaviour was assessed at 9 weeks post-surgery (Off PPX) and at 11
weeks, during 10 days of PPX administration (0.3 mg/kg/day, s.c.). Hoarding behaviour was as-
sessed during 30 minutes session in a 100 X 50 cm open field. Pictures show the configuration of the
task at the beginning (left) and at the end of a hoarding session (right). B. Timeline of experiment 2
(Post training signal attenuation task). After baseline assessment of motor function (stepping), rats
were trained to collect 45mg sucrose pellets from the magazine (magazine training), then to press a
reinforced lever in order to obtain a 45mg sucrose pellet reward (Lever-press (LP) training : LP
baseline). Bilateral lesion of the substantia nigra pars compacta was achieved via viral-mediated bi-
lateral overexpression of ®-synuclein and the stepping test was performed again at 4 and 9 weeks
after surgery. Animals then received PPX (0.3 mg/kg/day, s.c.) or saline for 20 days. 10 days after
the initiation of PPX treatment, magazine training was performed, followed by lever-press training,
attenuation and extinction. During magazine training (days 1-3), both levers were retracted and the
occurrence of a compound stimulus (light + tone) indicated reward availability in the magazine.
During lever-press training (days 4-6), both levers were available and pressing the reinforced lever
triggered the presentation of the compound stimulus and the delivery of a food pellet in the maga-
zine. During attenuation (days 7-9), both levers were retracted, and presentation of the compound
stimulus was associated with no reward being delivered in the magazine. During extinction (test,
day 10), both levers were available and pressing the reinforced lever triggered the presentation of
the compound stimulus associated with no reward delivered in the magazine.
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3. Results 213
3.1. a-synuclein-induced degeneration of nigrostriatal TH positive neurons and motor im- 214
pairment 215

Dopaminergic cell loss induced by a-synuclein expression was assessed by stereo- 216
logical counts of TH positive neurons in the SNc. Viral-mediated expression of a-synu- 217
clein led to a significant loss of TH positive neurons (p<0.0001, Fig 2A, C) accompanied
by progressive bilateral motor deficits (lesion: Fp, s = 724.1, p<0.0001 ; Time: Farm %206
=268.3, p<0.0001 ; Lesion X Time interaction: Faz 109=285.8, p<0.0001, Fig 2B). These deficits
were significant 4 weeks (p<0.0001) and worsened 9 weeks following surgery (p<0.0001).
As a-synuclein lesioned rats from both experiments displayed a similar degree of lesion
(Fo, sy = 1.642, p=0.22) and motor impairment (Fo,sy= 0.76, p=0.39), results are shown for
the whole population.
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Figure 2. alpha-synuclein-induced neurodegeneration and motor deficits.

A. Stereological counts of the numbers of tyrosine hydroxylase (TH) positive neurons in the
substantia nigra pars compacta in animals injected with an AAV expressing the green fluorescent
protein (GFP, Sham) or human A53T a-synuclein (Lesioned). ****, p<0.0001. B. Motor performances
as assessed with the stepping test at baseline, 4 and 9 weeks after surgery. C. Representative images
of TH immunohistochemistry in Sham (left panel) and lesioned animals (right panel). Scale bar =
500 pm.

3.2. Hoarding (experiment 1)

Hoarding is a spontaneous behaviour exhibited by most rodents including rats and
is sensitive to alterations of dopamine homeostasis [19,20]. After post-mortem analysis,
two lesioned rats were excluded due to a lack of nigrostriatal lesion. Accordingly, data are
presented for 7 sham and 6 lesioned rats. Viral-mediated expression of a-synuclein had
no significant effect on the different parameters analyzed during the hoarding task while
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PPX induced several changes in hoarding behaviour (Fig 3). The number of pellets col-
lected was markedly decreased after PPX treatment (Foss.2349=8.19, p<0.01), both insham
(-63%, p<0.05) and lesioned rats (-53%, p<0.05) compared to post-surgery values (Fig 3A).
In both sham and lesioned groups, PPX induced a marked increase in the time spent in-
teracting with food pellets (Foom, 113=25.98, p<0.001, in both sham and lesioned rats,
p<0.05, Fig 3B), in the time spent in the food pellets zone (Fas, 1146=28.68, p<0.001, in both
sham and lesioned rats, p<0.05, Fig 3C), and in the ratio of interaction time over time in
food pellets zone (Faaw, 3my=62.60, p<0.0001, both in sham (p<0.05), and lesioned rats
(p<0.01), Fig 3D). These results indicate that PPX significantly disrupted hoarding behav-
iour, regardless of nigrostriatal denervation.
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Figure 3, Hoarding (experiment 1).

A. Number of food pellets collected in the home cage at baseline, 9 weeks post-surgery (Off
drug) and after 10 days of treatment with PPX. ¥, p<0.05 vs post-surgery. B. Time spent performing
interactions with food pellets. *, p<.0.05 ; **, p<0.01. C. Time spend in the zone containing food pel-
lets. ¥, p<0.05. D. Ratio of the time spent interacting with food pellets over the time spent in the food
pellet zone. *, p<0.05; **, p<0.01.
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3.3. PTSA (experiment 2)

Joel et al [15,21] tested the production of compulsive-like behaviour in rats by devel-
oping a model based on the deficit of response feedback associated with outcomes of goal-
directed responses. Such default in response feedback is achieved by extinguishing the
contingency between a compound stimulus and reward availability, leading to a pattern
of lever-press responding analogous to compulsive behaviour. In the test phase, when
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lever-presses are not rewarded, rats increase excessive lever-press followed by magazine
entry, as in a regular extinction procedure, (extra lever-presses in completed trials; ELP-
C). However, the signal attenuation phase in the PTSA paradigm elicits more lever-
presses that are not followed by magazine visit (extra lever-presses in uncompleted trials;
ELP-U) that represent a form of compulsive behaviour [14,22,23]. We measured the num-
ber of trials on which the rat attempted to collect the food reward (completed trials) and
the number of trials in which rats did not attempt to collect the reward (uncompleted
trials), as well as ELP-C and ELP-U to assess the effect of SNc dopaminergic neurons le-
sion and PPX treatment on compulsive behaviour [14,21,24,25].

Experiments were performed on 22 sham (12 saline, 10 PPX) and 24 lesioned (13 sa-
line, 11 PPX) rats. 1 sham rat was excluded for failing to achieve the cut-off of 20 completed
trials during lever-press training [21]. Four lesioned rats were excluded due to a lack of
nigrostriatal lesion (n=2) or failing to achieve the cut-off of 20 completed trials during
lever-press training (n=2). Accordingly, data are presented for 21 sham (n=12 saline, n=9
PPX) and 20 lesioned rats (n=13 saline, n=7 PPX).

All remaining rats performed consistently in completing trials after surgery com-
pared to baseline (Fn37=0.61, p=0.44). On the test stage, the extinction procedure resulted
in a decrease of the number of completed trials in all groups (Fr74=103.9, p<0.0001, Fig
4A). However, the magnitude of this decrease was different between groups (Fm=2.5,
p<0.05) and was stronger in lesioned rats treated with PPX compared to all other groups
(Fig 4A). During the test stage, the number of uncompleted trials was markedly increased
in all groups (Fiz79=228.3, p<0.0001, Fig 4B). As for completed trials, the combination of
nigrostriatal lesion and PPX treatment also increased the number of uncompleted trials
(Fre74=3.59, p<0.01).

To further discriminate between the rats’ response to the encounter of no reward and
the rats’ response to the encounter of an attenuated signal, we measured respectively ELP-
C and ELP-U as previously described [14]. The number of ELP-C across the stages of the
task was different between groups (Fa7¢=3.55, p<0.01). SNc dopaminergic lesion induced
an increase of ELP-C during the lever press training following surgery and treatment
(p<0.001 LP-treated vs LP-baseline, Fig 4C). Moreover, whereas saline-treated sham rats
showed an increase in ELP-C on the test stage (p<0.05 Test vs LP-baseline), dopaminergic
lesion of the SNc did not further alter this parameter on test stage compared to LP-treated
stage. Furthermore, the increase in ELP-C observed in saline-treated sham and lesioned
groups during the test stage was not found in animals treated with PPX (Fig 4 C). The
ELP-U responses were increased in all groups on test stage (F74=58.75, p<0.0001, Fig 4
D), indicating that all groups displayed some compulsive-like lever-pressing behaviour.
However, this effect was stronger in lesioned rats than in sham rats (p<0.05), but PPX
treatment did not further affect the number of ELP-U in any of the groups (Fig 4D). To
compare overall behavioural outputs during the test phase, the numbers of ELP-C and
ELP-U within each group were also analyzed. There was a similar number of ELP-C and
ELP-U in sham animals treated either with saline or PPX and in lesioned rats treated with
saline. However, the number of ELP-U was significantly higher than the number of ELP-
C in lesioned rats treated with PPX (p<0.01), indicating that the combination of nigrostri-
atal denervation and PPX treatment promoted the expression of compulsive lever-press.
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Figure 4. Post training signal attenuation task (experiment 2).

A. Number of completed trials during the different stages of the experiment (LP: Lever-press).
B. Number of uncompleted trials during the different stages of the experiment. *, p<0.05 ; **, p<0.01
;3 ***, p<0.001. C. Number of extra lever-press followed by magazine entry (extra lever-presses in
completed trials; ELP-C). D. Number of extra lever-press not followed by magazine entry (extra
lever-presses in uncompleted trials; ELP-U). ¥, p<0.05.

4, Discussion

Impulsive-compulsive behaviours are increasingly recognized as a major issue re-
lated to the chronic treatment with dopamine agonists in PD and other conditions such as
restless leg syndrome or prolactinoma (2,5,6]. These addictive behaviours include repeti-
tive, stereotyped and purposeless behaviours (punding, hoarding, wandering) or exces-
sively performed goal-directed behaviours (gambling, shopping, eating or sexual activ-
ity). Importantly, the pathophysiology of these non-motor side effects as well as why they
only affect a subset of subjects is still poorly understood, although clinical and epidemio-
logical evidences point towards interactions between some pre-existing vulnerability
traits, the type of antiparkinsonian medications and the pattern end extent of neurodegen-
eration.

In this context, developing animal models and behavioural tasks that can recapitulate
some of the features of addictive behaviours observed in patients is mandatory for the
understanding of their pathophysiology and to provide a testbed for the preclinical eval-
uation of candidate drugs useful for their mitigation. Here, we used two behavioural tasks
to evaluate the effect of a selective lesion of the SNc induced by viral-mediated of human
mutated alpha-synuclein and of the treatment with the dopaminergic agonist PPX in trig-
gering repetitive and compulsive behaviours that are relevant to those observed in pa-
tients.

Hoarding or food-carrying is a typical behaviour displayed by most rodents includ-
ing rats and mice. Thus, this hoarding task was chosen as it is a spontaneous behaviour
that involves repetitive sequences of actions that can be easily investigated in laboratory
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settings with minimal equipment and training. Moreover, this behaviour is dependent on
dopamine homeostasis, as shown with a disruption of the behaviour following admin-
istration of haloperidol [20] or after 6-hydroxydopamine-induced lesion of the ventral teg-
mental area (VTA) and its reinstatement with administration of l-dopa in VT A-lesioned
rats [19]. Here, we demonstrate that unlike for VT A neurons, degeneration of SN¢ neurons
does not affect hoarding behaviour in rats, suggesting that the dopaminergic control of
this behaviour essentially relies on VTA rather than on SN¢ neurons. We further show
that chronic treatment with PPX significantly affects hoarding, as shown with an in-
creased time spent in the food pellet zone and performing repetitive interactions with food
pellets. Importantly, such changes occurred at the expense of hoarding itself, as evidenced
with a marked decrease of the number of collected pellets. These results indicate that ad-
ministration of PPX was able to deviate the goal of the behaviour (food pellet hoarding in
the home cage) towards repetitive and purposeless manipulations of food pellets, a be-
haviour reminiscent of punding. In line with a lack of effect of SN¢ neurodegeneration on
hoarding behaviour, the effects of PPX were identical in sham and lesioned rats, indicating
a main contribution of the drug for the expression of these repetitive behaviours. These
results are in agreement with clinical observations of punding in patients treated with
D3/D2 agonists for conditions that are not associated with dopaminergic neurodegenera-
tion such as restless leg syndrome of prolactinoma [2,6] and highlight the usefulness of
this simple test to assess the potential of dopaminergic drugs to trigger repetitive se-
quences of spontaneous behaviours.

The PTSA task allows for the evaluation of compulsive behaviours using a paradigm
in which compulsive-like behaviour is induced by a disruption of the association between
the response feedback and the performance. As in a regular extinction procedure, when
lever-press are not rewarded, rats increase excessive lever-presses followed by magazine
entry (ELP-C). However, the signal attenuation elicits lever-presses that are not followed
by magazine visit (ELP-U). This PTSA-induced excessive lever pressing behaviour asso-
ciated with uncompleted trials on test stage has been proposed to bear some similarity
with compulsive behaviours observed in humans [14,21,24]. PTSA-induced excessive
lever press is enhanced by the DI antagonist SCH 23390 and the D2 agonist quinpirole
[21,22,25).

Whereas a combined dopaminergic lesion encompassing the SNc¢ and ventral teg-
mental area (VTA) did not modify compulsive behaviour in rats, PPX treatment in le-
sioned animals induced a strong emergence of compulsive behaviours [24]. In the present
study, we restricted the lesion to the SNc in order to model early stages of PD dopamine
denervation, when dopamine replacement therapy is initiated. As observed for combined
VTA and SNc lesions [24], the SNc lesion alone or PPX treatment alone failed to increase
PTSA-induced uncompleted trials, and only the combination of lesion and PPX treatment
impacted this behaviour.

Analysis of the number of ELP-U during the test phase as an index of compulsive
lever-pressing indicated that degeneration of SNc neurons promoted the expression of
compulsive-like behaviour. Furthermore, analysis of the overall behavioural outputs dur-
ing the test stage (ELP-C vs ELP-U) revealed that the pattern of behaviours was different
between groups. Indeed, only lesioned rats treated with PPX displayed a higher number
of ELP-U than ELP-C, suggesting that the combination of nigrostriatal lesion and PPX
treatment can affect the behavioural output towards the expression of compulsive-like
lever-pressing (ELP-U) instead of responses classically observed after a regular extinction
(ELP-C). However, unlike what was observed in rats with combined VTA and SNc lesion
[24], PPX treatment following the SNc lesion did not enhance PTSA-induced ELP-U, sug-
gesting that the pattern of dopamine denervation may play a critical role for the emer-
gence of compulsive-like behaviours after treatment with dopamine agonists. In line with
an involvement of the VTA in the expression of compulsive lever-pressing in the PTSA
task, previous work demonstrated that chronic administration of quinpirole led to a de-
creased activity of VT A neurons, as shown with a reduced number of active neurons and
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decreased bursting activity that was correlated with behavioural outputs in this model
[22]. Similar to quinpirole, chronic administration of PPX has also been shown to reduce
spontaneous and bursting activity of VTA neurons in rats [26].

Together with previous work using the same task [24], our results suggest that VTA
degeneration combined to SNc¢ dopamine loss may be required for PPX treatment to
strongly induce the emergence of compulsive behaviours. This is in accordance with sev-
eral imaging studies showing that PD patients with ICD exhibit reduced levels of dopa-
mine transporter in the ventral striatum [27-29]. This is also corroborated by other studies
that found a reduced dopamine synthesis capacity [30] and reduced activation of the ven-
tral striatum at rest in patients with ICD [31]. According to a recently proposed vulnera-
bility-stress model [32], such peculiar pattern of dopamine denervation may represent an
intrinsic vulnerability that would alter the processing of action-outcome associations and
reinforcement mechanisms when exposed to dopamine replacement therapy.
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2.3. Analyses supplémentaires

D’autres résultats peuvent étre extraits de ce test comportemental de PTSA, pouvant
nous permettre d’extrapoler une dimension relative a de la persévération et de I'impulsivité
d’attente. Ainsi, nous avons également étudié le nombre de visites a la mangeoire pendant
I’essai, qui ne varie pas en fonction de la lésion et/ou du traitement (k=3.335, p=0.3427, Figure
20A) ainsi que le nombre de visites a la mangeoire pendant les temps de time-out qui est
significativement augmenté (k=21.33, p<0.0001, Figure 20B) chez les individus Iésés aprés
traitement au pramipexole en comparaison des individus controles traités (p<0.01). De plus,
le nombre de visites a la mangeoire au cours de I'essai de « lever press training » (k=26.70,
p<0.0001, Figure 20C) est augmenté apreés la lésion nigrostriatale seule (p<0.001, Figure 20C)
et par le traitement au pramipexole apres lésion nigrostriatale par rapport au traitement seul
(p<0.05, Figure 20C). Le nombre de visites a la mangeoire pendant les temps de « time-out »
des sessions de « lever press training » (k=26.23, p<0.0001, Figure 20D) est augmenté chez les
animaux |ésés comparativement aux animaux controéles (p<0.05, Figure 20D) et aprés le cumul
de la lésion et du traitement chronique au pramipexole comparativement au traitement seul
(p<0.001, Figure 20D). Ainsi, la dégénérescence dopaminergique de la SNc cumulée au
traitement chronique au pramipexole pourrait induire une augmentation de I'impulsivité
d’attente visualisée par I'augmentation des visites a la mangeoire alors que la récompense
n’est pas présente, qu’il soit nécessaire pour les animaux de réaliser une action (sessions de
« lever press training ») ou non (sessions de « magazine training »). La lésion seule permet
d’extrapoler également la mise en place d’une impulsivité d’attente mais de maniére moindre
et uniguement dans les sessions de « lever press training » ou une action est requise. Les

appuis totaux sur le levier renforgant au cours de la session d’extinction (test) tendent a étre
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diminués (p=0.1534) chez les individus Iésés et traités en comparaison des individus lésés bien
que cette différence ne soit pas significative (F3,37=2.265, p=0.0298, Figure 20E). En revanche,
les appuis sur le levier non renforgant dans les sessions d'extinction sont significativement
augmentés (k=13.45, p<0.01, Figure 20F) aprés la lésion associée au traitement au
pramipexole en comparaison de la lésion seule (p<0.05) tandis que le traitement seul n’a pas
d’effet. L'impact cumulé de la lésion et du traitement entrainerait un changement de
comportement des animaux qui essaieraient une nouvelle stratégie qui n’a cependant jamais

été renforgante.
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Figure 20 : Résultats complémentaires de I'analyse du comportement en PTSA.

A-D. Nombre de visites a la mangeoire des animaux contréles (CTL) et Iésés, saline ou traités au pramipexole (PPX) dans
les sessions de « magazine training » (A et B) et de « lever press training » (C et D) pendant I’essai (A et C) et pendant les
temps de « time-out » (B et D). E-F. Nombre total d’appuis pendant la session d’extinction, sur le levier renfor¢ant (D) et

non renforcant (E). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

141



3. Plasticité synaptique fronto-striatale : quel impact

de la dénervation nigrostriatale et du pramipexole ?

Les propriétés de plasticité synaptique des boucles associatives ont été étudiées afin de
définir les effets du processus neurodégénératif et/ou du pramipexole. Nous nous sommes
basés sur les études préalablement réalisées dans la boucle motrice, mettant en évidence une
altération des mécanismes de plasticité induit par la dénervation nigrostriatale a la 6-OHDA
et le traitement a la L-DOPA chez les animaux dyskinétiques et non-dyskinétiques (Belujon et

al., 2010; Picconi et al., 2003).

L'hypothése que nous avons cherché a tester est comment la dénervation
dopaminergique et/ou le traitement chronique au pramipexole pouvaient impacter I'efficacité
synaptique des neurones épineux de taille moyenne du striatum dorsomédian (DMS) aprés
une stimulation du cortex orbitofrontal (OFC), et dans quelle mesure son dysfonctionnement
pouvait participer au développement des TCl. Pour cela, quatre groupes d’animaux ont été
générés : les animaux contréles (n=6), controdles traités chroniquement au pramipexole (n=4),
les animaux lésés (n=6) et les animaux |ésés traités chroniquement au pramipexole (n=7).
Comme pour nos autres travaux, la modélisation de dégénérescence de la voie nigrostriée a
été effectuée a I'aide d’un vecteur viral surexprimant I'alpha-synucléine humaine mutée en
A53T dans la SNc de rats de huit semaines et les groupes contrbles ont été injectés aux mémes
coordonnées avec un adénovecteur viral exprimant la GFP. Les animaux ont ensuite été
soumis au protocole d’électrophysiologie décrit précédemment dans les méthodes afin
d’enregistrer la réponse d’un neurone épineux de taille moyenne du striatum dorsomédian

suite a une stimulation du cortex orbitofrontal. Le marquage des neurones TH positifs permet
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de valider la lésion nigrostriatale. D’aprés nos résultats, il est possible de déduire que ni la
dénervation nigrostriatale, ni le traitement chronique au pramipexole, ni la combinaison des
deux, n‘impactent les parameétres neuronaux de durée de potentiel d’action (F=1.699 et
p=0.2011, Figure 21B) et de latence apreés la stimulation corticale (k=1.740 et p=1.740, Figure
21C). La figure 21 ci-dessous indique comment sont mesurés les parametres de durée (Figure

21A) et de latence (Figure 21B).
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Figure 21: Schématisation des mesures des paramétres de durée et de latence de réponse des neurones du

striatum dorsomédian aprés une réponse de la stimulation du cortex orbitofrontal.

A. Potentiel d’action d’un neurone du striatum dorsomédian aprés la stimulation du cortex orbitofrontal extrait
d’un enregistrement, permettant la visualisation des bornes définissant sa latence de réponse en bleu et sa durée
en rouge. B-C. Durées (B) et latence de réponse (C) des potentiels d’action des neurones striataux enregistrés
aprés une stimulation du cortex orbitofrontal, des animaux contréles (CTL), contréles traités au pramipexole

(PPX), Iésés et lésés traités PPX.
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La durée du potentiel d’action est mesurée entre le début de |la dépolarisation et le pic
de I’hyperpolarisation. Un neurone dont la réponse a la stimulation électrique présente une
latence supérieure a 20ms est exclu de la suite de I'analyse. Effectivement, une latence trop
importante pourrait refléter une réponse neuronale poly-synaptique a la stimulation du cortex
orbitofrontal c’est-a-dire que cette réponse pourrait étre médiée par un relais synaptique et

non étre une réponse directe du neurone enregistré.

L’étude de la plasticité de cette voie indique que les animaux contréles présentent une
augmentation de I'efficacité synaptique (p<0.05, t=3.829 et df=5, Figure 22B) a la suite d’un
protocole de SHF (100 pulses 50Hz-10s-100 pulses 50Hz). Les différents paramétres de
stimulation et d’acquisition réalisés avant, pendant et aprés la SHF sont décrits
précédemment, dans les méthodes. Le protocole de SHF réalisé dans I'OFC conduit a une PLT
des neurones épineux de taille moyenne du DMS (Figure 22A). Ces observations nous serviront
donc de controles pour déterminer les changements de réponse et d’efficacité synaptique
induits par la dénervation nigrostriatale et/ou le traitement chronique au pramipexole. Ainsi,
un effet groupe (F3,19=31.43, p<0.0001) et un effet temps (F4.874,92.20=17.10, p<0.0001) permet
de mettre en évidence une différence de réponse entre le groupe CTL et les autres groupes
expérimentaux (CLT PPX, lésés et |ésés PPX), de 30 a 40 minutes apres la SHF (Figure 22A, Fzg,
227=7.215, p<0.0001). Les contrOles traités (t=4.998 et df=3, Figure 22C), les animaux lésés
(p<0.01, Figure 22D), et les animaux lésés traités (t=6.375 et df=6, Figure 22E) présentent une

diminution de I'efficacité synaptique apres I'application du méme protocole de SHF.
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Figure 22 : Probabilités de réponse des neurones striataux apres une stimulation du cortex orbitofrontal.

A. Graphique reprenant les probabilités de réponse (en pourcentage par rapport a la probabilité d’avant la SHF)
des neurones striataux en fonction du temps (20 minutes avant SHF et jusqu’a 45 minutes aprés SHF) pour les
individus contréles en vert foncé, contréles traités en vert clair, Iésés en rouge foncé et lIésés traités en rouge clair.
B-E. Probabilité de réponse des neurones du striatum dorsomédian en pourcentage avant (moyenne sur 15
minutes) et aprés le protocole de stimulation haute fréquence (SHF, moyenne entre 30 et 40 minutes) du cortex
orbitofrontal pour les animaux contréles (CTL, B), contréles traités au pramipexole (CTL PPX, C), Iésés (D) et lésés

traités (lésés PPX, E).
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Il est donc possible de déduire que la dénervation nigrostriatale, le traitement au
pramipexole ainsi que la combinaison des deux, ont un impact délétére sur la transmission
frontostriatale en diminuant I'efficacité synaptique. La surexpression protéique d’alpha-
synucléine dans la SNc induit une altération de I'efficacité de réponse des neurones épineux
de taille moyenne du DMS et donc de la transmission d’informations de I’'OFC vers le DMS.
Nos résultats montrent un effet similaire apres le traitement au pramipexole, seul ou cumulé

a la lésion nigrostriatale.
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PROJETS COLLABORATIFS
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1.Susceptibilite interindividuelle a la dénervation
dopaminergique de rats hétérozygotes ou

homozygotes pour le gene ATP13A2.

Ce projet collaboratif, porté par Benjamin Dehay de I'équipe « Physiopathologie des
syndromes Parkinsoniens » du laboratoire « Institut des Maladies Neurodégénératives »
(IMN) de Bordeaux, a pour but de comprendre le role du dysfonctionnement du gene ATP13A2
dans le développement de la MP. Une étude longitudinale est réalisée sur un modeéle de rat
knock-out (KO) pour le géne de ’ATP13A2, codant une ATPase lysosomale de type P, impliqué
dans le développement génétique de plusieurs maladies neurodégénératives telles que la MP
et le syndrome de Kufor-Rakeb (Park et al., 2015; van Veen et al., 2020). Cette étude est
réalisée pour définir I'impact de la perte du géne ATP13A2 sur des modifications
comportementales, I'accumulation d’alpha-synucléine et sur la fonction lysosomale. Dans le
cadre de cette collaboration, nous avons généré les cohortes de suivi longitudinal des rats WT,
hétérozygotes et homozygotes. Une premiére cohorte de rats a donc été soumise au
protocole de stepping test afin d’estimer leurs performances motrices avant et apreés chirurgie
stéréotaxique et injection d’un AAV-2 surexprimant la GFP ou I'alpha-synucléine humaine
mutée en A53T dans la SNc. Le suivi longitudinal moteur a été effectué jusqu’a 20 semaines
post-chirurgie avant le prélevement des cerveaux a la suite d’'une perfusion intracardiaque.
L'intégralité des analyses post-mortem est réalisée a Bordeaux dans I'équipe du porteur de

projet.
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Les résultats de stepping test montrent un déficit moteur identique aprés lésion de la
voie dopaminergique nigrostriatale dans |'ensemble des groupes d’animaux, WT,
hétérozygotes (HET) et homozygotes (HOMO), que ce soit chez les femelles ou chez les males
(Figure 23). Ces résultats comportementaux sont en accord avec les résultats post-mortem
obtenus par I'équipe de recherche de Bordeaux qui montre une dégénérescence
dopaminergique des neurones TH positifs dans la SNc identique indépendamment du sexe et

du génotype des animaux.
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Figure 23 : Estimation de I'akinésie par stepping test des rats femelles et mdles, WT, hétérozygotes (HET) et

homozygotes (HOMO) pour le gene ATP13A2.

Nombre de pas d’ajustement en stepping test pour les individus femelles (A) et mdles (B) montrant un déficit
moteur 20 semaines post-injection du vecteur viral surexprimant I’alpha-synucléine mais ne démontrant pas

d’effet différentiel de la Iésion dopaminergique en fonction du génotype. **** p<0.0001

Une seconde cohorte de rats a été soumise au protocole de SHIRPA, regroupant un panel
de tests neurodéveloppementaux. Nous nous sommes donc intéressés au jour d’ouverture

des yeux, au réflexe de retournement (du dos sur les pattes, « righting reflex ») et de

149



redressement (téte en bas a téte en haut, « negative geotaxis »), au temps nécessaire a
I’'animal pour sortir d’'un périmetre de 15cm (acticité locomotrice spontanée), au réflexe de
réaction au bruit et le réflexe de « cliff avoidance » c’est-a-dire le temps nécessaire au raton
pour effectuer un recul entier (corps et téte) lorsque sa téte est dans le vide. Quelques
différences dépendantes du génotype peuvent étre relevées. Les femelles HET mettent plus
de temps a se redresser que les femelles WT et les HOMO dans I'exercice de « righting reflex »,
les jours postnataux 5 et 6 et que les WT au jour postnatal 8 (Figure 24A) contrairement aux
males ou aucune différence n’est relevée (Figure 24B). Au niveau de l'activité locomotrice
spontanée, les animaux HOMO femelles (Figure 24C) et males (Figure 24D) mettent
significativement plus de temps a sortir du périmetre défini, respectivement en comparaison

aux WT (jour postnatal 9) et aux WT et HET (jour postnatal 10).
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Figure 24 : Résultats du panel de tests neurodéveloppementaux de SHIRPA des individus ATP13A2 en fonction du

génotype et du genre.

Temps nécessaire au redressement (dos sur patte, « righting reflex ») des individus ATP13A2 WT, HET et HOMO,
femelles (A) et mdles (B). Temps nécessaire a la sortie d’un périmétre de 15cm des individus ATP13A2 WT, HET et

HOMO, femelles (C) et mdles (D). **** p<0.0001, ** p<0.01.

Les résultats post-mortem sont encore en cours d’acquisition a I'lIMN.
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2.Recherche d’un biomarqueur précoce de maladie de

Parkinson.

Ce projet collaboratif (résumé graphique en figure 25), porté par Sabrina Boulet et Florence
Fauvelle, de I'équipe « Physiopathologie de la motivation » du laboratoire « Grenoble Institut
Neurosciences », a permis de mettre en évidence des dysrégulations métaboliques communes
dans le sérum de plusieurs modeéles animaux (macaques MPTP, rats 6-OHDA et rats alpha-
synucléine) ainsi que dans deux cohortes de patients parkinsoniens, par spectroscopie de
résonnance magnétique nucléaire. Ce travail (voir annexe 2) permet de démontrer que
certaines dysrégulations métaboliques apparaissent en amont des symptémes moteurs de la
MP et peuvent représenter des biomarqueurs précoces de celle-ci, permettant de réaliser un
diagnostic précoce. L’analyse a effectivement permis de définir un biomarqueur composé de
six métabolites : acetoaceate, betaine, B-hydroxybutyrate, creatine, pyruvate et valine. Dans
le cadre de cette collaboration, nous avons fourni I'intégralité des échantillons de sérum des
rats alpha-synucléine (n=11) et contrdles (injectés avec le vecteur viral surexprimant la GFP,
n=12), prélevés en condition basale avant chirurgie puis a 3 et a 9 semaines apres l'injection

virale.
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Figure 25 : Résumé graphique du projet collaboratif avec I'équipe du Grenoble Institut Neurosciences.

NMR : Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy ; PD : Parkinson’s Disease (=MP)

Résumé de l'article publié en collaboration avec I'équipe « Physiopathologie de la Motivation » du « Grenoble
Institut Neurosciences » étant basé sur une étude par NMR du sérum de cohortes de rats (6-OHDA et alpha-
synucléine), de macaques MPTP et de patients parkinsoniens permettant de définir un biomarqueur composite

précoce de MP.
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DISCUSSION GENERALE




Il est aujourd’hui impossible de limiter la maladie de Parkinson aux symptomes
moteurs. Les symptomes non-moteurs ne sont pas négligeables et sont trés handicapants
pour les patients dans leur quotidien, a un degré parfois plus élevé que les symptémes
moteurs (Barone et al., 2009). Les traitements pharmacologiques délivrés en clinique révélent
accentuer les troubles neuropsychiatriques et/ou moteurs aprés une prise a plus ou moins
long terme, malgré leurs effets indiscutables sur la tétrade motrice symptomatique (Bezard et

al., 2001; Corvol et al., 2018).

Dans le cadre de cette thése, nous avons notamment voulu étudier I'impact de la
dénervation nigrostriatale et d’'un agoniste dopaminergique D3/D2, le pramipexole, sur divers

comportements, spontanés ou opérants, dans un modele rat de MP.

Le premier projet, a porté sur I’étude de la flexibilité cognitive. La flexibilité cognitive
est définie comme la capacité a ajuster son comportement en fonction des changements dans
son environnement dans le but de générer des réponses appropriées. Plusieurs études
démontrent que le vieillissement normal impacte les capacités de flexibilité cognitive et que
les patients parkinsoniens présentent une rigidité cognitive exacerbée (McDonald et al.,
2018). Les réseaux neuronaux identifiés dans les exercices de flexibilité cognitive sont des
réseaux cortico-striataux reposant notamment sur les cortex préfrontal et orbitofrontal et
sont dépendants de la dopamine (Habak et al., 2014; Hornak et al., 2004; Monchi et al., 2004;
Robbins, 2007; Roberts et al., 1994; Vijayraghavan et al., 2017). Notre étude démontre que la
capacité a prendre des décisions de maniere flexible, en prenant en considération les
changements de son environnement et en s’adaptant a de nouvelles régles est soumis a une
importante variabilité interindividuelle, nous permettant de classer les individus en trois

groupes au niveau basal de performances significativement différent. Ainsi, un haut niveau de
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flexibilité rend les individus plus vulnérables a une diminution de leurs performances aprés
une dénervation nigrostriatale, en comparaison d’individus présentant un niveau basal de
flexibilité intermédiaire ou faible, et ce, bien que 'amplitude de Iésion soit similaire. Ainsi, les
neurones dopaminergiques de la voie nigrostriée sont impliqués dans les fonctions cognitives,
notamment de flexibilité, mais de maniere différentielle en fonction du profil individuel initial.
De plus, les capacités de flexibilité cognitive dans notre exercice de « set-shifting » requierent
une capacité d’adaptation a un changement de regle. Effectivement, le changement de
stratégie au cours de la tache cognitive implique une capacité a ignorer les indices non
pertinents. Ici, dans la dimension visuelle (a faible demande cognitive), il suffit de suivre
I'indice lumineux tandis que la dimension égocentrique requiert d’ignorer ce stimulus visuel
auparavant pertinent et donc une plus forte demande cognitive. La dégénérescence de la voie
dopaminergique nigrostriatale induit un plus grand nombre d’erreurs dans la dimension
égocentrique du fait de sa complexité plus importante, et ce, indépendamment des
performances de base. De plus, nous pouvons déduire que la diminution des performances
apres lésion nigrostriatale est également due a une diminution du nombre de phases
complétées au cours de I'exercice, corrélée a une altération de la capacité de passer d’une
dimension a l'autre. Ces données sont en adéquation avec les études cliniques réalisées chez
les patients parkinsoniens démontrant des déficits de flexibilité cognitive ainsi que des
difficultés a ignorer des informations non pertinentes, une persévérance importante et des

déficits attentionnels (Cools et al., 2001b; Fallon et al., 2016).

Aujourd’hui, nos travaux suggerent une implication différentielle des neurones
dopaminergiques dans le mécanisme cognitif de flexibilité, dépendamment des performances

individuelles. Les causes et mécanismes de cette susceptibilité de dégradation de la flexibilité
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cognitive ne sont pas encore élucidés mais pourraient étre liés a des polymorphismes
génétiques et a des défauts d’activité, notamment du DAT et du COMT. En effet, des études
ont mis en avant des associations entre le COMT et le DAT, I’activité du cortex orbitofrontal et
du cortex préfrontal, et les performances de flexibilité cognitive (Cybulska-Klosowicz et al.,
2017; Fallon et al.,, 2015; Fang et al.,, 2019; Habak et al.,, 2014; Tunbridge et al., 2004).
L’homéostasie de la dopamine et les enzymes/protéines associées pourraient donc sous-
tendre les différences interindividuelles dans les performances cognitives, notamment de

flexibilite.

Dans notre étude, nous démontrons également que la prise chronique de pramipexole par
voie systémique entraine des déficits de flexibilité cognitive chez les individus |ésés et chez les
controles, ce qui nous permet de suggérer I'implication du récepteur dopaminergique D3. Les
effets déléteres du pramipexole sur les capacités de flexibilité cognitive sont d’autant plus
importants aprés une dénervation nigrostriatale, indiquant que la MP serait un facteur
aggravant. Ces déficits de flexibilité cognitive aprés la prise de pramipexole chez les individus
contrbles sont également dépendants des performances de base. Nous montrons une plus
importante altération de la flexibilité cognitive chez les individus flexibles et intermédiaires
tandis que les individus inflexibles restent a un faible niveau de flexibilité cognitive, sans
détérioration apparente. En revanche, dans la population lésée, les individus flexibles et
intermédiaires présentent une altération de leurs performances dans la dimension
égocentrique tandis que les individus inflexibles sont plutét impactés dans la dimension
visuelle. Ces données concordent avec la littérature qui avait permis de mettre en évidence

une amélioration des performances dans un exercice de flexibilité cognitive chez des souris
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KO au RcD3 (Glickstein et al., 2005) et dans un modele primate de MP apres administration

per os d’un antagoniste aux RcD3 (S33138) (Millan et al., 2010).

Le traitement au pramipexole entraine également une altération de I'implication du cortex
orbitofrontal. Nos données expérimentales étayent les données bibliographiques, indiquant
qgue la dopamine des circuits fronto-striataux influe considérablement sur les fonctions
exécutives, notamment de flexibilité cognitive. En clinique, ces dysfonctions sont retrouvées
chez des patients parkinsoniens ayant développé des TCI (van Eimeren et al., 2009). De plus,
la modulation par la dopamine a été étudiée dans plusieurs structures cérébrales impliquées
dans ces boucles fronto-striatales, comme le cortex préfrontal et le striatum ventral. Ces
études ont notamment été réalisées par modulation locale du systéeme dopaminergique avec
infusion d’agonistes ou d’antagonistes aux récepteurs de la dopamine, et ont démontré des
effets sur les capacités de flexibilité cognitive (Floresco et al., 2006). Elles ont permis de
déduire que des capacités optimales de flexibilité cognitive était en partie dépendantes d’un
équilibre d’activation entre les RcD1 et RcD2 dans les boucles fronto-striatales (Haluk and
Floresco, 2009). Nous utilisons dans cette étude un agoniste D3/D2 qui permet de mettre en
évidence la contribution des RcD3 dans les performances de flexibilité cognitive.
Effectivement, une stimulation importante des RcD3 engendre des déficits dans cette tache

exécutive.

Nous suggérons de plus que I'implication des boucles fronto-striatales peut étre différente en
fonction des caractéristiques basales des individus. En effet, le marquage du géene de réponse
précoce c-fos a permis de mettre en évidence une augmentation de l'activité neuronale
globale dans le striatum des individus ayant une dégénérescence nigrostriatale et recu un

traitement au pramipexole. Ces données sont en accord avec les données de la littérature qui

158



démontrent également une activité neuronale striatale augmentée aprés une thérapie de
remplacement de la dopamine (traitement a la L-DOPA) dans un modéle de primate non-
humain (Svenningsson et al.,, 2000). Cependant, cette étude montre également une
augmentation de I'activité neuronale dans le cortex cérébral dénervé apres administration de
L-DOPA tandis que nos résultats ne convergent pas en ce sens. Effectivement, nous n’avons
retrouvé aucune différence d’activité neuronale par le biais du marquage au c-fos dans le
cortex orbitofrontal, le cortex préfrontal ni le noyau accumbens. L'augmentation de I'activité
neuronale chez les individus présentant une dénervation nigrostriatale n’est cependant pas
lige aux performances initiales de flexibilité cognitive. Nous démontrons en revanche une
corrélation négative entre le niveau d’activité neuronale dans le cortex orbitofrontal et les
performances des individus contréles, aprés traitement chronique au pramipexole. Cette
corrélation est perdue lorsqu’une lésion dopaminergique est réalisée. Notre étude sous-tend
donc la théorie selon laquelle les boucles fronto-striatales seraient différentiellement
impliquées dans les altérations du niveau de flexibilité cognitive induites par le traitement au
pramipexole, et que chez les individus contrles ne présentant pas de dénervation
dopaminergique de la voie nigrostriée, les performances sous pramipexole sont dépendantes
du cortex orbitofrontal. Nous démontrons que I'implication de I'OFC est compromise apres le
cumul d’une dénervation nigrostriatale et du traitement au pramipexole dans une tache de
flexibilité cognitive nécessitant des capacités d’adaptation et de traitement des informations
pertinentes ou non-pertinentes. Ces résultats sont en concordance avec des études
d’imagerie démontrant une implication de I'OFC dans lintégration des informations
récompensantes et punitives modifiant les réponses comportementales de par sa forte
connexion avec les structures sous-corticales comme I'amygdale et le striatum ventral

(Carmichael and Price, 1995). Aprés un traitement aux agonistes dopaminergiques, I'activité
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de I'OFC et I'incapacité a évaluer les conséquences négatives des actions ne sont plus corrélées
(van Eimeren et al.,, 2009). De plus, I'OFC est une structure centrale dans les TCl. Son
inactivation induite par la prise d’agoniste dopaminergique aboutit a un patron d’activité
neuronale déficient et a une activation des réseaux inhibiteurs liés notamment au

développement de jeu pathologique (van Eimeren et al., 2010).

Avec ces travaux, nous sommes en capacité de conclure que les variabilités interindividuelles
avant le début de prise en charge thérapeutique pourraient étre liées a une vulnérabilité de
développement de TCI. Nous étayons le fait que la dégénérescence dopaminergique de la voie
nigrostriée mene a des effets plus ou moins marqués sur les capacités de flexibilité cognitive :
les individus préalablement tres flexibles seront les plus fortement impactés tandis que les
individus les moins flexibles ne seront que beaucoup moins voire pas affectés. Nous
élargissons également les pistes explicatives de la physiopathologie des TCl en étudiant la
flexibilité cognitive sous traitement au pramipexole et en démontrant (i) une exacerbation des
déficits mais également (ii) la présence de déficits dans les deux dimensions de |'exercice
(visuelle et égocentrique). Nous suggérons donc que les différences basales de flexibilité
cognitive reflétant la variabilité interindividuelle sont un indicateur de sensibilité et de risque

de développement de TCl aprées un traitement au pramipexole.

Les déficits de flexibilité cognitive dans notre modele animal de MP sont
particulierement intéressants mais les altérations dans cet exercice opérant ne suffisent pas a
modéliser les TCl apres un traitement aux agonistes dopaminergiques. Effectivement, les
capacités de flexibilité cognitive mettent en jeu des dimensions comportementales pouvant

étre liées a des capacités d’intégration d’informations et de prise de décisions qui rend les
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déficits de performances difficilement assimilables a des TCl. De plus, I'expérience de set-
shifting est longue : 21 jours avant la chirurgie, 16 jours apres la chirurgie et 21 jours pendant
le traitement ce qui rend son utilisation en tant qu’exercice permettant de modéliser des
troubles cognitifs fastidieuse et chronophage. Nous nous sommes donc intéressés dans un
second temps a développer un modele animal de TCl en nous basant sur I'étude de plusieurs

comportements, spontané dans un premier temps puis opérant.

Effectivement, I'impact des effets secondaires non-moteurs aprés la prise de traitement de la
MP aux agonistes dopaminergique est majeur pour les patients mais il n’existe actuellement
aucun modele expérimental de TCl. Certains modéles permettent de révéler quelques
caractéristiques de TCl avec les propriétés renforcantes du pramipexole (Engeln et al., 2013),
le jeu pathologique et l'impulsivité. Cependant, les caractéristiques de compulsion et
d’addiction comportementale ne sont pas évaluées. Plusieurs études ont mis en exergue des
modifications comportementales notamment d’impulsivité (Engeln et al.,, 2016; Jiménez-
Urbieta et al., 2019). Les auteurs démontrent que la lésion de la voie dopaminergique
nigrostriée entraine une augmentation de I'impulsivité d’attente (correspondant a un déficit
d’inhibition) et de I'impulsivité d’action (motrice) qui est exacerbée par le traitement au
pramipexole dans des exercices de « 5-choice serial reaction time », de « Fixed Consecutive
Number » ou de « differential reinforcement of low rate of responding ». D’autres études ont
mis en place des modéles animaux mimant le jeu pathologique des patients, notamment basés
sur le « lowa gambling task » ou le « rodent betting task » (Tremblay et al., 2017; Zeeb et al.,
2009). Effectivement, les agonistes dopaminergiques sont connus pour induire du jeu
pathologique chez les patients parkinsoniens. Une étude clinique indique notamment que les

patients parkinsoniens ne présentent pas de comportement différent en comparaison aux
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patients controles tandis que le traitement au pramipexole induit une augmentation de la
prise de risque. Les structures cérébrales impliquées chez 'Homme et le rongeur sont
identiques : le cortex préfrontal notamment le cortex orbitofrontal, le NAcc, et I'amygdale

basolatérale (de Visser et al., 2011).

Dans notre étude nous voulions développer un modele animal de TCI qui soit rapide a
mettre en place, reproductible et reproduisant la nature comportementale compulsive. En
clinique, certains TCI comme le « punding » se développent notamment en rapport avec des
activités familieres aux patients, pour lesquelles ils présentaient un intérét particulier avant
de développer la MP, ou des activités quotidiennes. Nous nous sommes alors basés sur I'étude
d’un comportement spontané et naturel du rongeur pour développer notre modele de TCl :
I’'amassement de nourriture. Notre premiéere hypothése était que le traitement chronique au
pramipexole aprés dénervation nigrostriatale impacterait 'amassement de nourriture. Ce
modéle est parfois utilisé dans I'étude des comportements appelés troubles obsessionnels
compulsifs (TOC), notamment avec |'utilisation de quinpirole (Stuchlik et al., 2016; Szechtman
et al., 1998), un agoniste dopaminergique D2/D3, liant préférentiellement le D2. Comme la
physiopathologie des TCl, celle des TOC reste a élargir et ces études ont proposé la validation
d’'un modeéle animal par le biais du traitement au quinpirole en démontrant une sensibilisation

au quinpirole induisant des comportements stéréotypés répétitifs et compulsifs.

Dans un contexte clinique, 'amassement peut étre représenté par I'accumulation d’objets
familiers, et est retrouvé chez 30% des patients parkinsoniens traités aux agonistes
dopaminergiques (O’Sullivan et al., 2010). Comme indiqué précédemment, 'accumulation de
nourriture est un comportement naturel et spontané chez le rongeur, modulé par la

photopériode et le climat mais la disponibilité de la source de nourriture reste le facteur le
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plus impactant. Ce comportement requiert notamment des capacités de planification,
nécessite 'engagement du cortex préfrontal et de I'hippocampe, et est dépendant de la
dopamine (Ayers et al., 2014; Deacon et al., 2002, 2003; Lacroix et al., 1998; Stam et al., 1989).
La dopamine et ces structures sont également connues pour étre impliquées dans le

développement des TCI.

Des travaux antérieurs sur le comportement d’amassement de nourriture et la dopamine
mésolimbique ont démontré qu’une Iésion de la VTA entraine une réduction drastique voire
un arrét total de ce comportement (Kelley and Stinus, 1985). Nos résultats ne démontrent
cependant pas d’impact de la lésion de la SNc sur I'accumulation de nourriture, visualisé par
le nombre de croquettes de nourriture collectées. Ce comportement d’amassement serait
donc essentiellement médié par la dopamine mésolimbique. Il n’y a pas non plus
d’augmentation du temps passé en interaction avec la nourriture qui regroupe le temps de
manipulation des croquettes et le temps passé a les manger. En revanche, le traitement
chronique au pramipexole provoque une diminution du nombre de croquettes de nourriture
amassées et ramenées dans la zone contenant la cage de vie de I'animal. Le traitement induit
également une augmentation massive du temps passé en interaction avec la nourriture, chez
les individus dénervés et non-dénervés, aboutissant donc a une perturbation significative du
comportement naturel. Ces données vont cependant a I'encontre de celles retrouvées dans
une étude s’intéressant au comportement d’amassement de nourriture aprés administration
d’halopéridol, un antagoniste D2, et démontrant une diminution du comportement (Li et al.,
2012). De ce fait, les comportements développés sous pramipexole que nous mettons en
évidence tendraient a se rapprocher du comportement de « punding » caractérisé par des

comportements moteurs stéréotypés avec une fascination intense pour des objets qui sont
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alors longuement manipulés et examinés. Le « punding » pourrait étre considéré comme une
forme de compulsion. En clinique, ce comportement peut étre retrouvé chez 14% des patients
parkinsoniens traités (Evans et al., 2004; Spencer et al., 2011) bien qu’il y ait de nombreuses
disparités dans I'évaluation de ce trouble. Cependant, une étude réalisée sur des patients
parkinsoniens démontre qu’une monothérapie avec un agoniste D2/D3 n’entraine que trés
peu de comportements associés a du « punding », suggérant que ce trouble serait plutét
dépendant des récepteurs D1 et D2 puisqu’étant retrouvé apres traitement a la L-DOPA (Sierra
et al., 2015; Silveira-Moriyama et al., 2006). En revanche, notre étude irait plutdt dans le sens
de I’étude de Fenu et ses collaborateurs qui met en évidence une implication des récepteurs
dopaminergiques D3 (Fenu et al., 2009). La limitation de I’exercice comportemental que nous
avons mis en place est I'absence de différence aprées traitement entre le groupe dénervé dans
la voie dopaminergique nigrostriée et le groupe non-dénervé. Effectivement, notre but était
de mettre en place un modéle animal de TCI se développant apres lésion dopaminergique de
la SNc afin de mimer les TCl présents chez les patients parkinsoniens. Les animaux dénervés
ne présentent pas de vulnérabilité accrue au développement de ce comportement répétitif

apres traitement au pramipexole.

Les patients ayant développé du « punding » présentent une hypoconnectivité avec le cortex
frontal ou hyperconnectivité avec le thalamus et le striatum (Markovic et al., 2017) alors que
cette étude d’imagerie clinique sous-tend I'importance de I'équilibre des connections entre
les structures liées a la récompense (habenula, amygdale) et les structures corticales et sous-
corticales. Les patients présentant des déficits dans ce systeme seraient donc plus vulnérables
au développement de ce TCl. En revanche, les patients présentant des comportements de

TOC, pouvant se rapprocher du comportement de « punding », présentent des changements
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dans les circuits cortico - ganglions de la base - thalamo - corticaux avec une hyperactivité de
I’OFC, du cortex cingulaire antérieur, du noyau caudé et du thalamus (Harrison et al., 2013;
Mataix-Cols et al., 2004; Rotge et al., 2008). De plus, une connectivité anormale de I'OFC,
notamment avec une connectivité accrue de I’'OFC vers le striatum ventral a été démontré
(Szechtman et al.,, 2017). D’aprés nos précédents résultats, on sait que la dopamine
nigrostriatale joue un réle important dans les performances de flexibilité comportementale
qui impliquent un engagement de I'OFC, qui sont largement impactées par le traitement au
pramipexole, bien que cet impact soit dépendant des performances prémorbides. Les
résultats basés sur I'étude du comportement de « punding » ne démontrent de changement
gu’apreés traitement chronique au pramipexole. L'ensemble de ces résultats sous-tend le role
important du pramipexole dans l'activité de I'OFC et dans les comportements de type
« punding », comme le quinpirole, un autre agoniste D2/D3, dans les modeles de TOC,

indépendamment de la Iésion nigrostriatale.

Ce premier test basé sur un comportement naturel spontané des rongeurs n’a pas permis de
modéliser I'aspect compulsif de la prise de nourriture et n’a pas permis de mettre en évidence
des différences comportementales aprés la Iésion de la voie dopaminergique nigrostriée
combinée au traitement chronique au PPX. Nous nous sommes donc intéressés au
développement d’un modele de TCl par le biais d’une étude sur un comportement opérant :
le « post training signal attenuation » ou PTSA, permettant notamment d’étudier la
compulsivité des animaux et déja utilisé dans la modélisation des TOC (Joel, 2006). Nous
sommes partis de I’hypothése selon laquelle les animaux ayant une dégénérescence de la voie
dopaminergique nigrostriée et traités au pramipexole présenteraient un caractére compulsif

accru au cours de I'exercice.
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Effectivement, de précédentes études ont démontré que la stimulation excessive des
récepteurs dopaminergiques D3 semble engendrer I'apparition d’une prise de risque plus
importante ainsi que de [limpulsivité chez des animaux dénervés, deux traits
comportementaux pouvant étre mis en lien avec des déficits dans I'anticipation des
conséquences associées aux actions réalisées. Cet aspect déja étudié présente des similitudes
avec les aspects compulsifs des comportements bien que la compulsivité soit plutot définie
comme un comportement persistant et non orienté vers un but et une recherche de plaisir,
qui serait plus automatique. La tache de PTSA permet de mettre en évidence des
comportements compulsifs (appuis sur un levier connu comme étant renforcant et délivrant
une récompense), caractéristiques d’un déficit d’association entre la résultante d’'une réponse
et les performances (Joel, 2006). Notre expérience confirme les résultats des études ayant
déja utilisé cette tache ou une tache d’extinction du signal classique (sans période
d’atténuation) selon lesquels lors de la phase d’extinction les animaux réalisent plus d’appuis
sur le levier connu pour étre renforcant suivi d’une visite a la mangeoire que lors de la phase

d’entrainement (pour rappel, variable appelée ELP-C) (Joel and Avisar, 2001).

En revanche, nous mettons en évidence une augmentation des ELP-U, soit des appuis sur le
levier renforgant qui ne sont cette fois pas suivis par une visite a la mangeoire, contrairement
a ce que l'on peut retrouver lors d’'une tache d’extinction classique, pouvant étre associée a
un comportement compulsif. Nos résultats démontrent également une augmentation plus
importante de ces ELP-U apres lésion dopaminergique de la SNc. En revanche, une lésion
restreinte a la SNc ou le traitement seul ne sont pas suffisants pour induire une augmentation
des essais non complétés pendant la session d’extinction du signal. De plus, un effet de

I'association de la Iésion de la SNc et du traitement chronique au pramipexole induit une
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augmentation plus importante des essais non complétés comparativement aux autres
groupes expérimentaux, ce qui est également retrouvé dans un modeéle de Iésion combinée
de la SNc et de I'ATV (Dardou et al., 2017). Cependant, Dardou et ses collaborateurs
démontrent un comportement compulsif important aprés lésion SNc/VTA et traitement au
pramipexole visualisé par 'augmentation du nombre d’ELP-U. Notre lésion dopaminergique
limitée a la SNc ne permet pas de mettre en évidence un comportement compulsif aussi
important, qui reste modeste dans notre design expérimental. Prises ensemble, nos études
suggerent que la Iésion dopaminergique mésolimbique associée a la lésion dopaminergique
nigrostriatale seraient nécessaires pour le développement de comportements compulsifs
forts apres un traitement au pramipexole. Ces résultats indiquent que la modulation des
récepteurs dopaminergiques de la famille des RcD2 joue un role important dans la genese de
comportements compulsifs et sont corroborés par des études démontrant une augmentation
des appuis « excessifs » sur le levier dans la tache de PTSA par I'antagoniste D1 SCH 23390 et
par le quinpirole (agoniste D2) (Joel and Avisar, 2001; Joel and Doljansky, 2003). Il est
également possible de mettre en relation ces nouvelles données expérimentales avec des
données présentées dans des études d’imagerie clinique, indiquant que les patients ayant
développé des TCl présentent une réduction de I'activité du striatum ventral ainsi que du
niveau de DAT dans le striatum ventral (voie dopaminergique mésolimbique ATV/striatum
ventral) (Cilia et al., 2010; Rao et al., 2010; Voon et al., 2014). Nous pouvons donc extrapoler
I'intégralité de ces données de facon a suggérer que le patron de dénervation dopaminergique
pourrait représenter un facteur de susceptibilité individuelle a la présentation de

comportements compulsifs apres traitement dopaminergique.
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Au cours de cette tache de PTSA, nous nous sommes également intéressés a d’autres critéres
permettant de mettre en évidence des comportements pouvant étre assimilés a de
I'impulsivité d’attente et de la persévération. D’aprés nos résultats, la |ésion dopaminergique
nigrostriatale combinée au traitement chronique au pramipexole induit une augmentation de
I'impulsivité d’attente, visualisée par I'augmentation des visites a la mangeoire pendant les
temps de time-out des sessions de « magazine training » et de « lever press training ». Ce
comportement pourrait étre lié a un défaut du contréle inhibiteur comme retrouvé dans
d’autres tests comportementaux étudiant principalement les modifications d’impulsivité dans
notre modele (Engeln et al., 2016; Jiménez-Urbieta et al., 2019). De plus, nos résultats
pourraient également révéler un caractére similaire a de la persévération aprés I'étude du
nombre d’appuis total sur le levier renforcant pendant I'extinction. Effectivement, ce
parametre est augmenté chez les animaux dénervés dans la SNc, de la méme fagon que dans
une étude réalisant un test d’extinction d’acquisition d’un stimulus apres une Iésion partielle
a la 6-OHDA (Eagle et al., 2015). Le test de PTSA n’est pas utilisé pour révéler des excés de
persévération et ces données devraient étre soutenues par la réalisation de tests dédiés a
I’étude de ce comportement. Une étude clinique a mis en évidence une augmentation des
erreurs persévératives dans une batterie de tests comportementaux mais principalement chez
les patients parkinsoniens sous traitement a la L-DOPA (Czernecki et al., 2002). Cependant, les
animaux lésés et traités au pramipexole appuient significativement plus sur le levier connu
pour étre non-renforcant en voyant que le levier connu pour étre renforgant ne I'est plus lors
de la phase d’extinction (test). Le traitement au pramipexole entrainerait donc quant a lui le
développement d’'une stratégie autre alors qu’elle n’a jamais été associée a la récompense,
plutét que d’éteindre leur comportement (lors de la phase d’extinction ou la récompense n’est

plus présente). Il a été démontré que le paramétre de persévération d’action dans la maladie
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de Parkinson est régulé notamment par le noyau caudé et le cortex préfrontal (Hughes et al.,
2013), structures précédemment citées comme étant également impliquées dans le
développement des TCl dans un contexte de MP et de traitement dopaminergique. De plus, il
est possible d’associer une haute persévération avec une prise de risque plus importante, ce
qui coinciderait également avec certains aspects connus de la physiopathologie des TCI.
L'impulsivité est également augmentée chez les patients parkinsoniens, avec ou sans
traitement dopaminergique bien que la prise d’agonistes dopaminergiques la favorise

d’autant plus.

La stimulation des récepteurs dopaminergiques de la famille des RcD2, notamment du RcD3,
impliquerait donc une altération du controle inhibiteur par la favorisation du développement
d’impulsivité d’attente et de persévération. Cette extrapolation reste basée sur un test
comportemental utilisé normalement pour évaluer la compulsivité des animaux mais va dans
le méme sens que de précédentes études menées spécifiquement sur ces traits

comportementaux (Engeln et al., 2016).

Avec ces deux premiers projets, nous avons pu mettre en évidence que les
comportements opérants, présentant des dimensions relatives a la prise de décision, a
I'apprentissage et a l'assimilation de stratégies récompensantes dépendantes d’indices
environnementaux sont des comportements permettant de déceler un impact de la Iésion de
la voie dopaminergique nigrostriatale et du traitement au pramipexole, contrairement au
comportement naturel et spontané qui ne fut impacté que par le traitement,

indépendamment de la dégénérescence nigrostriée.
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Le désengagement de I'OFC dans les capacités de flexibilité cognitive aprés lésion de la
voie dopaminergique nigrostriée et du traitement chronique au pramipexole, ainsi que son
implication dans les troubles dits compulsifs (Dardou et al., 2017) nous ont poussé a étudier
les possibles modifications de plasticité dans la voie OFC/striatum dorsomédian apres

dénervation nigrostriatale et/ou traitement chronique au pramipexole.

Les données électrophysiologiques que nous avons extraites de cette étude ont permis de
démontrer que la dénervation de la voie dopaminergique nigrostriée impacte la plasticité
synaptique en réduisant drastiquement I'efficacité de la transmission synaptique dans la voie
OFCvers DMS. De plus, le traitement au pramipexole seul induit le méme effet et le traitement
au pramipexole cumulé a la lésion nigrostriatale ne permet pas de restaurer |'efficacité de
réponse des neurones du DMS aprés stimulation de I'OFC. Ces données sont a mettre en
paralléle avec des travaux antérieurs ayant étudié la voie cortex moteur / striatum dans le
cadre d’une lésion dopaminergique médiée par la 6-OHDA et d’un traitement a la L-DOPA.
Ainsi, apres l'application d’'un protocole de stimulation haute fréquence (SHF) du cortex
moteur, les neurones épineux de taille moyenne du striatum (NEM) des individus |ésés
présentaient une altération de réponse (Belujon et al., 2010; Picconi et al., 2003). Notre étude
differe cependant de ces précédents travaux puisqu’elle se base sur un modeéle animal de MP
médié par la surexpression d’alpha-synucléine contrairement aux autres études utilisant le
modele toxique 6-OHDA injecté unilatéralement. De plus, les expérimentations de Picconi et
ses collaborateurs sont réalisées sur tranches et non in vivo ce qui ne refléte pas intégralement
I'intégration des modulations des NEM par les interneurones que I'on sait déja impliqués dans

les dysfonctions motrices de la MP (Maurice et al., 2015). Effectivement, la limitation des
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enregistrements sur tranches est le défaut d’intégration du réseau et de ses connections dans

leur ensemble.

Les études utilisant une approche pharmacologique médiée par un traitement a la L-DOPA
permettent de ségréger les groupes d’animaux en deux sous-groupes : les animaux présentant
des dyskinésies et les animaux non-dyskinétiques. Ainsi, il a été mis en évidence que le
traitement a la L-DOPA permet de restaurer une plasticité synaptique normale aprés un
protocole de SHF mais cependant, ne permet pas d’inverser le processus (dépotentialisation)
aprés l'application d’un protocole de stimulation basse fréquence chez les individus
dyskinétiques (Picconi et al., 2003). Cette étude est également corroborée par les résultats
d’une étude clinique démontrant, grace par stimulation magnétique transcranienne et
stimulation du nerf médian chez des patients parkinsoniens, qu’une plasticité aberrante du
cortex moteur est restaurée par la L-DOPA uniquement en I'absence de dyskinésies (Morgante
et al., 2006). De plus, certaines études se sont également intéressées a la distinction entre
neurones striato-nigraux et striato-pallidaux respectivement associés a la voie directe D1 et
indirecte D2, mettant en évidence un impact différentiel de leur protocole de SHF apres lésion
a la 6-OHDA : les neurones striatopallidaux ne sont pas impactés (Belujon et al., 2010). Dans
notre étude, I'intégralité des neurones striataux que nous avons enregistrés répondent de la
méme maniére apres SHF de I'OFC. Nous extrapolons donc que les NEM du DMS, qu’importe
leur appartenance a la voie directe ou indirecte, suivraient le méme schéma de réponse apres
une SHF de I'OFC, c’est-a-dire une PLT, et auraient le méme type de réponse aprés dénervation
nigrostriatale et/ou traitement au pramipexole c’est-a-dire un changement de réponse en
faveur d’une DLT. Il pourrait s’avérer intéressant de tout de méme discriminer les neurones

striato-pallidaux des striato-nigraux en couplant une identification électrophysiologique, par
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exemple par stimulation antidromique de la SNr, a une identification neuro-anatomique par
détection immunohistochimique post-mortem du neurone enregistré et préalablement
marqué a la neurobiotine. Des travaux antérieurs étudiant la réponse de neurones striataux
sur coupes de cerveaux issus d’animaux WT ou KO pour le RcD1 ont permis de mettre en
évidence I'implication des RcD1 dans le phénomeéne de PLT (Centonze et al., 2003). Nous
résultats quant a eux suggerent que la stimulation chronique des RcD3, aprés lésion

nigrostriatale ou non, est impliquée dans le phénomeéne de DLT.

Les fonctions exécutives sont dépendantes de circuits frontostriataux intacts et nécessitent
I'intégration correcte d’informations en provenance des aires corticales notamment de I'OFC
tandis que le développement de TCl peut étre lié a une connectivité corticostriatale aberrante
(Carriere et al., 2015). Notre étude électrophysiologique a mis en évidence des déficits dans
la boucle associative médiée par une diminution de I'efficacité synaptique aprés la Iésion
nigrostriatale, le traitement au pramipexole ou le cumul des deux. Cette étude reste a
approfondir. Il serait intéressant de réussir a coupler cette approche électrophysiologique
avec une approche comportementale permettant de ségréger les animaux présentant des TCI
et n’en présentant pas. Le développement d’un modele de TCl permettant une division en ces
deux sous-groupes comme le développement de dyskinésies L-DOPA induite le permet

(Calabresi et al., 2015) reste encore crucial dans une étude comme celle-ci.
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CONCLUSIONS

ET PERSPECTIVES




Nos travaux de recherche ont permis d’étayer les connaissances sur la physiopathologie des
effets secondaires non-moteurs des traitements antiparkinsoniens dispensés en clinique en
nous basant sur l'effet du pramipexole dans un modéle animal de dégénérescence
dopaminergique nigrostriatale induite par surexpression d’alpha-synucléine. Effectivement,
nous avons mis en évidence une variabilité interindividuelle de déficits dans une tache de
flexibilité cognitive apres la lésion nigrostriatale et le traitement chronique au pramipexole
permettant de révéler que le niveau de dysfonctions exécutives dans cet exercice reposait
notamment sur les performances prémorbides et que le cortex orbitofrontal était impliqué.
Ce genre de travaux permet tout d’abord de mieux comprendre les caractéristiques sous-
jacentes au développement de TCl mais également d’argumenter en faveur d’une approche
plus personnalisée des traitements proposés aux patients en nous basant sur leurs
performances individuelles. Cependant, cette approche personnalisée nécessiterait
I’évaluation des patients sur un panel de tests cognitifs permettant la réalisation d’un

« phénotypage » individuel, ce qui reste difficile a mettre en place couramment en clinique.

De plus, nous avons voulu modéliser le développement des TCl a 'aide de |'évaluation de
différents comportements, naturel ou opérant. Cependant, nous n’avons pas réussi a mettre
en évidence un comportement spontané impacté par la Iésion nigrostriatale avec des déficits
aggravés par le pramipexole. Les variations et dysfonctions comportementales se sont
révélées par le biais d’exercices opérants. Les comportements opérants font appels a des
fonctions exécutives complexes et mettent en jeu des dimensions d’apprentissage et de prises
de décisions qui ne se révelent pas étre le meilleur moyen de modéliser les TCI qui eux, font
appels principalement a des comportements spontanés et quotidiens des patients. Dans ce

cadre, nous allons nous intéresser a la mise en place d’un test de « binge-eating » (Corwin and
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Wojnicki, 2006) soit de prise compulsive de nourriture dans notre modéle animal de lésion de
la SNc et de traitement au pramipexole. Ce comportement a déja été étudié, dans un modele
de lésion toxique a la 6-OHDA, traité a la L-DOPA afin d’étudier en parallele I'impact sur la
plasticité des NEM du STR ventral (Mineo et al., 2019). D’autres comportements spontanés
pourraient étre évalués telle que I'hypersexualité mais cette modélisation requiert |'utilisation
d’un paradigme d’aversion conditionnée, la nécessité d’avoir des femelles ovariectomisées
(Kuiper et al., 2017) ainsi qu’une une analyse importante et fastidieuse, bien que cette
expérimentation présente un intérét non négligeable. Certains travaux antérieurs
démontraient également des dysfonctions exécutives comme de I'impulsivité (avec le « 5-
choice serial reaction time task », mesurant I'impulsivité motrice et la compulsivité ou le
« fixed consecutive number »), de la prise de risque ou du jeu pathologique en corrélation
avec des études cliniques d’imagerie démontrant une augmentation de I'activation des RcD2
dans le STR ventral, une diminution du taux de DAT striatal et une altération de la connectivité
corticostriatale chez les patients parkinsoniens ayant développé des TCl (Augustine et al.,

2021).

Nous avons également étudié les dysfonctions synaptiques dans la boucle associative connue
pour étre le support des fonctions exécutives et du développement des TCI : la voie OFC/DMS.
Ces travaux ont permis de mettre en évidence une plasticité synaptique aberrante aprées lésion
nigrostriatale. De plus, le traitement au pramipexole ne corrige pas ce déficit. Cependant, ces
travaux méritent d’étre approfondis et couplés avec le développement d’'un modele animal
mimant les TCl de facon a étudier la ségrégation des réponses comme elles le sont dans Ila

boucle motrice avec la modélisation des dyskinésies L-DOPA induites.
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Nos résultats de marquage immunohistochimique du géne de réponse précoce c-fos
démontrent une altération de I'engagement de I'OFC apres la lésion dopaminergique
nigrostriatale et le traitement chronique au PPX. De plus, d’autres résultats - obtenus dans le
cadre d’une thése ayant débuté en Octobre 2021 et dirigée par le Dr Benoit-Marand -
démontrent une corrélation entre I'activité de 'OFC et le niveau de flexibilité chez des rats
contréles enregistrés en électrophysiologie in vivo. L'ensemble de ces résultats nous conduit
a étayer mes expérimentations de thése et a évaluer I'activité des neurones de I'OFC afin de
déterminer comment la lésion et/ou le traitement chronique au PPX impactent I'activité

neuronale de cette structure clé dans la physiopathologie des TCI.

En continuité, nous avons également mis en place une manipulation chimiogénétique des
neurones de I’OFC. Effectivement, d’aprés nos résultats comportementaux et histologiques
suivant I'expérimentation de flexibilité cognitive, nous avons supposé que l'inhibition des
neurones de I'"OFC pourrait conduire a une dégradation des performances des animaux
flexibles et que leur activation pourrait améliorer les performances des animaux inflexibles
dans I'exercice de « set-shifting ». Nous avons donc utilisé la technique de DREADD (Designer
Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) activés par le CNO (Clozpine-N-oxide). Les
animaux ont été injectés avec le vecteur viral permettant I’expression de DREADD inhibiteurs
dans les neurones de I'OFC, aprés I'étude de leurs performances de flexibilité cognitive
permettant leur ségrégation en animaux flexibles, intermédiaires et inflexibles. Ainsi, apres
une injection de CNO (Clozapine N-Oxide), les neurones exprimant le DREADD inhibiteur
devraient étre inhibés et les animaux flexibles devraient présenter une détérioration de leurs

performances (test de « set-shifting » réalisé 4 semaines apres |'expression des DREADD dans
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I’'OFC et 1 heure post-injection de CNO). Les premiers tests comportementaux sont en cours

de réalisation et d’analyse.

Une autre perspective a ces projets serait d’étudier les adaptations moléculaires et les
mécanismes post-synaptiques liés a la dénervation nigrostriatale et au traitement au PPX,
possiblement responsables des déficits de plasticité synaptique dans la boucle associative.
Cette plasticité est dépendante des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et de leur
composition en sous-unités NR2A et NR2B qui est altérée par la dénervation dopaminergique
et par les traitements dopaminergiques (Paillé et al., 2010). Elle est également liée a la
transmission cholinergique par l'intermédiaire des récepteurs muscariniques M4 dont
I’expression est diminuée aprés une dénervation dopaminergique (Shen et al., 2015). De plus,
les études sur la boucle motrice ont révélé certaines adaptations dans le cadre des dyskinésies,
notamment I'augmentation de I'expression de récepteurs dans le STR dorsolatéral comme le
RcD2 (Qin et al., 1994), RcD3 (Bézard et al., 2003), le récepteur adrénergique A2A (Calon et
al., 2004; Morissette et al., 2006) et glutamatergique mGIuR5 (Garcia-Montes et al., 2019;
Ouattara et al., 2010). Dans le cadre de notre étude, le PPX est connu pour moduler
I'expression de certaines de ces cibles. Effectivement, I'expression des RcD2 et D3 serait
augmentée dans le STR chez les animaux non dénervés (Tokunaga et al., 2012) tandis que celle
du récepteur mGIluR5 le serait apres lésion dopaminergique et traitement associé (Loiodice et
al., 2017). Toutes ces modifications pourraient étre a I’origine, ou du moins jouer un réle, dans
le développement des TCl. Ces travaux sont donc importants pour modéliser les différents
aspects du développement des TCl, enrichir nos connaissances sur leur physiopathologie et

comprendre les modifications post-synaptiques qui pourraient leur étre associées.
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Abstract: Parkinson’s disease (PD) is associated with a large burden of non-motor symptoms in-
cluding olfactory and autonomic dysfunction, as well as neuropsychiatric (depression, anxiety, ap-
athy) and cognitive disorders (executive dysfunctions, memory and learning impairments). Some
of these non-motor symptoms may precede the onset of motor symptoms by several years, and they
significantly worsen during the course of the disease. The lack of systematic improvement of these
non-motor features by dopamine replacement therapy underlines their multifactorial origin, with
an involvement of monoaminergic and cholinergic systems, as well as alpha-synuclein pathology
in frontal and limbic cortical crcuits. Here we describe mood and neuropsychiatric disorders in PD
and review their occurrence in rodent models of PD. Altogether, toxin-based rodent models of PD
indicate a significant but non-exclusive contribution of mesencephalic dopaminergic loss in anxiety,
apathy, and depressive-like behaviors, as well as in learning and memory deficits. Gene-based mod-
els display significant deficits in learning and memory, as well as executive functions, highlighting
the contribution of alpha-synuclein pathology to these non-motor deficits. Collectively, neuropsy-
chiatric and cognitive deficits are recapitulated to some extent in rodent models, providing partial
but nevertheless useful options to understand the pathophysiology of non-motor symptoms and
develop therapeutic options for these debilitating symptoms of PD.

Keywords: Parkinson’s disease; non-motor symptoms; rodent models

1. Introduction

Parkinson'’s disease (PD), one of the most frequent neurodegenerative diseases, is not
only characterized by motor symptoms including akinesia, bradykinesia, tremor, rigidity,
and postural instability, but also by several debilitating non-motor symptoms (NMS) that
may precede motor dysfunctions by several years. This prodromal phase may last 20
years or more [1] depending on dlinical considerations. During this period and the devel-
opment of PD, various NMS, often misdiagnosed, occur such as olfactory dysfunction
(hyposmia, anosmia), gastro-intestinal disorders (constipation), sleep disorders, neuro-
psychiatric disorders (depression, anxiety and apathy) and cognitive dysfunction (execu-
tive dysfunctions, memory and learning impairments) [2,3]. These NMS arise in up to 90%
of patients and cause a significant loss of quality of life [4]. The causes of NMS are multi-
factorial and poorly known. They are not restricted to the degeneration of dopaminergic
neurons but are also related to alpha-synuclein aggregation and propagation, and to
pathological changes affecting the olfactory bulb, locus coeruleus, raphe nuclei, amyg-
dala, basal nucleus of Meynert (NBM) or limbic and cortical structures [5,6).

In this review, neuropsychiatric and cognitive dysfunctions are covered. A compre-
hensive review of other NMS such as sleep disturbances, gastro-intestinal disorders and
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olfactory dysfunction can be found in the review by Chesselet et al. in the same issue of
Biomedicines.

2. Overview of Neuropsychiatric and Cognitive Deficits in PD
2.1. Neuropsychiatric Disorders
2.1.1. Depression

Depression is a common neuropsychiatric disorder of PD. The diagnosis is based on
standard criteria [7], reported in the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(DSM V). These criteria include depressed mood, decreased feelings of pleasure, loss or
gain in appetite, insomnia or hypersomnia, psychomotor agitation or retardation, loss of
energy, excessive or inappropriate guilt, decreased ability to think or concentrate and re-
current thoughts of death [8]. Different types and severity of depression disorders are seen
in PD patients such as minor depression (patients presenting at least two of the nine cri-
teria), major depression (patients presenting five to nine criteria) or persistent depressive
disorder (major depressive disorder lasting for at least two years). Moreover, depression
can precede motor symptoms (9] appearing more commonly in PD patients five years
before the onset of motor symptoms than in age-matched controls [10]. Up to 70% of pa-
tients could develop depression, depending on the criteria used [7,11] (Figure 1).

PD diagnosis

-10 -5 0 5 10
1 1

years

1 1 1 >
100%  Depression ‘ |
(5 300
%% Apathy _ _
25%

%% Cognitive dysfunction | |

%% Dementia

0%

Figure 1. Overview neuropsychiatric and cognitive symptoms in PD, illustrating their approximate
progression and temporal relationships with the onset of motor symptoms.

Depression may appear especially because of a dysfunction in the noradrenergic and
serotoninergic innervation of locus coeruleus and raphe nuclei early in the disease pro-
cess. These regions are affected during stage 2 of the Braak staging that defines the pro-
gression of alpha-synuclein pathology throughout the course of the disease [5,12]. Fur-
thermore, loss of dopaminergic neurons in the ventral tegmental area can be associated
with depression in PD patients [13]. Other hypotheses involve stress hormones, inflam-
mation and neurotrophic factors in the development of depression [14,15].

A large part of depressive PD patients are not recognized and/or treated. The benefits
of selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI) such as sertraline, citalopram or paroxe-
tine in depressive PD patients are not always optimum [16]. Moreover, non-ergot dopa-
mine agonist like pramipexole (PPX), rotigotine and ropinirole seem to have an antide-
pressant effect unlike the ergot-derived pergolide [17,18). In the DoPaMiP study, a French
cross-sectional study, the anti-depressant effect of monoamine oxidase B inhibitor (IMAO-
B) was evidenced [19].
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2.1.2. Anxiety

In a majority of patients, anxiety and depression coexist [20]. Anxiety disorders are
characterized mainly by panic attacks, social phobias (such as agoraphobia) or general
anxiety disorder. Anxiety is one of the main causes of insomnia in PD patients. Anxiety
significantly affects the daily activities of PD patients and is often considered as disabling
as the motor symptoms. The clinical diagnosis is based on DSM V criteria [8], specific for
each anxiety-related disorder, and completed by the Mini-Mental State Exam (MMSE).
Few studies have used the Crown-Crisp Index, a specific test for phobic anxiety [21]. Some
studies have focused on the link between anxiety and the subsequent risk of developing
PD. Recent results suggest a greater prevalence of PD in the anxious population, inde-
pendent of depression [10,21]. Several studies have shown that after diagnosis, 29% to
50% of PD patients present anxiety disorder and 20% of them present at least two anxiety
diagnoses [10,22]. Like depression, anxiety disorders may manifest before the onset of
motor symptoms [10] (Figure 1). Anxiety is more frequent in women, in patients with
younger age and a modest positive correlation with PD severity can be observed (longer
disease duration, motor complications) [7].

Like depressive symptoms, anxiety behaviors occur concomitantly with Lewy bodies
(LB) deposition in noradrenergic and serotoninergic neurons, that are affected in the early
stages of PD [5]. A recent review highlights that functional neuroimaging studies reveal
that anxiety is associated with changes in limbic cortico-striato-thalomocortical circuits
that are significantly affected by the disease process, accounting for a high prevalence of
anxiety in PD patients [23].

Several studies have investigated the effects of pharmacological treatments of PD on
anxiety-related disorders. A prospective multicenter study demonstrated that anxiety is
improved after 6 months of ropinirole treatment in PD patients with motor fluctuations
or dyskinesias, probably by the stimulation of D3 receptors on the mesolimbic pathway
[24]). SSRI may improve anxiety disorders [25]. In contrast, the DoPaMiP study did not
show a correlation between intake of any antiparkinsonian medication (Levodopa (L-
DOPA), dopaminergic agonists or IMAO-B) and the presence of anxiety-related disorders
[19]. In fact, depression-related anxiety can be improved by dopaminergic treatments alt-
hough anxiety can remain an underlying disorder, independent of dopaminergic state.

2.1.3. Apathy

Since several years, apathy has been defined as a distinct NMS of PD, that can occur
independently of depression [26]. Apathy disorder can be estimated with the MMSE and
the Dimensional Apathy Scale (DAS). These tools allow one to assess three different types
of apathy: executive apathy (a lack of motivation for organization, attention and planifi-
cation), emotional apathy (a lack of emotional motivation, indifference or emotional neu-
trality), and initiation apathy (a lack of initiation of thoughts or behaviors) [27]. PD pa-
tients are significantly impaired in executive and initiation apathy compared with age-
matched controls [28]. Although apathy is a frequent NMS of PD, the prevalence and
pathological basis are not really known and debated. At the early stages of PD, apathy
occurs in 20% of patients [4] increasing to 40% after a few years of disease progression [29]
and up to 60% when patients become demented [30] (Figure 1). PD patients without de-
mentia and with apathy present a greater motor symptomatology than PD patients with-
out apathy symptoms [31]. Moreover, this study highlighted that apathy in PD is corre-
lated with lower education, executive dysfunctions, and depression. Taking into account
the different types of apathy, several brain structures can be involved in the lack of moti-
vation and emotions such as the prefrontal cortex, the antero-cingular cortex, the amyg-
dala, the ventral striatum and the hypothalamus [32,33]. Clinical data suggest an improve-
ment of apathy by the dopaminergic stimulation of D2/D3 receptors [34]. Positive effects
of pramipexole and rotigotine are shown in the motivational items but using non-specific
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scales for apathy [18,35]. Moreover, for patients with L-DOPA treatment, apathy is re-
versed in the on-state compared with the off-state [36].

2.2. Cognitive Dysfunction

Deficits in working memory, cognitive flexibility, learning, planning, inhibitory con-
trol and attentional abilities are often described at early stages of PD, similar to patients
with frontal lobe injury [37]. These symptoms are associated with alterations of dopamin-
ergic and cholinergic systems [38]. Moreover, cognitive performances like working
memory or flexibility are highly dependent on dopaminergic circuits and dopamine levels
in the prefrontal area [39]. Clinical studies based on functional imaging revealed that at-
tention and executive dysfunctions in PD are linked with changes in frontostriatal circuits
[40]. Around 30% of PD patients present mild cognitive impairment at the moment of
diagnosis, increasing with the progression of the disease [41]. 30% of PD patients also
display social cognition impairments early in the course of the disease, as characterized
by an impaired ability to perceive other people’s emotions, as well as impaired theory of
mind, as characterized by the inability to infer the mental states, beliefs or desires of other
people [42,43].

2.2.1. Working Memory and Attention

Short-term memory refers to the information processed by the individual in a short
period of time and includes working memory, which is the ability to manipulate or work
with an information stored briefly. Importantly, working memory is closely related to at-
tention and are thus considered together as a specific cognitive domain in neuropsychol-
ogy [44].

Attention deficit is a common feature observed in PD patients from the very early
stage of the disease, as measured by tests that are sensitive to dysfunction in executive
control [45] or tasks that measure orienting of auditory and visual cues [46].

Notably, dopamine signaling in the prefrontal cortex influences executive function
[47] through strong functional connections with the striatum (STR) via parallel dopamine-
dependent cortico-striatal loops [48). Thus, first subtle attentional performance deficits in
PD patients without any clinically relevant cognitive impairment could be caused by al-
tered dopaminergic tone within associative circuits innervating the prefrontal cortex [49].
Similarly, visuospatial working memory impairments can be found in recently diagnosed
and untreated PD patients without any other remarkable cognitive impairment, which
can be attributable to a disturbance of strategic processes and decreased attentional per-
formance caused by striatal dopaminergic depletion and subsequent striato-frontal dys-
function [50]. Indeed, executive function/working memory and global cognition disturb-
ances can even precede the emergence of motor signs in subjects at risk of developing PD
later in age [51]. Importantly, executive dysfunction seems to be improved by treatment
with dopaminergic agents [52]. However, other aspects of attention control such as rever-
sal-learning seem to be impaired with the treatment, which points out the importance of
a proper dopaminergic tone in the prefrontal cortex for adequate behaviorbehavioral con-
trol [47].

Voluntary attentional shift control depends upon the so-called “top-down” signals
arising from fronto-parietal network comprising prefrontal as well as posterior parietal
cortices [53]). Functional imaging studies showed that there is an activation of the fronto-
parietal network in non-demented Parkinson’s patients when they perform attentional
shifting tasks, but this activation seems weaker than in control subjects probably due to a
reduced connectivity within prefrontal cortical regions [54]. Interestingly, a study co-reg-
istering MRI and FDG-PET scans found that cognitive decline in PD is closely correlated
with a progressive pattern of overall dysfunction in frontal and parietal cortices [55]. In
PD patients with mild cognitive impairment (MCI), there was also a substantial hypome-
tabolism in regions of that later become atrophied in PD patients with dementia [55]. Alt-
hough the mechanisms leading to the dysfunction of different cortical areas of PD patients
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are probably diverse, the progression of Lewy pathology from the brainstem to upper
structures following advanced Braak stages [56] could play a key role.

On the other hand, “bottom-up” automatic orienting of attention seems to be medi-
ated by cholinergic projections from the NBM to the cortex. Thus, the activation of this
nucleus increases the attentional significance of the environmental stimuli and facilitates
their detection by posterior regions of the fronto-parietal network [57)]. Besides, NBM ac-
tivity is in turn partly modulated by direct inputs coming from the prefrontal cortex, so it
can be inferred that NBM is an essential control center for a proper bottom-up as well as
top-down attentional performance [57,58].

Importantly, the NBM undergoes progressive degeneration in PD, from a modest
30% of cell loss observed in non-demented PD patients up to 70% degeneration observed
in patients with dementia [58]. Therefore, this progressive degeneration directly influ-
ences the overall cortical cholinergic innervation in PD, inducing an attenuation of cortical
signal processing [59]. In this regard, studies using the acetylcholinesterase inhibitor, Ri-
vastigmine, have shown an improvement of orienting of attention, vigilance and cognitive
fluctuation, with patients showing greater attentional deficits benefiting most from the
treatment [60]. In addition, other neurotransmitter systems that suffer partial degenera-
tion throughout the disease could also be implicated in the attentional dysfunction ob-
served in PD patients, such as the ascending noradrenergic network arising from the Lo-
cus coeruleus [61].

2.2.2. Long-Term Memory and Learning

Memory is a behaviorbehavioral construct that invokes all the cognitive processes
implicated in the encoding, storage and retrieval of information, and depends on several
systems served by different brain structures. Overall, memory can be classified into two
main subtypes, short-term memory (including working memory, as discussed above) and
long-term memory. Importantly, a proper processing of memory depends upon the ability
of a person to orient attention to a stimulus (to allow encoding), and upon the use of ex-
ecutive function to allow the retrieval of a stored information in a particular context. Thus,
multiple behaviorbehavioral deficits, such as the attentional deficit itself, drive the
memory impairment typically associated with PD [62].

In PD, memory impairment usually refers to long-term memory impairment. Thus,
long-term memory includes declarative or conscious memory and non-declarative/uncon-
scious memories. The first is formed by episodic memory (register for self-notions that
occur during life such as facts, moments or concepts) and emotional memory (register for
emotionally tagged information) [63]. Non-declarative memory, in contrast, includes im-
plicit memory abilities such as procedural learning and thus, motor skill and habit for-
mation [64]. Importantly, these subtypes of memories are driven by different brain regions
and are thus differently affected during the progression of the disease: Declarative
memory is mainly driven by amygdala and the temporal lobe of the brain, while the non-
declarative memory is mostly processed by frontal cortical areas, basal ganglia and cere-
bellum [63,64].

Declarative Episodic Memory

Memory seems to be the most commonly impaired cognitive domain at baseline in
PD [65]. However, memory deficits in PD patients without dementia are substantially im-
proved after cueing [66]. Thus, this may indicate that these subjects have intact ability to
store the information in long term memory, but that there is an impairment in the process
of accessing to this stored information. This failure of evocation rather than failure of stor-
age is known as “retrieval failure hypothesis”. However, one study specifically assessing
learning abilities in non-demented PD subjects has demonstrated that these subjects in-
deed display impaired ability to acquire new information [67]. Therefore, in addition to a
role for executive dysfunction and decreased attentional performance [62], declarative
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memory dysfunction reported in the first stages of the disease could be driven by difficul-
ties in the processing of explicit learning. In this regard, the lack of controlling for initial
learning in the majority of studies addressing long-term memory performance in non-
demented PD patients could directly affect the observed outcomes. This fact should be
further addressed in future studies.

However, cross-sectional studies and meta-analyses have demonstrated that recog-
nition memory is affected even with the use of cues in PD patients with dementia [68]
suggesting specific long-term storage deficits in PD in at least later stages. In this context,
hypoactivation of different regions of the temporal lobe can be detected in PD patients in
the first stages, even in an absence of any clinically relevant mnemonic deficits [69]. More-
over, hippocampal CAl-stratum pyramidale (SP) subfield thickness predicts declarative
memory impairment in PD after controlling for confounding clinical measures (70], alt-
hough other studies point towards a main contribution of subfields CA2-3 and subiculum
of the hippocampus for episodic recollection [71]. The lack of consensus regarding the
respective contribution of CA1 vs CA2-3 on episodic recollection deficits impedes one
from extracting better conclusions, thus these outcomes warrant further investigation.
Similarly, a meta-analysis of voxel-based morphometry studies have demonstrated that
PD patients with dementia display decreased grey-matter volume in both the medial tem-
poral lobe and basal ganglia, and that severity of dementia correlates with left medial
temporal lobe atrophy [72]. Thus, despite subtle differences observed between the studies,
specific dysfunction in the different regions encoding long-term declarative memory
seems to play an important role in the deficits observed, particularly in advanced PD.

Regarding neurotransmitter systems, cholinergic projections arising from the NBM
seem to be important in memory encoding, and therefore PD-associated degeneration of
the NBM could directly impact not only the orienting of attention to an environmental
stimulus but also the cortical connections necessary for a proper encoding of these stimu-
lus into memory (for review see [58]). However, the effect of anticholinergic drugs such
as rivastigmine improving some memory outcomes should probably be interpreted as an
overall improvement of the general cognitive performance rather than as a specific
memory-enhancing effect [73].

Declarative Emotional Memory and Reward-Learning

Reward-mediated or emotional learning is a process subserved by different brain re-
gions of the limbic system. Reward-learning is a learning process directed by the associa-
tion of rewards to previously neutral stimuli, making the decision-making process to
evolve from goal-directed behavior (dependent almost exclusively on rewarded stimuli)
to habit-directed behavior (more dependent on emotional experience) [74]. Importantly,
the whole process is directed by cortico-basal ganglia networks and spiraling midbrain-
STR-midbrain projections that allow the information to be propagated in a hierarchical
manner within the STR (i.e,, from “reward” related behavior encoded within the nucleus
accumbens to “habit” mediated behavior encoded within the dorsal STR) [75]. In addition,
the whole process is influenced by dopamine as well as cortical projections that exert a
cognitive influence over this adaptive decision-making [76].

In PD patients, reward-mediated learning has been observed to be similar to controls
[77,78). However, a study specifically designed to analyze if the effect of reward on learn-
ing is distinct from the effect of corrective feedback (practice) has shown that PD patients
displayed significantly less reward-related learning improvements compared to healthy
controls [79], suggesting that reward processing is actually altered in PD. Since these re-
sults come from medicated PD patients, and given the pivotal role of dopamine in reward-
learning, it is difficult to determine whether these outcomes are associated with the dis-
ease itself or are influenced by the treatment. In this regard, a recent study in PD patients
without clinical cognitive impairment has shown that reward-learning under dopaminer-
gic treatment is different upon the motor phenotype of PD patients. Thus, in non-tremor-
dominant PD, dopaminergic medication improved reward-based choice. In contrast,
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tremor-dominant PD patients appear to learn from punishment rather than making re-
ward-based choices [80]. Importantly, since non-tremor dominant PD patients display
dysfunctions in several cognitive domains at baseline compared with tremor-dominant
PD patients [81]. Differences in reward-learning between these two cohorts of PD patients
can be directly associated with overall cognitive performance, a hypothesis that should be
addressed in future studies.

Non-Declarative Memory

It has been reported that long-term non-declarative memory is less affected in PD
than declarative (episodic) memory [82] and that some aspects of implicit cognitive skill
learning seems to be preserved in PD patients even in a context of apparent executive
dysfunction or declarative memory impairment [83]). However, declarative memory has
been much more extensively studied in PD in comparison to non-declarative memory,
and studies specifically addressing non-declarative memory in PD have usually focused
just on the learning process. Notably, PD patients, in contrast to control subjects, do not
display a reduction in reaction/response time over sequential learning tasks [84]. Thus,
striatal dopaminergic denervation, and subsequent dysfunction of cortico-basal ganglia
pathways could be the main driving factor, as striatal denervation correlates with im-
paired procedural-learning [85] and dopamine replacement therapy improves motor
learning in PD patients [86]. Particularly, the acquisition of a new motor sequence and its
stabilization seems to be dependent of a proper cortico-basal ganglia pathways controlling
the function of the motor cortex, which could be altered in PD. Supporting this idea, tran-
scranial direct current stimulation of the motor cortex reverses aberrant oscillatory activity
in this region, subsequently improving the dysfunctional motor learning [87].

2.3. Inhibitory Control

Inhibitory control is the cognitive operation involved in the ability to stop a mental
process, with or without intention. This stopping can be understood as mental suppres-
sion of competing information because of limited cognitive capacity and includes both
behavioral inhibition and cognitive inhibition, which have to be adequately handled in
order to avoid the emergence of impulsive-compulsive behaviors [88]. Impulsivity can be
defined as the tendency to act prematurely without foresight, and includes impulsive ac-
tion or motor impulsivity (the inability to withhold or to stop a movement) and decision
impulsivity, encompassing impulsive-choice (the inability to inhibit or defer affectively
charged actions) and reflection impulsivity (the tendency to make a decision before gath-
ering and evaluating enough information) [89].

Importantly, the mid to long-term use of dopaminergic drugs has been widely asso-
ciated to the emergence of aberrant impulsive-compulsive behaviors in PD, including
classic impulse control disorders (ICD), perseverative and repetitive behavioral disturb-
ances such as punding or hobbyism as well as excessive dopaminergic drug intake or ad-
diction, known as Dopamine dysregulation syndrome [90]. However, it remains to be elu-
cidated which components of the behavioral constructs of impulsivity and/or compul-
sivity are most altered in patients with these disturbances. Besides, given the fact that
dopaminergic agents are mandatory to control the motor signs of the disease, the study
of impulsive-compulsive traits in untreated PD patients have been scarce. Therefore, it is
not clear if pathological changes associated with PD could act as a risk factor for treat-
ment-induced impulsive-compulsive behaviors in PD patients.

With regard to impulsive action, the lack of proper motor inhibitory control is a com-
mon finding in PD patients, presented as deficits on tasks that test cognitive control of
behavioral responses such as Stop Signal Task (SST), Stop-Signal Reaction Task (SSRT),
Go-NoGao task, Anti-saccade task and stroop tasks. These deficits are present both in ON
and OFF dopaminergic medication. Interestingly, patients with ICD seem to be less sus-
ceptible to making impulsive responses than patients without ICD in motor action tasks,
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suggesting that addictive behaviors in this subset of patients would not be related to in-
creased impulsive action [91].

On the other hand, dopaminergic treatment seems to partly improve PD-associated
response inhibition deficits when on medication in those subjects with shorter disease du-
ration (see [92] for review), suggesting that the dopamine deficiency should underlie the
response inhibition deficits in PD. However, other neurotransmitters such as noradrena-
line do probably play an important role. For instance, atomoxetine, a noradrenaline
reuptake inhibitor, improves response inhibition in subjects with PD, apparently by in-
creasing connectivity of prefrontal circuits [93].

Regarding impulsive choice, untreated PD patients seem to have steeper delay dis-
counting than healthy controls [94], an outcome that has been also observed in treated PD
patients without clinically relevant ICD [95]. These results suggest that dopaminergic de-
pletion by itself could cause an increment of this impulsive trait. In contrast, a more recent
study did not find differences between PD patients and controls in temporal discounting,
but reported that PD patients gathered significantly less information and made more ir-
rational choices than matched controls in the beads task, suggestive of increased reflection
impulsivity [96].

2.4. Behavioral Flexibility

Behavioral flexibility is defined as the capacity to adjust goal-directed behavior in
response to changes in the environment [97]. The success of this process of adaptation is
linked to others cognitive abilities, including decision-making, response selection or inhi-
bition, working memory and attention. Different tests have been developed to study be-
havioral flexibility (reversal learning, set-shifting task) with the Wisconsin Card Sorting
Test (WCST) or Stroop Test [98]. The behavioral flexibility abilities recruiting several neu-
robiological circuits, with the prefrontal cortex (PFC), STR and frontostriatal loops being
mostly involved [99,100]. PD patients and cognitively impaired patients exhibit similar
impairment in their performance compared to healthy controls [101). Moreover, dopa-
mine is known to be an important modulator in frontostriatal circuits and plays a crucial
role in behavioral flexibility [99,102]. In the context of PD, changes of PFC activity have
been demonstrated with or without striatal coactivation [100]. The study of behavioral
flexibility in PD patients is a difficult challenge because the assessment of basal perfor-
mances is very strenuous and one of the only ways to assess the performances without
medication is to perform tests during the off-period. A cognitive flexibility disorder re-
sults mainly in perseverance in previously used strategies when an environmental change
has been made and they are no longer effective and appropriate. In WCST, PD patients
during off-period of medication display a higher error rate and more perseverative errors
than healthy matched-control [103]). The results between the off-period and the on-period
of medication did not differ significantly. However, Cools and colleagues have shown that
L-DOPA improves inflexibility in PD patients but increases impulsivity [104]. Another
study indicates that during a task requiring high flexibility performances, only PD pa-
tients with low flexibility performances improve under dopaminergic medication [102].
These results suggest that PD and medication have a differential impact on behavioral
flexibility performances.

2.5. Dementia

Dementia is defined as a complex NMS, occurring when the neuropsychological pro-
file of patients is impaired in several cognitive domains. The Movement Disorders Society
based the diagnosis of dementia on: impairment in attention, executive, memory and
visuospatial functions [105]. In particular, the alteration of memory is necessary for the
diagnosis, and is linked with cognitive disturbances such as aphasia, apraxia, agnosia or
disruption of executive functions [8]. Moreover, visual hallucinations are common in PD
dementia (PDD).
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This NMS evolves with the progression of the disease with a prevalence of 15-40%
after 5 years, 50-70% after 10 years [106,107] (Figure 1) and impairing up to 83% of patients
after 20 years [108]. The main risk factors for dementia are older age and more severe
parkinsonism [109]. In addition, dementia is considered to be a worsening of mild cogni-
tive impairment.

The pathophysiological basis for the dementia in PD patients is poorly understood
but subcortical lesions may be underpinning dementia at later Braak stages [5]. Links be-
tween dementia and disruptions in dopaminergic, serotoninergic and cholinergic circuits
have not been fully established although these neurotransmitters play a role in cognitive
functions particularly with the involvement of the caudate nucleus, the thalamus and the
prefrontal cortex [110].

Acetylcholinesterase inhibitors like rivastigmine, donepezil or galantamine, first de-
veloped for Alzheimer's disease, have modest but positive effects on cognition in PD
[111,112]. Cholinergic projections from the NBM to cortical areas are affected in PD and
acetylcholinesterase inhibitors resulting in an increased half-life of the remaining acetyl-
choline. Moreover, memantine, an N-methyl D-aspartate (NMDA) receptor antagonist, is
well tolerated by PD patients and provides a modest improvement of cognitive deficits
[113].

3. Overview of Neuropsychiatric and Cognitive Deficits in Rodent Models of PD
3.1. Rodent Models of Neuropsychiatric Disorders
3.1.1. Depression and Anxiety

Several studies have reported depression and anxiety-like behaviors in animal mod-
els of PD. Different tests have been used to assess depressive and anxiety-like behavior in
rodents, including the forced swim test, tail suspension test, open-field test, light/dark
transition task, and elevated plus maze (EPM).

These two neuropsychiatric disorders were also assessed in toxin-based models gen-
erated with 6-hydroxy dopamine (6-OHDA), 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridine (MPTP), and paraquat. Indeed, after bilateral infusions of 6-OHDA into the dor-
sal STR or into the SN, or after 28 days subcutaneous exposure to paraquat at a dose of
0.7 mg/day, EPM and forced swim test demonstrated depressive and anxiety-like behav-
iors [114,115]. Unilateral 6-OHDA injection in the medial forebrain bundle (MFB) led to
anxiety-like behavior with a 96% loss of TH in the STR and 87% loss of neurons in the SNc
[116). In addition, increased immobility time in the tail suspension task was reported in
this model [117]. This anxiogenic phenotype was reversed by 1.5 mg/kg of diazepam,
mainly in the low anxiety hemiparkinsonian rats [116] and by 14 days treatment with et-
azolate at a dose of 1 mg/kg [117]. In the same model, the anxiety-like behavior was also
present in the open-field test and EPM [118], and they were alleviated by hesperidine,
which also reduced TH positive neurons loss [119]. In the context of partial lesion of the
SNc by bilateral injection of 6-OHDA (loss of 48% of TH positive cells), no effects of L-
DOPA were observed on the anxiety-like behavior induced by the lesion [120]. In addi-
tion, other results suggest that chronic L-DOPA treatment can promote an anxiogenic and
depressive phenotype by increasing dopamine levels at the expense of serotoninergic lev-
els leading to imbalance in the prefrontal cortex, the amygdala and the hippocampus
[121]. In contrast, when the effects of dopaminergic agonists (SKF-38393, selective agonist
D1; sumanirole, selective agonist D2R; PD-128%07, preferring agonist D3R and PPX, a
D3/D2 agonist) were tested, the results provided evidence that these drugs can reverse the
anxiety-like behavior in 6<OHDA models, with a higher implication of D3 than D2 or D1
receptor activation [122-125].

Anxiety and depression-related behaviors are also found in mice receiving intraper-
itoneal MPTP or intracerebral MPP+. Accordingly, MPTP at a dose of 25 mg/kg twice a
week for five weeks led to anxiogenic and depressive behaviors, as assessed by the open-
field test and the tail suspension task, together with alpha-synuclein accumulation in
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many brain areas [126]. The same results were found with the same behavioral tests in the
MPP+ model by infusion at a dose of 1.8 ug, and were reversed by pre-treatment with
agmatine at doses of 0.0001, 0.01 and 1 mg/kg [127,128]. However, 4 intraperitoneal injec-
tions of MPTP at a dose of 20 mg/kg (2 h interval) led to an increase of immobility in the
tail suspension task but a lack of anxious behavior was reported in the light/dark transi-
tion task 30 days following MPTP injections [129].

It has been demonstrated that VMAT-2 mice-deficient model, with a progressive de-
crease of striatal dopamine levels associated with a decrease of dopaminergic neurons in
the SNc and alpha-synuclein aggregation, also show anxiety-like and depressive age-de-
pendent behaviors [130). Time spent in EPM open arms was lower in VMAT-2 deficient-
mice than wild type (WT) animals at the age of 6 months whereas mice did not display
difference at the age of 12-15 months. At the age of 6 months, no difference was observed
in VMAT-2 deficient mice and WT group in forced swim test and tail suspension test
[130,131]. However, immobility times were higher in VMAT-2 deficient-mice than WT
mice at the age of 12-15 months. In addition, desipramine, a tricyclic antidepressant, had
positive effects on immobility times at a dose of 20 mg/kg in both genotypes and in
VMAT-2 deficient mice at an acute dose of 5 mg/kg. A second study [132] tested mice at
the age of 3-5 months and found no anxiety-like behaviors after open-field test and
light/dark transition task. In contrast, VMAT-2 deficient mice presented an increase im-
mobility in the forced swim and tail suspension tests, decreasing after imipramine injec-
tion at doses of 5 and 10 mg/kg and after 30 mg/kg of fluoxetine.

In the genetic model of parkin deficient mice, induced by deletion of exon 3, these
mice did not show significant motor impairment in the rotarod test and open-field loco-
motor activity at the age of 6, 12, 15, 18 and 21 months [133]. Nevertheless, in light/dark
transition task and in open-field with thigmotaxis behavior, parkin deficient mice dis-
played anxiety-like symptoms at 6 and 15 months. However, other studies did not report
an anxiogenic profile in parkin deficient mice with the same behavioral tests but con-
firmed the absence of locomotor alterations [134,135].

Neuropsychiatric disorders develop in transgenic mice carrying hA53T mutation by
the mouse prion promoter. Open-field testing demonstrated more time spent in the pe-
riphery of the open-field than heterozygous A53T mice and controls at the age of 3 and 6
months [136], allowing for the conclusion that this model displays anxiety-like behavior
correlating with motor impairments and diminution of dopamine transporter (DAT) level
in the STR. Moreover, during the tail suspension task, homozygous A53T mice spent more
time in immobility than the other groups at the age of 6 months. In contrast, another study
showed a reduced anxiety-like behavior in this model at the age of 12 months with the
open-field test revealing an increase of time spent in the central area [137]. Several studies
demonstrated similar results at the age of 12 months with open-field test and EPM
[138,139]. Finally, old-age A53T transgenic mice show hypoanxiety-like behaviors albeit
increased anxiety occurs at 2 months in the same animals. This phenomenon remains un-
explained but may be due to age-related changes in DAT expression and serotonin trans-
porter (SERT) trafficking. To end with genetic models of PD, BAC transgenic rats in which
human wild-type a-synuclein was overexpressed display age-dependent accumulation of
full-length and C-terminal truncated a-synuclein aggregates into insoluble fibers in the
brain (particularly in the STR), along with early disturbances in novelty-seeking (indica-
tive of increased anxiety) [140].

Viral-mediated strategies have also been used for modelling neuropsychiatric disor-
ders in PD. Indeed, an injection of 3 uL. of Adenoassociated viral vector (AAV)-6 express-
ing alpha-synuclein in the SNc led to forced swim test impairment from 3 weeks after
surgery but not in EPM, associated with motor impairments [141]. The absence of hyper-
anxious-like behavior in the EPM behavioral test is also suggested by other studies using
the AAV-2 alpha-synuclein model [114,142]. Moreover, a lack of depressive state in this
model can be observed in the forced swim test, unlike in a previous study [114].
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3.1.2. Apathy

In experimental models, apathetic behavior (or anhedonia) can be assessed with the
sucrose preference test (SPT) with different protocols adapted from Willner’s protocol
[143] and by operant sucrose administration [124]. In SPT, some studies performed food
and water deprivation before testing and the sucrose concentration is not always the same,
which can affect the motivational process. To avoid a place preference in SPT, the two
bottles (water and sucrose) are switched during trials. In the operant procedure, a 2% su-
crose solution is proposed to rats in free-access during one week and then during 7 days
of self-administration following by 2 days of progressive ratio task. With this protocol the
motivational process is taken into account.

Regarding 6-OHDA models, bilateral infusions in the SNc did not induce an apa-
thetic-like behavior in a SPT with 3% sucrose solution during 1 h exposure [114]. How-
ever, several studies demonstrated that bilateral infusions of 6~-OHDA in the SNcled to a
decreased sucrose preference, with two different concentrations (1% or 0.5%) [144,145]. In
addition, bilateral infusions of 6-OHDA in the dorsal STR also led to a decrease of sucrose
(0.5% and 0.8%) consumption [115), reversed by the small conductance calcium-activated
K+ blocker apamin at a dose of 0.1 or 0.3 mg/kg [146]. These data suggest that a minimal
reinstatement of dopaminergic activity by apamin improved the apathetic behavior. With
this toxic model, another team has shown that unilateral injection of 6-OHDA in the MFB
leads to a decrease of the intake of sucrose 3%. At the first week post-injection, this apa-
thetic behavior is found for the doses of 12 and 16 pg of 6<OHDA and only for the doses
of 16 pg at 3 weeks post-injection [147]. Moreover, this apathetic effect of 6-OHDA was
reversed by L-DOPA oral treatment (25 mg/kg) and partially by intraperitoneal injection
of bupropion (10 mg/kg) but not by paroxetine (10 mg/kg) [148]. In operant procedure,
the sucrose deliveries decrease drastically after 6-OHDA infusions in the SNc. This deficit
is only reversed by the preferential agonist D3R PD-128907 but not by sumanirole or the
selective agonist D1R SKF-38393 [124]. The results suggest a differential implication of the
dopaminergic D1, D2 and D3 receptors in the motivational impairments induced by 6-
OHDA SNc lesion, and the D3R is believed to be an important mediator of these beneficial
effects.

Apathy-related behavior was also assessed in the MPTP mouse model. Even though
this model presents anxious and/or depressive-like behaviors, data suggested a lack of
apathetic behavior as assessed with SCT. Indeed, several studies are along these lines: 4
intraperitoneal injections of MPTP at a dose of 20 mg/kg (2 h interval) had no effect 7 and
30 days after MPTP injections [129,149].

In 12 month-old VMAT-2 deficient mice, saccharin (0.1%) preference was decreased
compared to WT, without depressive behavior estimated with the forced swim test that
might be related to dopaminergic dysfunction [131]. Moreover, heterozygous (HET)
VMAT-2 mice present a decreased sucrose preference for 1% and 1.5% sucrose concentra-
tion solution whereas any anxiety-like behavior was evidenced with light/dark transition
task [132].

Moreover, apathy-like behavior was found after an injection of 3 uL. of AAV-6 ex-
pressing alpha-synuclein in the SN¢, with 2% sucrose preference test during 48 h [141).
On the contrary, other studies demonstrated a lack of anhedonia in this viral model with
a SCT realized with 2% sucrose during five days or with 3% sucrose during 1 h, respec-
tively [114,142]. The apathetic behavior can also be assessed in single cages with two
drinking spouts (saccharin at different doses or water, counterbalanced every day). After
a nigral lesion by AAV-2 expressing human A53T alpha-synuclein under the synapsin
promoter, no reduction of saccharin preference was found. The dose-responses test
showed that lesioned animals were able to discriminate between different doses of sac-
charin after AAV-2 injections [150].

Whereas the sucrose preference was reduced, the underlying phenomenon remains
unclear and can result from a decrease in the sensitivity to rewarding properties of the
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sucrose solution or be due to an extension of the lesion to other brain areas based on the
Braak stages [5].

The different PD animal models showing neuropsychiatric disorders are summa-
rized in Table 1.

Table 1. Overview of neuropsychiatric deficits in rodent models of PD. | = decrease, - — = absence, +/- = presence or
absence depending on studies, + + = presence, n.r. = non reported, mo = months.

Model Pathophysology De'"”::;i SYMP  Anxiety Apathy Ref
Paraquat { motor performance ++ ++ n.r. [113]
: 1 motor performance | number of
GOFDA (Bilsteral, TH neurons (SN¢) | dopamine level +4 44 [115:119,
STR) . 146)
in STR
6-OHDA (Bilateral, ' [120,144,
SNo) 1 TH + neurons in SN¢ +4 154 1)
6-OHDA (Unilateral, 96% loss of TH (STR); 87% loss of i ik o (117,118,
MFB) TH neurons (SNc¢) 147)
MPTP (bilateral, sys- Motor impairment & | TH + neu- g Tk L [126-
temic administration) rons in SNc¢ 129,149)
| striatal dopamine level L
VMAT-2 deficient mice | dopaminergic neurons of SNc¢ ¥ fizaltmo) S [130-132]
3 : --(12mo) ++(6mo) mo)
alpha-synuclein agregation
Parkin deficient mice  No significant motor impairments +/-(6and 15
(deletion of exon 3) (6~21 months) i mo) s =il
hAS53T alpha-synuclein Inclusions in several brain areas al- ++(3and 6
mice (mouse prion pro- tered neuronal morphology, ! TH+ ++ (6 mo) mo) nr. [136-140]
moter) in SNc at 12 months - —(12 mo)
Age-dependent accumulation of al-
BAC WT alpha-synu- f X
clebh frariegenic raty pha-synuclein e.lggregates (mainly nr. ++ nr. [140]
striatum)
Progressive motor impairment, al- (114,141
AAV alpha-syn (SNc) pha-synuclein agregation, ! DA stri- +- -- 14 2,'1 50]’

atum and | TH+ neurons in SN¢

3.2. Rodent Models of Cognitive Dysfunctions

Cognitive disturbances in animal models of PD have been more scarcely examined
than, for example, motor deficits or treatment associated motor complications (dyskine-
sias). The fact that the subdivision of cognitive domains made in patients cannot be di-
rectly extrapolated in animals could have had an influence. At least two main factors have
to be noted: first, animals do not process language in the same complex way as humans
do, and thus this cognitive domain cannot be studied analogously. Second, the outcome
of behavioral tasks that are used in animals typically require visual as well as motor per-
formance, and therefore, results can be in part influenced by motor impairment. In any
case, different animal models have shown some cognitive disturbances that cannot be
solely attributed to motor impairment and are going to be summarized in the following
sections and in Table 2.

3.2.1. Attention

In regard to 6-OHDA rodent models of PD, some attentional deficits that are caused
by fronto-striatal dysfunction in PD patients can also be analogously found in these ani-
mals. Thus, in the runway test, food deprived animals have to walk through a corridor
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that has food pellets in both sites. Interestingly, unilaterally lesioned rodents have shown
a tendency towards ignoring the pellets in the corridor side contralateral to the lesion and
to retrieve pellets from the side of the corridor ipsilateral to the lesion [151,152]. Analo-
gous to this result, a study employing a lateralized choice task, where animals are required
to respond to light stimulus presented in two adjacent ports to a central port, unilaterally
lesioned rats within the MFB, displayed visuospatial neglect of the side opposite to the
lesion [153]. These results may indicate specific deficits in attentional focusing for the le-
sioned hemisphere compared with the intact site.

On the other hand, rats with mild bilateral striatal dopaminergic depletion in the
dorsolateral STR induced by 6-OHDA (60-80% loss of TH positive terminals) have shown
no differences in comparison to control rats in the standard procedure of the 5-Choice
Serial Reaction Time-Task (5-CSRTT). However, these rats displayed decreased accuracy
and increased number of omissions when task conditions were manipulated to increase
the attentional demand [154]. Similarly, another study has shown that after the develop-
ment of the lesion, rats unilaterally lesioned in the MFB were not able to reach basal per-
formance in a modified version of the 5-CSRTT. In addition, parkinsonian animals dis-
played impaired attention to stimuli both contralateral (20-30% accuracy) and ipsilateral
to the lesion (60% accuracy), suggesting that deep unilateral dopamine depletion is suffi-
cient to prompt a global selective and sustained attentional dysfunction. Interestingly,
treatment with 10 mg/kg L-DOPA further impaired the performance, perhaps because it
led to an increase of dopamine to a detrimental level in the intact hemisphere causing
subsequent cortico-striatal network dysfunction [155].

Regarding other animal models, a recent study trying to obtain a rat model of PD and
dopamine agonist induced impulsive behavior has shown that parkinsonian rats with
partial bilateral nigrostriatal degeneration induced by human A53T a-synuclein over-ex-
pression within the SNc displayed a reduction of accuracy in the 5-Choice Serial Reaction
time-task when compared to control rats or pre-parkinsonian status. In addition, chronic
treatment with the dopaminergic agonist PPX worsened the attentional performance even
more [156]. These results may reflect the clinical scenario where a loss of a proper dopa-
minergic tone caused by the disease within the prefrontal cortex or excessive input caused
by dopaminergic treatment can both cause lack of an adequate behavioral control, thus
impairing attentional performance.

3.2.2. Memory Impairment and Learning Deficits

In relation to memory impairment, the Morris water maze (MWM) test has been ex-
tensively used in animal models of neurodegenerative disorders to study visuospatial
memory. This task consists of a circular arena that is filled with opaque water, which usu-
ally hides a platform, and several modifications can be made to analyze different types of
memory/learning processes. Thus, in the “cued version” of the task, the platiorm is always
visible, animals are then trained by cue-guiding to find it. After training, animals are
tested and the time to reach the platform is considered as a measurement of cued-learning
(procedural-learning). On the other hand, with the “spatial” more standard version of the
task, the platform is maintained under water and animals progressively learn to find it
using different cues placed around the pool as spatial references. Thus, the time until
reaching the platform during training is considered as a measurement of the learning-
process. During testing, the platform is usually removed from the pool and the time spent
by the animals in the place where the platform was previously located is taken as a meas-
urement of the solidity of the acquired memory. Importantly, the performance in these
two variations of the task are dependent on the dorsal STR and hippocampus, respectively
[157). Besides, some variations of the spatial version can also be used to study working
short-term memory (such as, for example, when testing is performed just after the training
period within the task).

Thus, rats with unilateral SNc lesions have shown that both cued learning and
memory are impaired, but that long-term spatial memory remains intact [115). Similar
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results were also found in mice with unilateral MPTP induced lesions in the SNc or sys-
temic administration of MPTP [158]. In contrast to these results, animals with unilateral
lesions in the MFB have shown decreased spatial memory performance in the open field
hole board test that was reversed with L-DOPA [158]. In addition, a previous study using
the MWM showed that rats with bilateral MFB lesion without remarkable changes in
swimming performance with respect to controls displayed decreased learning and
memory performance in both versions of the MWM [159]. Similarly, rats bilaterally le-
sioned with 6~OHDA and MPTP in the SNc displayed decreased performance in both
working-memory and long-term memory variations of the MWM, with no significant dif-
ferences in locomotor behavior [160].

Spatial memory performance has also been studied with other tasks. Thus, in the
novel object recognition (NOR) test animals are trained for a certain period where they
get familiarized to a given object. After training, animals are tested and given the tendency
of rodents to be attracted by novelty, the time expend surrounding the new object or new
location relative to the total time of object/location exploration during the test provides an
idea of both novelty-seeking behavior and visuospatial memory, and changing the reten-
tion interval can be used to examine short-term or long-term memory [161]. Spatial mazes
(such as T-Maze and Y-Maze) have also been classically used to analyze reference and
working memory in rodents. There, alternative approaches are performed in order to an-
alyze spontaneous and controlled alternation between the arms of the maze. Essentially,
subjects are placed in the center and given their tendency to seek novelty, they tend to
enter the arm visited less recently, and this behavior is measured.

Thus, rats bilaterally lesioned by intranigral injection of MPTP have shown impaired
novelty discrimination during a short-delay test in the NOR, associated with a presence
of cell loss in the hippocampal CA1 area [162]. Interestingly, rats with similar lesions also
displayed working-memory dysfunction in the T-maze test. However, both working-
memory and novelty discrimination as well as the CA1 cell loss were partly prevented by
the chronic administration of the NMDA receptor antagonist MK-801, suggesting that
these receptors could be involved in PD-related neuronal and behavioral dysfunction in
PD [163]. Analogously, mice with systemic administration of MPTP showed progressive
NOR impairment correlated with gradual impairment of long-term potentiation in the
hippocampal CA1 area [164]. In contrast, mice with bilateral 6-OHDA lesions within the
STR showed impaired long-term but not short-term recognition within the NOR test,
which was not affected by the administration of the D2/D3 receptor agonist, PPX, but im-
proved by L-DOPA or the D1 receptor agonist, SKF81297 [165].

Similarly, in a spatial object recognition test where changes are made in the location
of objects rather than in objects themselves, mice injected with 6-OHDA in the STR were
impaired in both the short- and the long-term object recognition, which seemed restored
by the administration of a mGIuRS5 receptor selective antagonist. These results suggest
that mGIuR5 receptors could modulate dopamine release from the remaining nerve ter-
minals, thus improving the associated acquisition and maintenance of spatial information
[166]. In a version of the T maze where alternation of arms was controlled by food medi-
ated reward, rats injected in the SNc¢ with MPTP were shown to be able to learn and mem-
orize the rewarded arm, but they failed to learn the new criteria when the rewarded arm
changed [167]. Similarly, MPTP treated mice were not able to learn the criterion particu-
larly when the duration of the delay between training and testing was variable, instead of
fixed [168].

Other studies have also focused on analyzing the process of associative and emo-
tional learning. For instance, rats bilaterally lesioned with MPTP in the SN¢ have shown
impairments in the active avoidance task [169]. Within this task, subjects are trained to
learn the presentation of a given cue with the subsequent occurrence of a negative event
(such as a shock), which can be avoided by an action such as moving to a different place
within the chamber. Thus, correct responses to the cue (measured as trials where escape
is effectively performed) give an index of associative-learning.
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Together these results suggest that toxin-based animal models of PD with unilateral
nigrostriatal lesions usually suffer from fewer long-term memory deficits but might serve
to study procedural learning deficits observed in PD patients, particularly at early stages.
However, both unilateral lesions affecting SNc and VTA [158] and bilateral nigrostriatal
denervation can simulate more advanced stages of the disease as well as simulate other
clinical scenarios, such as impaired learning (including associative/emotional learning
and procedural learning), impaired working memory and impaired long-term memory
observed in patients.

Regarding transgenic rodent models of PD, although they represent an interesting
tool to study different proteins and pathways implicated in PD pathophysiology, it has to
be noted that, a large portion of them do not display clear motor dysfunction, and robust
dopaminergic neuronal loss is seldom observed [170]. Several studies have been per-
formed in transgenic models of PD as well, trying to analyze memory and learning. Thus,
Thyl-aSyn transgenic mice (line 61), for example, display impairments in tests of novel
object recognition (NOR), object-place recognition (spatial recognition), and operant re-
versal learning compared to age-mated wild-type littermates. Moreover, these deficits
were noticeable before any marked dopaminergic cell loss in the SN¢, but with remarkable
deficits in the cholinergic cortical innervation [171]. Interestingly, this transgenic line also
displays deficits in social cognition [172] Social cognition and NOR deficits in these mice
were reversed by chronic nicotine administration [173). Similarly, mice expressing human
wild-type alpha-synuclein under the PDGF-f promoter also showed impaired MWM per-
formance, which seems to be age-dependent and is reversed by immunotherapy or the
mGLuRS5 receptor antagonist MPEP (see [174] for review).

Other studies have also shown that mice over-expressing A30P mutated human al-
pha synuclein under the Thyl promoter display age-dependent deficits in MWM, in 12
month-old but not in 4 month-old mice performing significantly worse than controls.
Moreover, these older mice displayed widespread alpha-synucleinopathy in several brain
regions critical for a proper cognitive control, such as the central nucleus of the amygdala
[175). Later, the same animal model was shown to have deficits in fear-conditioning as
well [176]). Importantly, age-dependent development of cognitive impairment is a feature
that is also present in other transgenic mice models of PD, such as the mice expressing
human AS53T alpha-synuclein under the mouse prion promoter, that develop deficits in
the Y maze in 6 and 12 month old but not in 2 month old subjects [137]. Another study
with the same model has also shown that these mice exhibited learning dysfunction in the
MWM at 8 months of age, which is partly reversed by the treatment with the metal chela-
tor Clioquinol [177]. Interestingly, cognitive impairment in this model of PD seems to be
dependent on the presence of the protein Tau, since A53T mice lacking endogenous
mouse tau expression do not display deficits in spatial learning and memory at 12 months
[178].

The mouse model expressing Y39C mutant human alpha-synuclein under the Thy-1
promoter has also shown age-dependent accumulation of human alpha-synuclein oligo-
mers in different areas of the brain, with older mice displaying cognitive impairment in
the MWM and intracellular inclusions in neurons of different brain areas, particularly the
cortex. However, and importantly, these mice did not show any significant loss of dopa-
mine neurons in substantia nigra or dopamine nerve terminals in STR [179].

Since the effect of synuclein expression may vary depending on age, another study
used transgenic mice conditionally expressing human wild-type alpha-synuclein in the
midbrain and forebrain, and showed that these animals develop nigral and hippocampal
neuropathology, including reduced neurogenesis and neurodegeneration in absence of
fibrillary inclusions, which was in turn associated with memory impairment in the MWM
and progressive motor decline [180].

Another study also demonstrated that MitoPark transgenic mice, which develop pro-
gressive neurodegeneration, loss of motor function and therapeutic response to L-DOPA,
display reduced learning but intact long-term memory function when performing the
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Barnes maze test, as well as reduced NOR compared to age-matched non-transgenic lit-
termates. Importantly, these features were present before the onset of motor impairment
[181]. Similar learning and memory deficits were also observed in the Barnes maze in mice
over-expressing the human truncated (1-120) form of alpha synuclein at 9 months of age.
These mice already displayed deficits in NOR from 3 month and onwards when compared
to WT littermates, which seems like it is associated with synuclein aggregates in different
brain regions such as the hippocampus and cortex [182].

Regarding experiments in transgenic rat models of PD, an experiment using bacterial
artificial chromosome (BAC) transgenic rats over-expressing human leucin-rich repeat ki-
nase 2 protein (LRRK2) with G2019S and R1441C mutations has shown that these rats
display age-dependent deficits in spontaneous alternation test of spatial short-term
memory in spite of a lack of any dopaminergic cell death in the SNc [183].

Finally, another study has reported that rats injected in the VTA with viral vectors
for over-expression of human wild-type alpha synuclein display impaired spatial learning
and memory deficits in the MWM without any obvious spontaneous locomotor impair-
ment and with the presence of alpha-synuclein positive inclusions in the hippocampus,
neocortex, nucleus accumbens and anteromedial STR [184].

3.2.3. Inhibitory Control

Animal models of PD represent an excellent tool to study inhibitory control deficits,
and have been used in recent years in order to study PD-associated and dopaminergic
treatment-associated changes in different impulsivity traits.

In relation to impulsive action, rats with bilateral parkinsonism induced by 6-OHDA
injections in the SNc and VTA [185] or in the dorsolateral STR [156] do not display in-
creased motor impulsivity in a variable delay-to-signal (VDS), a task that measures differ-
ent components of impulsivity [186]. In contrast, rats with progressive parkinsonism in-
duced by viral-vector mediated human A53T a-synuclein over-expression in the SNc have
displayed increased motor and waiting impulsivity as measured by fixed consecutive
number (FCN), differential reinforcement of low rate of responding (DRL) and 5-Choice
Serial Reaction Time-Task (SCSRTT) [156,187]. Interestingly, the dopamine agonist PPX
seemed to particularly increase impulsivity traits in those animals with higher pre-treat-
ment impulsivity [156], suggesting that parkinsonism itself could act as a risk factor for
treatment induced addictive behaviors in this model. Thus, although the impulsivity traits
measured by different tasks in these studies may differ, these results may also indicate
that the pattern and degree of striatal dopaminergic depletion could influence the increase
of impulsive action, with a-synuclein models more prone to develop motor impulsivity
after the dopaminergic lesion.

Regarding impulsive choice, rats with bilateral striatal denervation, induced by 6-
OHDA, do not show any increment of delay-discounting [188] although another study
with the same model of PD reported increased delay-discounting previously [189]. Alt-
hough the lack of a control group within this last study makes it difficult to extract firm
conclusions, the different reinforcers used in the two experiments could underlie this dis-
crepancy (sucrose solution vs intracranial self-stimulation (ICSS) of amygdala, respec-
tively). In this context, impulsive choice seems similar in rats lesioned in the dorsolateral
STR with respect to control rats in a probabilistic discounting task that uses ICSS as a
positive reinforcer [190]. Besides, and as happens with impulsive action, rats lesioned in
the SNc and VTA or in dorsolateral STR with 6-OHDA do not display increased delay-
intolerance with respect to control rats in the VDS task using food pellets as positive rein-
forcers [185,191].

Finally, although there are not studies specifically addressing compulsivity in PD
patients, one study has reported that compulsive-like lever pressing as measured by post-
signal training attenuation task is similar in rats lesioned by 6-OHDA injections in the SNc¢
and VTA and controls, but that these rats, not the controls develop compulsive-like be-
havior after the administration of the dopamine agonist PPX [192]. Importantly, a more
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recent study has revealed that rats with intact nigrostriatal system but not rats with uni-
lateral parkinsonism induced by 6-OHDA injections in the MFB developed of compulsive
binge-eating. However, L-DOPA treatment is able to reinstate the capacity of developing
compulsive binge-eating in these rats [193].

3.2.4. Behavioral Flexibility

Deficits in behavioral flexibility were identified in rodent models of PD. Several tests
were used to determinate these deficits as set-shifting task, reversal learning task or touch
screen task in different protocols: operant procedure or mazes. Indeed, following bilateral
6-OHDA injections into the dorsomedial STR, lesioned rats displayed impairments during
reversal learning but not in acquisition phases in a cross maze test [194]. However, in a
touch screen task or a cross maze, unilateral or bilateral injections of 6-OHDA in the dorso-
lateral STR did not lead to deficits in behavioral flexibility although learning was impaired
[195,196]. Another study has conducted an attentional set-shifting test (simple discrimi-
nation, reversal and extradimensional shift paradigms) in rats unilaterally lesioned in the
MFB with 6-OHDA. The results have demonstrated an impairment in behavioral flexibil-
ity in both males and females, only in the simple discrimination with an increasing num-
ber of trials needed to complete the rule but not in reversal learning or extra-dimensional
task with only an increase in time to complete these paradigms [197]. Moreover, a decrease
of cognitive flexibility was demonstrated using a reversal learning task, but mice over-
expressing human WT alpha-synuclein driven by the murine Thy-1 promoter (line 61)
displayed impairments only in the reversed rule, not in the acquisition phase [171]. An-
other study used a genetic model of PD with a depletion of dopamine synthesis under
control of Cre manipulation (conditional tyrosine hydroxylase knock-out mouse) without
dopaminergic neuron loss [198,199]. This model resulted in a slight impairment in behav-
ioral flexibility task (U-maze), similar to that of mice injected with 6~<OHDA in the dorsal
STR [199]. However, these two groups of mice were able to learn the rule of the task.

Table 2. Overview of cognitive deficits in rodent models of PD. +/- = presence or absence depending on studies, + + =
presence, n.r. = non reported.

Flexi- Inhibitory = eing Short-Term L::f;‘?"“
Model bility Control Defi- g "8 Memory Im- 2 Ref
? 5 Deficits Deficits : Impair-
Deficits cits pairment
ment
. ++ (if atten-
GORDA (el +/~  Discrepancies tional load in- n.r. +4 +4+ [154,156,165,18
eral, STR) 8-191)
creased)
6.021;213'2}52 1)Iat- nr n.r n.r. nr. RS +4+ [160]
;ﬁ?}i}:fl\;;];’:) n.r Intact n.r. nr. n.r. nr. [185]
HDA (Bilat-
G.Oeral Mg)at n.r. nr nr. nr ++ ++ [151,159]
6-023'\5(;];'13'- nr. nr nr. +4 44 Intact [115]
++ (particu-
6OHDA (Unilat- ~ NeOUd ™ panyipgilar. . ., (15315515819
eral, MFB) CENYI0  oral to the le- : = 3]
binge-eating :
sion)
MPTP (bilateral, ++ (only
systemic admin-  n.r n.r nr. for learning ++ Intact [168]
istration) new rules)
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MPTP (unilateral,

SN nr n.r. nr. ++ ++ Intact [158]
MPTPS(IEICI;teral, o nr nr s e s []58,16%,167,16
hASST _alph?-sy- ++ ++

nuclem.mloe nr. nr. nr. (older nr. (older  [137,177,178]
(mouse prion pro- 2 5
moter) mice) mice)
TH Knock-Out
mice ++ n.r. nr. n.r. nr. nr. [198,199]
(Cre recombinase)
WT alpha-synu-
c,lre}:;_;n;:;&“;:: ++ nr. nr. ++ ++ ++ [171,173]
line 61
WT alpha-synu-
clein mice (PDGF- n.r. nr. nr. n.r. nr. 4 [174)
B promoter)
A30P alpha-synu- ++ ++
clein mice (mouse n.r. nr. nr. (older nr. (older [175,176])
Thy-1 promoter) mice) mice)
Y39C alpha-synu- ++
clein mice (mouse n.r. nr. nr. nr. nr. (older [179]
Thy-1 promoter) mice)
WT alpha-synu-
clein mice (condi-
tional expression  n.r n.r. nr. n.r. nr. ++ [180]
in the midbrain
and forebrain)
Truncated 1-120
alpha-synuclein  n.r. nr. nr. +4+ nr. ++ [182]
mice
MitoPark mice nr nr. n.r. ++ n.r. ++ [181]
BAC LRRK2 trans-
f::;;:;ﬁo:;s_ nr. nr. nr. n.r. ++ nr. [183]
tions)
BAC WT alpha-
synuclein trans-  n.r. nr. nr. ++ nr. nr. [140]
genic rats
AAV(;!I}.):)a-syn nr. nr. nr. +4+ nr. 44 [184]
AA‘:}:‘%L?)W‘ nr. ++ ++ nr. nr. nr. [156,187]
3.2.5. Dementia

Because dementia is like complex NMS occurring when the neuropsychological pro-
file of patients is markedly impaired in several cognitive domains, the animal models pre-
senting several neuropsychiatric and cognitive impairments of considerable severity may
be considered as a proxy for dementia. It is however challenging to really model dementia
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in animals and the magnitude of neuropsychiatric and cognitive impairments observed
in animal models remain very far from dementia occurring in advanced stages of PD.

4, Clinical Relevance and Future Directions

The wide spectrum of neuropsychiatric and cognitive NMS of PD, and their im-
portant contribution to the overall severity of the disease and decreased quality of life is
of significant concern. If some of these NMS are partially responsive to dopamine replace-
ment therapy, others remain untreated due to the lack of therapeutic options. Toxin-based
models have been useful to highlight the significant contribution of dopamine to some
extent and other monoamines in the pathophysiology of these non-motor features of PD,
while gene-based models have offered the opportunity to explore the contribution of cor-
tical and subcortical alpha-synuclein pathology in the etiology of these disorders. Even if
rodent models of PD only partially recapitulate the spectrum of neuropsychiatric and cog-
nitive non-motor deficits found in the human disease, they remain valuable to understand
their pathophysiology and for the preclinical validation of therapeutic strategies against
th pervasive and incapacitating features of PD.
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Abstract

Background: Care management of Parkinson’s disease (PD) patients cumently remains
symptomatic, mainly because diagnosis relying on the expression of the cardinal motor
symptoms is made too late. Earlier detecting PD therefore represents a key step for developing
therapies able to delay or slow down its progression.

Methods: We investigated metabolic markers in three different animal models of PD, mimicking
different phases of the disease assessed by behavioral and histological evaluation, and in 3
cohortts of de nove PD patients and matched controls (n = 129). Serum and brain tissue samples
were analyzed by nuclear magnetic resonance spectroscopy and data submitted to advanced
multivariate statistics.

Results: Our translational strategy reveals common metabolic dysregulations in serum of the
different animal models and PD patients. Some of them were mirrored in the tissue samples,
possibly reflecting pathophysiological mechanisms associated with PD development.
Interestingly, some metabolic dysregulations appeared before motor symptom emergence, and
could represent early biomarkers of PD.

Finally, we built a composite biomarker with a combination of 6 metabolites. This biomarker
discriminated animals mimicking PD from controls, even from the first, non-motor signs and
very interestingly, also discriminated PD patients from healthy subjects.

Conclusion: From our translational study which included three animal models and three de novo
PD patient cohorts, we propose a promising biomarker exhibiting a high accuracy for de novo
PD diagnosis and may possibly predict early PD development, before motor symptoms

appearance.
Fundings: ANR, DOPALCOMP, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale,

Université Grenoble Alpes.
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Introduction

Parkinson's disease (PD) is one of the most prevalent neurodegenerative disease in the world,
affecting about 1% of adults older than 60 years(1). From its onset, the pathology evolves
progressively and continuously according to three stages i.e. preclinical, prodromal, and
clinical, corresponding respectively to the asymptomatic onset of neurodegeneration, non-
motor symptoms, and the onset of motor symptoms(2), finally allowing the diagnosis to be
made(3). Unfortunately, the motor symptoms appear when 70-80 % of the nigrostriatal
dopamine system is already lost(1), precluding any potential neuroprotective intervention(4).
Furthermore, postmortem and histopathological analyses show that the accuracy of current PD
diagnosis 1s only 53% 1in patients with motor symptoms less than 5 years old(5). In the early
phases of PD, the “prodromal” phase is characterized by a panel of non-motor symptoms
including neuropsychiatric disorders like apathy, which could schematically be defined as a
loss of motivation(6), observed in up to 70% of PD patients(7). Although these symptoms are
often premonitory of PD, they are not specific and therefore cannot be considered as predictive
critenia. Thus, finding reliable, specific and highly predictive biomarkers of the prodromal stage
of the disease is a substantial challenge for the success of PD curative or preventive strategies,
and for the development of therapies able to delay or slow down PD progression(8, 9).

PD 1s a multifactonial disease(10) resulting from a complex interplay between genetic and
environmental factors. The metabolome - the global pool of metabolites - reflects the
interactions between genotype, lifestyle, diet. drug therapy or environmental exposure(11).
Therefore, metabolomics, 1.e. metabolome analysis, could represent a powerful tool to elucidate
the molecular mechanisms involved in PD and to identify potential predictive biomarkers(12—
14). Metabolic alterations have already been described n patients expressing neuropsychiatric

4
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symptoms similar to those observed in the prodromal stage of PD(15). Additionally, it has been
shown that the metabolic dysregulation observed in serum can accurately discriminate newly
diagnosed PD patients from controls(16). Similarly, alterations in plasma metabolome have
been correlated with disease progression in PD patients(17). However, the use of metabolomics
as a predictive tool during the prodromal stage remains to be investigated.

To study this prodromal stage, animal models of PD have been largely developed(18), but none
1s currently able to recapitulate all phenotypic and etiological characteristics of the disease. We
therefore investigated potential metabolic changes in three different animal models, two
complementary rodent models and one non-human pnimate model, expressing complementary
PD charactenistics(19-21). We first used the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) model as it
represents a gold standard and phenotypically correct model of PD, with each animal stably
mimicking a specific stage of the disease including the prodromal phase, without temporal
evolution(18, 19). This allows capture of the nature of the disorder in a between-group design,
at a given time, similarly to a clinical study companing PD patients at different stages of the
disease. Moreover, it has good predictive value regarding the treatments classically used mn
clinics, such as dopaminergic agomists(22). We then used a viral vector-induced alpha-
synuclein rat model which presents progressive synucleinopathy reflecting the progressive
nature of PD in a within-group design. Nonetheless this model does not encompass all the
neuropsychiatric symptoms characteristic of the prodromal stage of PD (e.g. apathy)(23).
Finally, we used non-human 1-methyl-4-phenyl-1,2,3 6-tetrahydropynidine (MPTP) primates
which share greater genome sequence identity with humans and significant neuroanatomical
similanities (Figure 1). Metabolic changes were analyzed in blood (serum) to find biomarkers
that are easily transposable to the clinic. and in specific brain regions differently affected by the
neurodegenerative process (1.e. the dorsal stnatum (DS) and nucleus accumbens (Nacc)) to

potentially associate these biomarkers to the pathophysiological processes involved in PD. We

213



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

thereby built a blood biomarker from a combination of metabolites that might be relevant to the
prodromal stage. From a translational perspective, and in order to validate the clinical relevance
of our PD biomarker candidate, we confronted our pre-clinical results with the metabolomic

results of de novo PD patients from two different biobanks.

Results

The 6-OHDA rat model allows the study of different stages of PD

Although PD diagnosis in humans relies on a scale which integrates evaluations of both
neuropsychiatric and pnmanly motor symptoms(24), its final confirmation relies on post-
mortem histological evaluations which include dopaminergic loss in the nigro-striatal pathway
leading to denervation of the DS, and the presence of alpha-synuclein containing Lewy Bodies.
In order to categonize each 6-OHDA rat, presenting its own PD phenotype without temporal
evolution of its symptoms and its dopaminergic lesions, in a sub-group corresponding to a
specific disease-stage (1.e. prodromal-like or clinical-like), we established a score, called the
Parkinson’s disease progression (PDP) score. The PDP score was based on the same kind of
criteria as for patients, 1.e. (1) the neuropsychiatric component, evaluated by operant self-
administration performances (motivation); (11) fine motor capacities, evaluated by stepping test
performances; (111) the extent of the DS lesion, evaluated by a postmortem histological analysis.
Based on this score, we assigned the PD animals to two categories, namely prodromal-like or
clinical-like. These terms will be used throughout the study (Figure 2A).

Tyrosine hydroxylase immunoreactivity (TH-IR) revealed that bilateral 6-OHDA injection in
the substantia migra pars compacta (SNc) led to a partial nigrostriatal dopaminergic lesion
resulting in dopaminergic denervation in the DS and, to a lesser extent, in the Nacc (Figure 2B
and 2C). Indeed, TH-IR quantification showed a significant loss (62.2%) of dopaminergic

projections in the DS of prodromal-like animals compared to shams, with a greater loss in
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clinical-like animals (71.96%). A slight loss of TH-IR was also observed in the Nacc of 6-
OHDA animals (Figure 2C). This denervation pattern preserves leamning and global ambulatory
activity of animals(19), allowing study of motivational processes without the potential bias
related to locomotor alterations often present in PD animal models (Figure S1)(19, 22).
Motivation was measured by the sucrose self-administration procedure. Prior to surgery, rats
leamned the motivation task and reached their maximum performance level (about 80 rewards
per one-hour session). Duning the post-surgery phase (1.e. after surgery). the performances of
sham rats remained stable, while those of 6-OHDA animals dramatically decreased (30 to 66%)
(Figure 2D).

Regarding fine motor skills, the 6-OHDA infusion did not reduce the number of adjusting steps,
except in the clinical-like group where it strongly decreased (Figure 2E).

We then investigated the metabolic dysregulations of each animal i association with its PDP

score, 1.e. its PD stage.

Serum metabolic signature co-evolves with PD progression in 6-OHDA rats

Figure 3A illustrates a typical proton nuclear magnetic resonance (*H NMR) spectrum of 6-
OHDA rat serum, acquired at ultra-high magnetic field (23T). This allowed the identification of
approximately 50 metabolites (Table S2).

The score plot of the orthogonal partial least squares (OPLS) analysis, performed with the NMR
data and PDP scores for each animal (1.e. the “6-OHDA serum OPLS model”) shows a clear
gradation of dot colors from “cold” (white) on the left to “hot” (red) on the night. This indicates
that the metabolic profile co-evolves with disease progression (Figure 3B).

The animals were assigned to different disease-stage groups afterwards, according to their
individual PDP score, in order to mimic a clinical approach (see methods section). Among the

14 metabolites with a correlation with PDP score = 0.5 in the OPLS (Figure 3C), we found that
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10 were significantly modified in at least one PD-like group compared to sham animals (Figure
3D): alanine, betaine, p-hydroxybutyrate (BHB), dimethyl sulfone (DMSO?2), glycine, lactate,
pyruvate, threonine, serine, and valine. These metabolites did not evolve identically with disease
progression. First, 6 metabolites were significantly modified in the prodromal-like stage:
alanine, BHB, glycine, lactate and serine increased, while betaine decreased. Their levels then
remained stable in the clinical-like stage. Secondly, pyruvate progressively increased as PD
progressed. Finally, 3 metabolites were only modified at the clinical-like stage: DMSO2 and
valine decreased, while threonine increased (Figure 3D).

Thus, metabolic dysregulations observed in the sera of 6-OHDA rats could be highly predictive

of each PD like stage.

Brain tissue metabolic profiles in the 6-OHDA rat model reflect dysregulations in serum
Proton high resolution magic angle spinning (*H HRMAS) NMR spectroscopy was used to
investigate the metabolic profiles of unprocessed braimn biopsies (DS and Nacc) from 6-OHDA
anmimals, sampled at the same level as the sections used for histology to quantify dopaminergic
denervation. A representative spectrum of a DS biopsy from a 6-OHDA rat 1s shown in Figure
4A. with labeling of assigned and quantified metabolites. Regarding DS samples, the OPLS
analysis (1e. the “6-OHDA DS OPLS model”) revealed that cerebral metabolic profile co-
evolved with individual PDP scores, as in serum (Figure 4B). The significant dysregulations of
key metabolites are 1llustrated in Figure 4C. Compared to sham animals, one metabolite, taurine,
was significantly increased in the prodromal-like group, while four metabolites were
significantly modified in the clinical-like group: alanine, lactate and phosphocreatine and
creatine increased and glutamate decreased.

The OPLS analysis of Nacc data (1.e. the “6-OHDA Nacc OPLS model™) showed the same trend,

although less clearly (Figure 4D). The univanate statistics revealed a significant increase of
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alanine and lactate in the prodromal-like group, whereas the clinical-like group was
charactenized by a significant increase of phosphocholine (PC) and a decrease of choline,
compared to sham animals (Figure 4E).

These experiments show that both alanine and lactate exhibit stmilar dysregulation between

serum and brain.

Pramipexole partially reverses serum and tissue metabolic dysregulations induced by 6-
OHDA
We further evaluated whether the serum metabolic profile could be influenced by the use of
Pramipexole (Pra). a widely used dopaminergic treatment in newly diagnosed PD patients and
known to improve only neuropsychiatric symptoms at low doses in animal models(22)(25). As
expected, after 15 days of sub-chronic admimistration of Pra, the deficits in the self-
administration task measured in 6-OHDA rats were fully and partially reversed in prodromal-
like and clinical-like animals, respectively. In contrast, the performances of rats treated with
vehicle (Veh) did not improve (Figure 5A).
Concerming the serum metabolic profiles, to simultaneously visualize the effect of the 6-OHDA
lesion and the treatment, the metabolite levels of prodromal-like animals were normalized to
their levels in sham animals (lesion effect, full bar) or in lesioned animals given Veh (Pra effect,
hatched bar). In prodromal-like animals, the alanine, BHB and pyruvate levels increased after
lesion (Figure 3D and 5B, full bar) and were significantly decreased by Pra (Figure 5B, hatched
bar). while betaine decreased after lesion, but increased in Pra animals. In the clinical-like
group, metabolic reversion induced by Pra was very limited and concemed only alanine. This
i1s consistent with the modest behavioral reversion observed (slight effect on the self-
administration task and no effect on the motor task(25) (data not shown).
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In contrast to serum, for which several longitudinal samples could be taken in the same animal,
brain samples could only be collected at the end of the expeniment, when all animals had
recetved chronic Pra treatment. Therefore, sham animals treated with Veh were used to
normalize the metabolite levels. As in serum. Pra administration caused a decrease of some
metabolites previously increased by 6-OHDA lesion. In prodromal-like animals, this was
observed for alanine in DS and Nacc, and for lactate 1n Nacc (Figure 5C). In the clinical-like
group, the alanine level after Pra evolved similarly to that of prodromal-like animals, and lactate
was significantly modified in DS. Furthermore, we observed a reversion of phosphocreatine
and creatine and phosphocholine levels in DS and Nacc respectively (Figure 5D).

Overall, the 6-OHDA rat model shows significant alterations i both the serum and tissue
metabolomes, associated with the progression of the disease and already detectable in the
prodromal-like stage. Moreover, some of these alterations are partially reversed by chronic
administration of Pra, which also reversed neuropsychiatric deficits.

In order to assess the specificity of the biomarkers found in the 6-OHDA model regarding
progression and pathophysiological mechanisms of the disease, we extended the serum

metabolomics study to two other PD animal models.

6-OHDA rats, alpha-synuclein rats and MPTP monkeys share common serum metabolic
perturbations

First, using the same rat strain (Sprague Dawley) as in the 6-OHDA study, we selected an alpha
synuclein rat model, in which the overexpression of human A53T alpha synuclein is induced in
the SNc using adeno-associated viral vectors (AAV). This targeted expression leads to
progressive neurodegeneration in the targeted region, allowing the follow-up of the different
stages of PD in the same animal(20), namely a prodromal-like stage approximately 3 weeks

after mjection, and a clinical-like stage, after approximately 10 weeks, charactenzed by
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degeneration of the nigrostriatal pathway accompanied by motor dysfunctions reminiscent of
the impairments observed in the clinical phase of PD (Figure S2).

The OPLS-DA was used to evaluate whether a specific metabolic signature was associated with
each disease-stage (1.e. the “alpha synuclein serum OPLS-DA model”). Sham animals (1.e.
infected with Green Fluorescent Protein (GFP)) exhibited no difference between the three time
points 0, 3 and 10 weeks post injection (Figure S3), while for alpha-synuclein animals, the 3
time points were clearly separated (Figure 6A), indicating that each stage was characterized by
a specific metabolic signature. In particular, an increase of BHB, glycine, pyruvate, serine and
a decrease of betamne were observed over time, as in 6-OHDA rats. Moreover, in the alpha-
synuclein model only, myo-inositol decreased while acetoacetate and creatine increased (Figure

6B).

These results revealed similarities in metabolic disturbances for two different PD rat models,
associated with disease progression. To further investigate, we performed metabolic analysis in
a non-human primate PD model, the 1-methyl-4-phenyl-1.2 3 6-tetrahydropyridine (MPTP)
model, which mimics the clinical stage of PD and presents a greater homology with
humans(26).

The OPLS-DA model presented in Figure 6C (1.e. the “MPTP serum OPLS-DA model™)
showed clear discimination between sham and MPTP groups. On the one hand, non-human
MPTP primates presented a significant increase of lactate and a decrease of valine, as in 6-
OHDA rats. On the other hand, acetoacetate and creatine significantly increased, as in the alpha-
synuclein rats. Finally, we observed a significant increase of BHB and pyruvate, and a

significant decrease of betaine, as in both rodent models (Figure 6D).
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Taken together, these results reveal common metabolic alterations associated with PD
progression in three different animal models, performed in two different species. To further
validate the clinical relevance of these markers, we compared these preclinical results to those

obtained in PD patient samples.

Serum metabolic signatures of de novo PD patients and PD animal models have similarities
Each cohort was first analyzed individually, 1.e. each de novo PD patient (n = 19/21 NIH/Ttaly)
compared to an age and sex matched control group (n = 30/23 NIH/Ttaly). Except for some
metabolites, such as alanine (data not shown), the observed variations were consistent between
the 2 cohorts, as shown in Figure 7. For instance, we observed a marginal increase of BHB and
acetoacetate in Italian PD patients (+28.3%, p =0.24 and +17.2%., p = 0.05 respectively) which
was even higher in NIH PD patients (+103.2%, p=0.09 and +28.1%, p=0.12).
To increase statistical power, the two cohorts were pooled (n = 42 PD, n = 53 control).
Nevertheless, as the data vaniance was mostly affected by sample onigin, 1.e Italian or NIH,
independantly of the case (PD or control), we performed a two-way ANOVA with 1) the origin
of the cohort and 11) the case (control or PD) as factors to extract PD information only. Figure 7
presents the metabolites significant for the case factor only, without interaction between the
cohort origin and the case. The increase of BHB and acetoacetate observed in each cohort
became significant when pooled. Betaine was significantly decreased in the serum of PD
patients, as in the alpha synuclein and MPTP models. Moreover, valine significantly decreased
as observed in the 6-OHDA rat model. Finally, a trend towards a decrease of leucine was noted.
Moreover, the analysis of a subset of serum samples from other de novo PD patients treated with
Pra 0.5-4.5 mg/day (n=9) revealed a tendency towards normalization of BHB and betaine levels

compared to non-treated PD patients, as observed in 6-OHDA rats (Figure S4).
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Serum metabolites as putative composite biomarker for early diagnosis of PD
We next assessed the diagnostic value of the metabolites found to disciminate prodromal-like
animals from sham, or control from de novo PD patients. We developed multiple logistic
regression models based on the metabolites significantly modified in at least three of the four
groups studied (6-OHDA, Alpha synuclein,. MPTP, and human), 1.e. acetoacetate, betaine,
creatine, BHB, pyruvate and valine. We tested each metabolite individually and all possible
combinations thereof, and pooled prodromal-like animals from the 6-OHDA and alpha
synuclein models.
The best regression model, as evaluated by the receiver operating charactenistic (ROC) curves,
retained all six metabolites, using a regression based on the following predictive algonithm (p
=1.107x10°5):

logit(P) = log(P/(1 — P))

=-54.72 + 049 BHF + 0.39 Pyruvate— 042 Valine

+ 0.06 Acetoacetate + 0. 52 Creatine- 0.10 Betaine
The ROC curve had an area under the curve (AUC) of 0.936. By applying the optimal threshold
of 0.618 (sensitivity 0.853, specificity 0.880, Figure 8A), we found an accuracy of 92.5%,
indicating that 37 of the 40 animals included in the validation cohort (clinical-like rats and all
primates), were accurately predicted.
Concerning human samples, we used the NIH cohort to train the model since 1) this 1s the largest
cohort and 11) 1t includes only recently diagnosed patients (de novo patients diagnosed < 1 year),
in contrast to the Italian cohort which includes patients with PD duration < 3 years, defined
from symptom onset to diagnosis. Again, like with animal data, the best regression model
retained all six metabolites and was based on the following predictive algorithm (p: 1.95x10%):

logit(P) = log(P/(1 — P))

=—42.78 + 0.16 BHB — 3.31 Pyruvate - 12.01 Valine
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+ 7.06 Acetoacetate + 3.14 Creatine - 7.79 Betaine

The subsequent ROC curve had an AUC of 0.87. The optimum threshold was 0.279, and
corresponding sensitivity and specificity were respectively 0.952 and 0.714 (Figure 8B, red
curve). Using this classifier, the subjects of Italian cohort were predicted with 82.6% of
accuracy, with 17.4% of false negatives. Consistently, the ROC curve built with the same
classifier and Italian cohort had an AUC of 0.83 (See Figure 8B, blue curve). To perform a first
prospective-like validation, samples from a second set of de novo PD patients from Italy (n =
36), obtained after all the above-described analyses, were submuitted to the same NMR-based
metabolomics workflow and 84.6% of them were well classified as PD.

Fmally, a multiple logistic regression was performed using serum data from all PD animals
(prodromal-like and clinical-like) from all models using the same six metabolites and was
evaluated with the subsequent ROC curve presenting an AUC of 0.954 (Figure S5) and an
accuracy of 88,9%.

Altogether, the accuracy of the composite biomarker developed from the same six serum

metabolites was at least 82.6% whatever the species.

Discussion

Late and inaccurate diagnosis of PD(3, 27) occurs if patient management and therapies are too
restricted. Therapies remamn only symptomatic and become ineffective after several years.
Although many molecules have been tested, there are still no agents or neuroprotective therapies
to efficiently slow down, stop or reverse neurodegeneration in PD patients, despite promising
theoretical or preclinical evidence, partly because applied too late(28—30). Thus, finding easily

measurable and highly predictive biomarkers of the prodromal phase of the disease appears as
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a milestone for the acceleration of curative therapeutic development and improvement of patient

care.

In the present study, using NMR-based metabolomic approaches, we observed alterations of
the metabolome in serum and tissue of different animal models mimicking the different stages
of PD, including the prodromal phase. NMR provides highly reproducible results and requires
minimal sample preparation, which 1s well compatible with multi-centric studies and clinical
routines. Concerning tissue samples, despite the absence of some metabolites like pyruvate and
citrate, mainly due to post-mortem effects (31), we were able to confirm dysregulation observed
in serum, demonstrating that blood could reflect central dysfunction(32), at least partially. In
addition, the present multi-model approach overcame the intrinsic limitations of each animal
model and increased the incomplete predictive value of each model alone, revealing a
charactenistic set of dysregulated metabolites as a potential biomarker. Finally, we extended the
study to human serum samples from two biobanks to validate the clinical relevance of our

biomarker of PD.

We have demonstrated that the profiles of 6 metabolites, acetoacetate, betaine, BHB, creatine,
pyruvate, valine, combined together, could constitute an accurate PD composite biomarker, for
anmimal models and for human samples. The use of this biomarker allowed us to well
discriminate NIH de novo PD patients from healthy controls (AUC = 0.88) and Italian de novo
PD patients from healthy controls (first cohort) to a slightly lesser degree however (AUC =
0.83). The divergent pre-analytical procedure applied for serum sampling in the two cohorts,
(1.e. tubes used, sample processing...) may represent a major source of experimental vanability
which could explain this difference(33, 34). Moreover, it should be noted that the human
samples were collected under a very strict and standardized experimental protocol but which

was not metabolomics-designed. This reflects the power of metabolomics and the robustness
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of our results, and supports the view that serum biomarkers, easter to use and less invasive than
imaging methods, present a similar efficiency(35). Moreover, additional de nove PD patients
(Second Italian cohort), analyzed one year later, were well classified for 84.6 % of them, which
clearly demonstrates the robustness of NMR-based metabolomics and provides an initial
prospective-like validation of the composite biomarker.

Interestingly, the dysregulation of three among the six metabolites composing the biomarker,
1.e. betaine, BHB. and pyruvate, were partially corrected by chronic treatment with Pra in
prodromal-like 6-OHDA rats, as well as their motivational deficits. This partial
pharmacological reversion was also observed 1n a subset of de novo patients for betaine and
BHB. Pra classically used in PD patients to improve symptoms and as dopaminergic agonist,
could result in changes in dopaminergic transmission, the alteration of which representing a
major hallmark of the PD pathophysiology. Therefore, this partial pharmacological reversion
observed both in animals and in de novo patients, remnforces the specificity of our biomarker
regarding changes in dopaminergic transmission, relevantly to PD pathophysiology, and
demonstrates the power of metabolomics for identifying robust biomarkers, potentially
monitoring therapeutic outcomes, in a less mvasive and more convenient way than the current
methods such as the DAT scan(36).

The metabolic dysregulations reported in the present study could provide some clues to the
mechanisms impacted during PD progression. In the 6-OHDA model, the gradation of
metabolic profiles was clearly associated with the evolution of the PDP score even from very
early on. In particular, glycolytic (e.g. pyruvate) and associated metabolites (e.g. lactate) were
increased. Interestingly, these increases were also observed in the alpha synuclein and primate
models, except for lactate in alpha-synuclein rats (Figure 9). Importantly, lactate increase was
also observed in DS and Nacc and may reflect upregulation of the activity of the astrocyte-

neuron lactate shuttle(37), known to play a major role in central nervous system homeostasis
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and energy metabolism(39.40), especially in energy production. Noteworthy, alanine,
mtnnsically linked to this shuttle(40), was also increased imn sera and tissues of 6-OHDA
amimals.

Serine and glycine, possibly deriving from the first steps of glycolysis(41), were increased in
the two rat models studied. They have been described to influence mitochondrial dynamics and
homeostasis(42), and are furthermore co-agonists of NMDA receptors(43). Their increase may
support glutamatergic hyperactivity, often fundamental to neurodegeneration(44, 45). Betaine
and creatine, that can denive from glycine(46, 47), were also dysregulated but in opposite ways,
1.e. betaine was decreased in all animal models, whereas creatine was increased in alpha
synuclein and primate models. Both may attenuate and protect against oxidative stress(48-51)
that represents the pnimary cause of neuronal death in PD. In the literature, previous
metabolomics studies have reported modifications of glycolysis in brain and blood samples of
PD animal models(52-54). Dysregulated glycolysis has also been described in animal models
expressing neuropsychiatric symptoms similar to those found in the early stages of PD, such as
depression or anxiety(55, 56). Together, these observations place glycolysis as a central
actor(56, 57) of dysregulations occurring durning PD processes, and possibly at the first stages
of the disease. Surpnisingly, in our study the increase of these glycolytic or glycolytic-linked
metabolites (pyruvate, alanine, lactate, glycine, serine) was not associated with a rise in citrate,
the first metabolite of Krebs cycle (TCA) (other metabolites of TCA cycle were not observable
with the method used). These observations could suggest decoupling of glycolysis from the
TCA cycle, leading to an accumulation of glycolytic metabolites. This 1s 1 agreement with the
increase of ketone bodies (BHB, acetoacetate) in all animal models, which could be used as an
altemative fuel to maintain TCA cycle functioning (Figure 9). Ketone bodies could increase
mitochondnial ATP production, and support antioxidant defenses(58). Of note, MPTP and 6-

OHDA used in animal models are known to exert their cytotoxic activities by depleting
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mitochondnial ATP n the brain (59). As such. an increase 1n ATP production in PD mice could
protect them from developing motor symptoms(60). Previous studies describing an increase of
ketone bodies in blood of PD patients(61) have suggested their possible neuroprotective
impact(58, 62, 63). Interestingly, high levels of ketone bodies have been associated with an
mnhibition of the pyruvate dehydrogenase complex (PDHC)(64), an enzymatic complex located
1n mitochondria and responsible for the transformation of pyruvate to acetyl-CoA, a crucial step
between glycolysis and the TCA cycle. Such mhibition could explain the accumulation of
pyruvate and associated metabolites observed in the present study i animal models(65, 66). In
human blood however, a non-significant decrease of pyruvate level was observed, which could
account for the negative coefficient found in the regression for pyruvate. This discrepancy,
between animal models and humans, may have different onigins, either experimental or
metabolic. For instance, metabolic alterations in the blood could only partially reflect, and with
some difference between animal models and humans, the metabolic alterations occurring in the
brain regions affected in PD. Further investigations on brain tissues will be of high interest to
determine exactly how it may be implicated in the pathophysiology of PD. However, the
downregulation of PDHC gene expression observed in plasma of PD patients(67), as well as a
decrease in PDH level in the putamen and SNc(68) are consistent with pyruvate levels alteration
and with our work. In addition, it has been shown that the mitochondnial pyruvate carmer, an
mntegral part of the shift from glycolysis to TCA cycle by allowing the transport of pyruvate
mnto the mitochondna, could play an important role in neuronal death and thus represent a
possible target to attenuate neurodegeneration(69-71). These two intermediaries between
glycolysis and the TCA cycle may represent central players in the pathophysiological
mechanisms underlying PD and need further investigation.

In summary, our study reports common serum metabolic alterations in three animal models

mimicking PD, despite coming from different cohorts and species, as early as the prodromal-
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like phase. Consequently, this common signature 1s likely to reflect specific alterations linked
to PD physiopathology. This provides some clues about the mechanisms involved during PD
progression, which now need to be more deeply investigated. In particular, preclinical models
displaying a slowly progressive pathology such as the intrastriatal injection of preformed fibnls
of a-syn(72) could be useful to further study the progression of metabolic alterations upon
mitiation of a-syn seeding and to identify underlying mechanisms. Besides providing clues for
deeper investigation of metabolic alterations m animal models, we also found metabolic
dysregulations in sera of de novo PD patients (1.e. clinical phase) coming from two biobanks,
not specifically designed for metabolomics. Logistic regression, using the same metabolites as
those used for animals, enabled very adequate discrimination between control and PD patients
in those two cohorts from different geographic ongins. A more extended study is now
necessary, in particular with prodromal patients.

Furthermore, although our study was performed i PD animal models and PD patients, strongly
supporting the specificity of our biomarker for this pathology compared to healthy subjects, we
cannot completely exclude that the biomarker may reflect metabolic dysfunctions commonly
encountered 1n neurodegenerative diseases, or even more in neurodegenerative disorders with
parkinsonian symptoms such as multiple system atrophy or progressive supranuclear palsy,
sometimes mistaken for PD. Thus, with the perspective of clinical application, it would appear
necessary to test the ability of our biomarker to discriminate these disorders from PD and thus
demonstrate its specificity and potential for the differential diagnosis of parkinsonian
syndromes.

Finally, the vaniations observed in the three animal models suggest possible modification in
energy metabolism, especially from glycolysis to the TCA cycle. Even if this hypothesis needs
additional evidence, we suggest that this alteration may be a crucial point that could be targeted

to develop curative PD care.

19

227



10

11

12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Altogether, our multi-model and translational study demonstrates the usefulness and
reproducibility of untargeted metabolomics as a non-invasive approach to search for biomarkers
of PD in animal models. The approach seems particularly promising for use in PD patients as
serum 1s easily accessible and the biomarker may be relevant even at early stages of the disease

when other methods fail.

Material and methods

See Supplementary Matenial for details regarding surgery, behavioral test, immunochemistry

processing and quantification, and NMR experiments.

Flow chart:
Figure 1 1llustrates a flow chart of the whole protocol for the animal models. The rats of the

first cohort (Figure 1A) were tramned for 2 weeks for self-administration until they reached
stable performances and were submitted to a stepping test before receiving bilateral
intracerebral mjection of 6-OHDA (n = 29) or NaCl (n = 22) in the SNc. After recovery and
stabilization of the lesion (around 3 weeks), self-administration was resumed for one week, and
the stepping test was repeated to monitor the evolution of performances, before submitting each
group (6-OHDA and NaCl) to 2 weeks of daily injections of Pra 0.2 mg/kg (6-OHDA Pran =
15; NaCl Pra n = 11) or NaCl 0.09% (6-OHDA NaCl n = 14; NaCl NaCl n = 11). Self-
administration was continued throughout Pra treatment and the stepping test was performed for
the last time at the end. Serum samples were collected after surgery, after stabilization of self-
administration performances and at the end of Pra treatment. Brains were collected at the end
of the behavioral procedure, snap-frozen in liquid mtrogen and kept at -80°C before being
processed for histology and 1H HRMAS NMR experiments.
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The second cohort of rats (Figure 1B) recetved intracerebral infusion of AAV-hA53Tao-syn (n
=12) or AAV-GFP (n = 12) in the SNc. Serum samples were taken longitudinally during the
study, before and 3 and 10 weeks after AAV infusion.

Monkeys (n = 8) recerved intramuscular MPTP injections (0.3 to 0.5 mg/kg) every 4 to 5 days
over 3 weeks(79). Repeated administration of low MPTP doses was used to mimic a moderate
stage, with slow development of the disease and triggening a moderate dopaminergic lesion.
Serum samples were collected at the start of the experiment and after the monkeys had reached
a stable parkinsonian state (Figure 1C).

All serum samples were analyzed by 1H NMR at 950 MHz and brain samples were submitted

to 1H HRMAS NMR at 500 MHz.

e Animals

Rats: Experiments were performed on adult male Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Genest-
Saint-Isle, France), weighing approximately 300 g (7 weeks old) at the beginning of the
experiment. They were housed under standard laboratory and ethical conditions with reversed
light-dark cycle (12 h/light/dark cycle, with lights ON at 7 p.m.) and with food and water
available ad libitum.

Monkey: Expeniments were performed on adult male Macaca fascicularis provided by
Tamanmnier Ltee, Maurtius Island, weighing between 5 and 8 kg, aged between 3 and 5 years

and housed under standard conditions (12 h/light/dark cycle; 23°C; 50% humidity).

* Surgery
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6-OHDA bilateral injection: As previously described(19, 22), bilateral injection of 2.3 pl 6-

OHDA (3 mg/ml) or NaCl 0.9% (sham) were performed in the SNc (Anteroposterionity (AP =
-5.4 mm / lateral (L) = +/- 1.8 mm / dorsoventral (V) =-8.1 mm).

Alpha synuclein bilateral injection: As previously described(20), bilateral injections of AAV-

hA53Ta-syn (1ul-7.0x10"? vg/ml) or AAV-GFP (7.0 x10" vg/ml, sham animals) were

performed in the SNc (AP =-5.1 mm and -5.6 mm /L =+/- 2.2 mm /V = 8 mm from bregma)
» Behavioral assessment

6-OHDA rats: Rats were submitted to 2 behavioral tests, 3 weeks after surgery, when the 6-

OHDA lesion should be stabilized(73).

Operant self-administration (motivational component): Rats were trained to self-administer a

2.5% sucrose solution in operating chambers (Med Associates, St Albans, VT, USA) containing
an active, reinforced lever, in which a press results in the delivery of 0.2 ml of sucrose solution
associated with a light stimulus, and an mactive lever, unreinforced, for which a press causes
neither delivery of sucrose nor light stimulus.

Stepping test (motor component): Amimals, maintained by the posterior third of their body, were
moved over a length of 90 cm by a rectilinear and regular movement from left to night and
inversely, along a table with a smooth surface. The number of forelimb adjustments during
displacement was counted(19).

MPTP monkeys: The severity of parkinsonian state was evaluated using a rating scale taking
into account classical motor symptoms (bradykinesia, ngidity, tremor, freezing, posture and
arm posture), spontaneous activities (arm movements, spontaneous eye movements, and home

cage activity) and other activities (vocalization, triggered eye movements, and feeding) (74) .

eHistology: TH-immunostaining and quantification of denervation in 6-

OHDA and alpha-synuclein rats, and human a-synuclein expression in alpha-synuclein rats
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Brain sampling: Rats were sacrificed by decapitation 1 day after the last session of sucrose self-
administration and 1 hour after the last Pra or placebo injection (1.e.. 6 weeks after 6-OHDA
infusion or saline). Brains were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C.
They were then processed at -20 °C for both immunostaining and HRMAS NMR to further
match metabolomics and immunostaining-based lesions. For HRMAS NMR, thick sections of
DS and Nacc tissue were pooled into disposable inserts and kept at -80°C until NMR analysis.
For immunostaining, 14 um coronal sections of striatal levels of interest(19) were sampled and
stored at -20 °C. TH-immunostaining and quantification of denervation were then carnied out
as previously described and detailed in supporting information (20, 23).

Human o-synuclein expression levels were revealed in the striatum by immunohistochemistry

(see supplemental information for protocol details).

e PD progression score in 6-OHDA model

In order to assign each 6-OHDA rat to a group mimicking a disease-stage, as in clinics, we
developed a score, referred to as the “PDP score™, which combined 3 critenia: 1) evaluation of
neuropsychiatric symptoms (1.e. apathetic like behavior), 2) evaluation of motor symptoms (1.e.
fine motor deficit), both used in clinics, and 3) level of dopaminergic denervation in DS, only
available post-mortem in patients. Each criterion ranked from O to 4 in integer values, as
illustrated in Figure 2A. They were summed to produce the individual PDP score, ranging
therefore from 0 to 12.

For the evaluation of behavioral deficits in the self-administration and stepping tests (criteria 1
and 2, respectively), we compared the performances of each animal before and after surgery. A

value of 0 for each of these two criteria corresponds to an absence of deficit, or to a deficit
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lower than 30%, 1.e. the normal daily variability in the tests used. The following subcategories
were set as: 1 = small deficit (30-50%); 2 = medium symptoms (50-70%): 3 = strong symptoms
(70-90%): 4 = large or total deficit (> 90%).
Constdening that motor symptoms appear after 70% of striatal dopaminergic neurons loss in PD
patients, the value for dopaminergic denervation in the DS (criterion 3) was used as the limit
between the prodromal-like and the clinical-like stages.
Regarding the PDP score obtained by addition of the values of the 3 criteria, 6-OHDA rats were
classified as: 1) asymptomatic with weak lesions but no behavioral symptom (1 < PDP score <
2), 2) prodromal-like 1.e. presenting only neuropsychiatric disorders and limited DS lesion (3 <
PDP score < 7) and 3), clinical-like 1.e. presenting neuropsychiatric disorders, motor symptoms
and widespread DS lesion (8 < PDP score <12). All shams scored 0, in spite of daily vanability
as for PD-like animals (see above).
Constdenng the low number of asymptomatic animals and the fact that they do not present any
clinical relevance, they were excluded from the study.

e Human cohorts
Blood samples were obtained from de novo PD patients and matched-control subjects from the
Parkinson’s Disease Biomarkers Program (PDBP) Consortium, supported by the National
Institute of Neurological Disorders and Stroke at the National Institutes of Health (NIH-USA)
and from Santa Lucia Fondation (Rome, Italy) cohorts.
Inclusion criteria for NIH patients included recent diagnosis (de novo diagnosed < 1 year) of
PD according to the criteria of the Movement Disorders Society (MDS). For the Italian cohort,
patients reporting symptoms < 3 years, according to MDS were included (de novo patients< 3
years). Thus, in all cohorts, patients had not received any anti-parkinsonian treatment at time
of inclusion and sampling, presented no dementia or active psychiatric disorders nor any other

medical condition that could compromuse the study. Inclusion critenia for controls were absence
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of neurological diseases, no family history of movement disorders, and no specific medical

conditions.

The cohort from NIH included 19 de novo PD patients without antiparkinsonian treatment, and
30 age- and sex-matched controls. The Santa Lucia cohort (First Italian cohort) included 21 de
novo PD patients and 23 age- and sex-matched controls. A second set of 36 de novo PD patients
from Santa Lucia was provided later to evaluate, 1n a prospective-like approach, the robustness
of our method. All clinical and demographic information collected are summarized in
supplemental Table 1 (NIH and first Italian cohorts) and in supplemental Table 3 (Second
Italian cohort).

Moreover, 9 additional PD patients treated with Pra were also submitted to NMR analysis but

not used for statistical modelling.

e NMR expeniments

'H HRMAS NMR of 6-OHDA rat brain samples

Data acquisition: All HRMAS NMR spectra were acquired, as previously described(75), on a
Bruker (Billerica, USA) Advance III spectrometer (IRMaGe, CEA Grenoble, France) at 500
MHz. 1D spectra were acquired using a Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence
on spinning samples at 4 KHz and at T = 4°C.

Data processing: Quantification was performed with jMRUI software using quantitation based
on a quantum estimation (QUEST) procedure(76). This procedure requires the use of a
metabolite database and a complete assignment of spectra. Nineteen metabolites were assigned
and quantified (see figure 4A): acetate, alanine, ascorbate, choline, y-aminobutyrate (GABA),
glutamate, glutamine, glycine, glycerophosphocholine, glutathion, lactate, myo-inositol, N-

acetylaspartate, phosphocholine, phosphocreatine and creatine, phosphoethanolamine, scyllo-
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mnositol, and taurine. The amplitude of metabolite calculated by QUEST was normalized to the
total spectrum signal. CRLB were calculated for each metabolite as estimates of the standard

deviation of the fit.

"H NMR of serum

Serum sampling: For rats, blood was collected under gas anesthesia with 1soflurane (2%) from
the caudal vein after 2 hours of fasting, and was stored in ice before being rapidly centrifuged
at 1600g for 15 min at 4° C. The supematant serum was removed and stored at -80°C until the
day of NMR. The time before freezing never exceeded 30 min(77).

For monkeys, blood was collected under anaesthesia (atropine 0.05 mg/kg 1.m. followed by
zoletil 15 mg/kg 1.m.) from the saphenous vein after a 12-hour fast and submitted to the same
protocol as rat blood.

For humans, blood was collected preferably after 8 hours of fasting, or, if fasting was not
feasible, after at least 8 hours on a low-fat diet, stored at room temperature for 15 to 60 min
before being centrifuged between 1200 and 1500 g at 4°C dunng 10 to 15 min. The supernatant
serum was then removed and stored at -80 °C.

The day of NMR experiments, samples were slowly thawed on ice, then quickly centrifuged to
eliminate possible cryoprecipitates. NMR tubes were filled with 60 pl serum sample and 120
ul phosphate buffer saline (PBS) 0.1 M in D20 (50% of D20, pH = 7.4), and stored at 4 °C until
NMR acquisition.

Data acquisition: All animal and human serum samples were submitted to the same NMR

protocol. 'H NMR experiments were performed on a Bruker Advance IIl NMR spectrometer at
950 MHz (IBS, Grenoble, France) using a cryo-probe with a 3 mm tube holder. One-dimension

spectra were systematically recorded using a CPMG pulse sequence.
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Data processing: The free induction decays were Fourier transformed and manually phased

with the Bruker software Topspin version 3.6.2. Then, further pre-processing steps (baseline
correction, alignment, bucketing) were performed using NMRProcFlow v1.2 online
(http://nmrprocflow.org). The spectra were segmented in 0.001 ppm buckets between 0 and 10
ppm, with exclusion of residual water peaks, macromolecule signals and other regions
corresponding to pollution (5.0-4.7; 5.38; 2.2-2.0; 1.4-1.25; 1.15-1; 0.9-0.5). Each bucket was

normalized to the total sum of buckets.

e Statistical analysis

Mudtivariate analysis: Data from liquid or HRMAS NMR were imported into SIMCA v.14

(Malmo, Sweden) for multivanate statistics. An unsupervised Pnincipal Components Analysis
(PCA) was first used for global visualization of the distribution of all samples, followed by an
OPLS to find disciminatory metabolites associated with a specific stage of the disease. For this
latter, either a continuous (1.e. PDP score), or a discrete variable (1.e. disease-stage groups) was
used to label each sample, leading in the case of discrete variable to OPLS-DA (discriminant
analysis). Scores were plotted 1n 2D vs the two first components of the OPLS models while
loadings were plotted mn 1D to mumic an NMR spectrum but with positive/negative peaks
indicating respectively up /down regulated metabolites. Furthermore, in this “statistical
spectrum”, each NMR vanable was color-coded according to their correlation with group
belonging. Metabolites with correlation = 0.5 were considered the most disciminant and were
submitted to further univanate analysis.

The metabolites showing significant modification in at least three of the four PD
models/species studied were submitted to multiple logistic regression using R software (version

3.6.1 — R core team). Logistic regression were presented using generic equation of the form:
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log(P/(1 — P)) = Bo+ B: =x, where x represents metabolite relative amplitude and Bo and B
are the parameters associated with the intercept and the degree of change in metabolite,
respectively. For animals, the regressions, including cross validation, were conducted with
prodromal-like animals (6-OHDA and alpha synuclein prodromal-like rats) and corresponding
shams, while clinical-like animals were used for external validation (6-OHDA and alpha
synuclein clinical-like rats, and all primates). The same type of analyses was conducted using
the NIH cohort (de novo patients and comresponding controls). The Italian data were used for
external validation. For both animals and humans, all combinations of the 6 selected metabolites
were tested, and subsequent ROC curves were generated for each of them to assess the quality
of the fit using AUC and optimal threshold which maximizes sensitivity and specificity. The
accuracy 1.e. number of correctly predicted (true positive and true negative) divided by total

sample, was calculated.

Univariate analysis:

All univanate analyses were performed using Graphpad Prism 8 software (San Diego—USA).
All results were expressed as mean values = standard error of mean (SEM) with a threshold for
significance fixed at 0.05.

6-OHDA models: For self-administration and stepping tests, Pra effect univanate analysis was
performed by applying repeated measure (RM) one-way ANOVA followed by a Sidak post hoc
test.

For histological and metabolomic data, one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test with
correction for multiple comparisons were performed.

Alpha synuclein models: For the longitudinal alpha synuclein study, some values were missing

due to artefacts during NMR measurement. Data were therefore analyzed by fitting a mixed
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model proposed using a compound symmetry covariance matnx, and were fitted using
Restricted Maximum Likelihood (REML). This model was followed by a post hoc Tukey test.
MPTP monkeys: Considering the low number of animals, the non-parametric Mann—Whitney
test was used.
Humans: Data were log-transformed given the non-Gaussian distribution of metabolite levels.
First, t-tests were performed individually in the two different cohorts. Then we applied two-
way ANOVA with 1) onigin of the cohort and 11) group (control or PD) as factors followed by
the post hoc Sidak test.

e Study approval
Protocols complied with the European Union 2010 Amimal Welfare Act and the French
directive were approved by the French national ethics committee.
For human samples, all donors gave wntten informed consent.

For details concerning study approval in animals and humans, see supplemental information.
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Figure 1: Flowchart of experimental procedures applied to different PD animal models.
(A-C) All serum samples were collected after fasting and following the same protocol. They
were analyzed by 'H-NMR at 950 MHz. Brain samples of 6-OHDA rats were used for histology

and metabolomic analysis performed by '"H HRMAS NMR at 500 MHz.
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Figure 2: Striatal dopaminergic denervation induced by bilateral 6-OHDA lesion of the
SNc leads to apathetic like behavior and fine motor dysfunctions.

(A)A PDP total score, as the sum of histological and behavioral components is assigned to
each animal. from 0 (sham animal) to 3-7 (prodromal-like animal). or 8-12 (clinical-like
animal).

(B) Examples of TH-stamed coronal sections of sham and 6-OHDA rat brains at three

striatal levels with respect to bregma, and corresponding diagrams selected from the
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atlas of Paxinos and Watson(78). with areas used for quantification of dopaminergic
denervation . Scale bar represents 2mm.

(C) Quantification of TH-IR staining loss at the striatal levels shown in (B), expressed as a
percentage of the mean value obtained for sham-operated animals (n=22). We observed
a large decrease of TH-positive neurons in DS and a lighter decrease in Nacc of
prodromal (n = 14) and clinical-like (n = 15) rats.

(D)6-OHDA SNc lesion induced an abrupt instrumental deficit in an operant sucrose self-
administration procedure. Results are expressed as the mean number of sucrose
deliveries per session. Sham-operated rats (n = 22), prodromal-like rats (n = 14),
clinical-like rats (n = 15)

(E) 6-OHDA SNc lesion reduced the number of adjusting steps in a stepping procedure only
in clinical-like animals. Results are expressed as the mean number of forelimb
adjustments for two trials before (left bar) and after (right bar) 6-OHDA (prodromal-
like (n = 14) and clinical-like (n = 15) amimals) or saline (sham) injection (n=22).

Data are presented as means = SEM and tested by 1-way ANOVA or RM-ANOVA followed
by post-hoc test of Tukey or Sidak. ***: p <0.001 compared to sham; ##: p < 0.01 clinical-like

compared to prodromal-like; $$$: p <0.001 before surgery compared to after surgery.
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Figure 3: Serum metabolic profile of 6-OHDA rats evolves with PD progression.

(A)Example of 'HNMR spectrum at 950 MHz (50.5-4.7 ppm and 66-8.5 ppm) using

CPMG pulse sequence. Assignment: l-isoleucine; 2-leucine; 3-valine; 4-BHB; 5-

lactate; 6-alanine; 7-arginine; 8-lysine; 9-acetate; 10-glutamine; 11-methionine; 12-
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acetone; 13-acetoacetate; 14-glutamate; 15-pyruvate; 16-citrate; 17-asparagine; 18-
creatine; 19-phosphocreatine; 20-DMSO2; 21-choline ; 22-phosphocholine; 23-
glucose; 24-betaine; 25-myo-mnositol; 26-glycine; 27-glycerol; 28-threonine; 29-
glycerophosphocholine; 30-serine; 31-ascorbate; 32-glycerate; 33-proline; 34-
deoxycytidine triphosphate; 35-tyrosine; 36-histidine; 37-phenylalanine; 38-formate.
Macromolecules are not specified (see supplemental Table2).

(B-C) OPLS model built with "HNMR spectra of serum samples from 6-OHDA (n =

29) and sham (n = 22) rats, and their PDP scores: the “6-OHDA serum OPLS model”.

R2Y =0.926; Q*>=0.604: 1 predictive and 3 orthogonal components; CV-ANOVA p-

value =347 x107.

(B) Score plot vs the first predictive and first orthogonal components. A clear gradation

of color 1s observed from left to night, showing that metabolic profiles evolve with PD

progression.

(C) Loadings plotted in 1 dimension with NMR vanables color coded for their
correlation with PD score from green (low correlation) to red (high correlation). Positive
peaks indicate up-regulated metabolites along with increasing PDP score, while negative
peaks indicate down-regulated metabolites along with PDP score evolution.

(D) Relative amplitude of the metabolites most involved in metabolic gradation in 6-OHDA
animals, 1.e. alanine, betaine, BHB, DMSO?2, glycine, lactate, pyruvate, serine, threonine,
valine, in sham (n = 22), prodromal-like (n = 14) and clinical-like (n = 15) animals.

Mean + SEM, one-way ANOVA followed by post hoc test of Tukey and correction for
multiple comparnisons. *: p <0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001

a.u: arbitrary units
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Figure 4: Brain metabolic profile of 6-OHDA rats is gradually modified during PD
progression, consistently with serum results
(A)Example of 'H HRMAS NMR spectra of 6-OHDA rats bramn (DS) at 500 MHz.
Assignment 1-lactate; 2-alanine; 3-GABA: 4-Acetate; 5-N-acetylaspartate; 6-
glutamate; 7-glutamine; 8-aspartate; 9-gluthation; 10- phosphocreatine and creatine; 11-
choline; 12-phosphoethanolamine: 13-phosphocholine; 14- glycerophosphocholine; 15

myo-inositol; 16-taurine ; 17-scyllo-inositol; 18-glycine; 19-ascorbate.
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(B) Score plot of the OPLS model built with 'H HRMAS NMR spectra of DS vs the first
predictive and the first orthogonal components (the “6-OHDA DS OPLS model™).
There 1s clear color gradation from left to nght, showing that metabolic profiles evolve
with PD progression, R2Y = 0.883; Q = 0.703, 1 predictive and 3 orthogonal
components, CV ANOVA p-value = 0.0003

(C) Relative amplitude of metabolites in DS in sham (n = 15), prodromal-like (n = 10) and
clinical-like (n = 9) 6-OHDA animals for the 5 key metabolites implicated 1 metabolic
gradation observed in the OPLS, 1.e. alanine, glutamate, lactate, phosphocreatine and
creatine (PCR) and taurnne.

(D) Score plot of the OPLS models built with 'H HRMAS NMR spectra, of Nacc vs the first
predictive and the first orthogonal components (the “6-OHDA Nacc OPLS model™).
The color gradation from left to nght show the evolution of metabolic profiles with PD
progression, R2Y = 0.690; Q2 = 0.523, 1 predictive and 1 orthogonal component, CV
ANOVA p-value = 0.0005.

(E) Relative amplitude of metabolites in Nacc in sham (n = 14), prodromal-like (n = 10)
and clinical-like (n = 7) 6-OHDA animals for the 4 key metabolites implicated in
metabolic gradation observed in the OPLS, ie. alanmne, choline, lactate, and
phosphocholine (PC).

Mean = SEM. one-way ANOVA followed by post-hoc test of Tukey and correction for

multiple comparisons *: p < 0.05.
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Figure 5: Impact of chronic treatment with a dopaminergic agonist (Pra) on behavioral

and metabolic dysregulations of 6-OHDA rats.

(A) Self-administration performances. Mean number of sucrose deliveries per session post-

surgery or post chronic administration of Vehicle or Pramipexole (last 3 days). Pra

treatment (n=6) induces a total reversion of the lesion effect on the number of sucrose

deliveries 1n prodromal-like compared to Veh (n = 8). In clinical-like animals. Pra

treatment (n = 7) mnduces a moderate icrease in the number of sucrose deliveries

compared to Veh (n = 7), without reaching the performance of sham animals (n = 12).
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(B) Serum metabolic dysregulations. Percentage of variation of serum metabolites between

control and prodromal-like animals (n = 14; empty bar) and between prodromal-like
animals treated with Veh or Pra (n = 6; hatched bar). Alanine, betamne, BHB and
pyruvate vary in the opposite direction compared to the lesion effect.

(C-D) Brain metabolic dysregulations. Percentage of vanation of bramn tissue
metabolites normalized to sham treated with Veh in DS and in Nacc.

Note in prodromal-like(C) and clinical-like animals (D) respectively the reversion of
metabolic dysregulation induced by pramipexole (n =9 for DS and n = 10 for Nacc for
both groups: hatched bar) compared to Veh (n = 10 for each structure in prodromal-like
animal; n =9 for DS and n = 7 for Nacc in clinical-like animal; full bar)

Mean + SEM, one-way ANOVA followed by post-hoc test of Tukey. *: p <0.05**: p
< 0.01; ***: p < 0.001; # p < 0.05, prodromal-like or clinical-like Pra compared to

prodromal-like or clinical-like Veh
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Figure 6: Alternative PD models from different animal species show similar metabolic
dysregulations in serum

(A)Score plot of the OPLS-DA model built with THNMR spectra of serum samples from

alpha synuclein rats vs first predictive and first orthogonal components (the “alpha-

synuclein OPLS model™). 3 groups are clearly discriminated mimicking 3 different

stages of PD (sham n= 12, prodomal-like n= 11 clinical-like n=11). R2Y = 0.929; Q2
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=0.518; 1 predictive and 3 orthogonal components; CV ANOVA p-value = 0.008.

(B) Relative amplitude of most discriminating metabolites in the “alpha-synuclein OPLS
model”, 1e. acetoacetate, betaine, BHB, creatine, glycine, myo-inositol (myo),
pyruvate, serine in sham (n = 12), prodromal-like (n = 11) and clinical-like (n = 11)
animals.

(C) Score plot of the OPLS-DA model built with THNMR spectra of serum samples from
non-human MPTP primates vs first predictive and first orthogonal components (the
“MPTP OPLS-DA model™). Sham (n = 6) and clinical-like (n = 8) animals are clearly
disciminated. R2Y = 0.998; Q*=0.963; 1 predictive and 1 orthogonal component; CV
ANOVA p-value = 0.0005.

(D)Relative amplitude of most discriminating metabolites in the “MPTP OPLS-DA model”
1.e. acetoacetate, alanine, betaine, BHB, creatine, lactate, pyruvate and valine in sham
(n=6) and MPTP (n = 8) animals.

Mean + SEM, mixed model followed by post-hoc test of Tukey or Mann-Whitney’s t test

*p<0.05 **:p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 7: Main metabolic changes between PD patients and controls in NIH and Italian
cohorts

For each cohort, a t-test was performed to find significant differences between PD (n = 19 for
NIH and n = 23 for first Italian cohorts) and healthy control subjects (n = 30 for NIH and n =
21 first Italian cohorts), while a two-way ANOVA followed by a Sidak post-hoc test was
performed on both cohorts grouped to highlight pathology effect *: p <0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001
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Figure 8: Logistic regression provided a serum biomarker composed of 6 metabolites:
BHB, acetoacetate, valine, creatine, betaine and pyruvate.

(A)ROC curve with serum samples of prodromal-like (n = 25) and sham (n = 34) animal
models (6-OHDA and alpha synuclein rats) (AUC = 0936, sensitivity: 0.853,
specificity: 0.88).

(B) ROC curve with data of PD patients and matched controls of NIH cohort in red (n =19
and n=30; AUC = 0.88, sensitivity: 0.957, specificity: 0.714) and first Italian cohort in

blue (n =23 and n =21; AUC = 0.83, sensitivity: 0.65, specificity: 0.90).

256



10

Figure 9

o-oM o MFTP
—1 Creatine
o % oo

60H|a WETP
.
i

Py

[l 60et [ asyn [Mrr2
| »o | [+ 1 ><]Glyone <——> 566 gd GBP
L] [
[]oom=ayn[m
|2 |
160K asyn [reeTP) Len |
| o | .‘vq Betaine

S

s [hydroxybutyrate

Figure 9: Schematic representation of altered metabolic pathways in different PD animal
models mimicking different stages of the disease, suggesting possible reprogramming of
pyruvate metabolic pathway.

Degrees of dysregulation were represented by color gradation compared to sham animals

in each model.

* p<0.05; **:p<0.01; ***: p<0.001

Pro: Prodromal-like; Cli: Clinical-like; G6P: Glucose-6-phosphate; OAA: Oxaloacetate;

aKG: alpha ketoglutarate
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