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RESUME

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative multifactorielle caractérisée
par la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta
(SNc) conduisant a 'apparition de symptdémes moteurs. Les projections dopaminergiques de
la SNc sur le striatum constituent la voie nigro-striée dont I'activité au sein des ganglions de la
base est nécessaire pour le contréle du mouvement volontaire. Plusieurs études cliniques et
pré-cliniques suggerent une implication de la vitamine A et de sa signalisation médiée par son
métabolite actif, I'acide rétinoique (AR), dans le développement et le maintien de l'intégrité de
la voie nigro-striée. Cependant au cours du vieillissement, ou en cas d’apport alimentaire
insuffisant, on observe un affaissement de la signalisation des rétinoides pouvant contribuer
a [l'étiologie de la MP. Les traitements actuels de la MP ne préviennent pas la
neurodégénérescence et sont associés a de sérieux effets secondaires a long-terme,
soulignant la nécessité de développer des stratégies alternatives.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette thése, dont l'objectif principal était de mieux
comprendre I'implication de la signalisation des rétinoides dans ’homéostasie fonctionnelle de
la voie nigro-striée a l'age adulte et de déterminer le potentiel effet bénéfique d’'une
supplémentation nutritionnelle en vitamine A pour ralentir la progression de la MP.

Les résultats obtenus dans une premiére étude chez le rat adulte modélisant la MP par une
injection intrastriatale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) révélent un effet bénéfique d'une
supplémentation nutritionnelle en vitamine A sur la fonction striatale et une amélioration des
déficits moteurs induits par la 6-OHDA. Cependant les analyses ne révelent pas d’effet majeur
de l'apport alimentaire en vitamine A sur le systéme dopaminergique. Par ailleurs, I'impact de
la biodisponibilité en vitamine A sur la neuromodulation du striatum a I'dge adulte a été étudié
chez le rat avec des régimes a différentes teneurs en vitamine A (régimes sub-déficient,
suffisant et enrichi). Ainsi, la réalisation d’'une sub-carence en vitamine A initiée a 'dge adulte
a constitué une approche innovante pour modéliser une altération de la signalisation des
rétinoides en s’affranchissant de I'impact développemental de la carence. Les résultats de
cette deuxieme étude révelent 'implication de la signalisation des rétinoides dans le maintien
de l'intégrité du systéme cholinergique et de l'architecture du striatum a I'age adulte. lIs
suggerent également une sensibilité différente du systeme dopaminergique a la vitamine A
entre 'age adulte et la période développementale.

En conclusion, ce travail de thése démontre I'importance de la signalisation des rétinoides
pour maintenir l'activité physiologique du striatum et de la voie nigro-striée a I'dge adulte. Dans
l'optique d’'une médecine personnalisée, une supplémentation nutritionnelle en vitamine A
pourrait contribuer a améliorer la prise en charge des patients et la prévention de le MP.

Mots clés: vitamine A, nutrition, voie nigro-striée, dopamine, maladie Parkinson,
neuromodulation, age adulte
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a multifactorial neurodegenerative disease characterized by the
degeneration of dopaminergic neurons from the substantia nigra pars compacta (SNc) leading
to the development of motor symptoms. Projections of dopaminergic neurons from the SNc to
the striatum constitute the nigro-striatal pathway whose activity in the basal ganglia network is
essential for the control of voluntary movement. Several clinical and preclinical studies suggest
an involvement of vitamin A and it signaling pathway mediated by its active metabolite, retinoic
acid (RA), in the development and maintenance of the integrity of the nigro-striatal pathway.
However, with aging or deficient dietary intake, a collapse of retinoid signaling is observed,
which may contribute to the etiology of PD. Current treatments for PD do not prevent
neurodegeneration and are associated to severe long-term side effects, highlighting the need
to develop alternative therapeutics.

In that context, the general objective of this thesis was to further understand the involvement
of retinoid signaling in the functional homeostasis of the nigro-striatal pathway in adulthood,
and to determine the potential benefit of vitamin A nutritional supplementation to delay the
progression of PD.

Results of a first study in an adult rat model of PD with intrastriatal injection of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) have revealed a beneficial effect of nutritional vitamin A
supplementation on striatal function and an improvement of 6-OHDA-induced motor deficits.
However, analyses did not reveal a strong effect of dietary vitamin A intake on the
dopaminergic system. Furthermore, the impact of vitamin A bioavailability on striatal
neuromodulation in adult rats has been investigated with diets containing different amount of
vitamin A (sub-deficient, sufficient or enriched). Here, vitamin A sub-deficiency initiated in
adulthood constituted an original approach to model alteration of retinoid signaling excluding
developmental effects. Results reveal an involvement of retinoid signaling in the maintenance
of the integrity of cholinergic system and the architecture of the striatum in adulthood.
Additionally, results suggest a differential sensitivity of the dopaminergic system to vitamin A
signaling between adulthood and the developmental period.

In conclusion, this thesis work demonstrates the importance of retinoid signaling to maintain
physiological activity of the striatum and the nigro-striatal pathway in adulthood. As part of
personalized medicine, nutritional supplementation with vitamin A could improve the
management of patients and the prevention of PD.

Key words: vitamin A, nutrition, nigro-striatal pathway, dopamine, Parkinson’s disease,
neuromodulation, adulthood
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Préambule

La présente thése concerne l'implication de la signalisation des rétinoides dans la voie nigro-

striée et les fonctions motrices associées, étudiée dans le contexte de la maladie de Parkinson.

La premiére partie de la these est une introduction générale divisée en 3 chapitres. Le premier
chapitre s’intéresse a la vitamine A et ses dérivés, les rétinoides. Nous détaillerons les
mécanismes permettant son assimilation par l'organisme et la mise en place de sa
signalisation. Nous nous concentrerons ensuite sur son rble au niveau cérébral et les
conséquences d’une altération de sa signalisation. Dans le deuxiéme chapitre de l'introduction
nous étudierons la voie nigro-striée au sein des ganglions de la base et son implication dans
le contrble du mouvement volontaire. Nous nous attarderons particulierement sur les 2
structures clé de la voie nigro-striée, le striatum et la substance noire pars compacta, ainsi que
la signalisation dopaminergique au sein de cette voie. Puis nous décrirons dans une troisiéme
partie la pathophysiologie de la Maladie de Parkinson, cette maladie étant caractérisée par
une altération de la signalisation dopaminergique nigro-striée. Enfin, dans le troisiéme
chapitre, nous dresserons I'état des connaissances concernant I'implication de la vitamine A
dans l'étiologie de la maladie de Parkinson. Cette derniére partie nous aménera a la
formulation des hypothéses et des objectifs de cette thése et a la démarche expérimentale

mise en place pour y répondre.

La deuxiéme partie de la thése présente les résultats obtenus rédigés sous forme d’articles
scientifiques en anglais. La partie résultat est divisée en 2 études, répondant chacune a un
objectif de cette thése. La premiere étude concerne limpact d'une supplémentation
nutritionnelle préventive en vitamine A dans un modele animal de la maladie de Parkinson. La
deuxiéme étude concerne l'impact d’'une carence nutritionnelle en vitamine A sur le systéme

dopaminergique nigro-strié de rat a 'age adulte.

La troisieme partie de la thése est une discussion générale qui reprend les conclusions
générales de chaque étude et présente les perspectives a plus ou moins long terme de ce

projet de thése.
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CHAPITRE 1. La vitamine A : métabolisme et signalisation des
rétinoides

I.  Origine biochimique et aspects nutritionnels de la vitamine A

1. Lavitamine A et la grande famille des rétinoides

La vitamine A (ou rétinol) est un micronutriment liposoluble, dont les dérivés métaboliques,
naturels ou leurs analogues synthétiques, sont regroupés dans la famille des rétinoides. Le
rétinol-tout-trans (communément appelé rétinol ou vitamine A) est le rétinoide majoritaire dans
'organisme (Carazo et al., 2021; Chakrabarti et al., 2016). Les rétinoides naturels présents
dans I'organisme sont formés a partir du rétinol sous I'action de différentes enzymes (Figure
1) et présentent une analogie structurale au rétinol. Ils comportent tous une chaine latérale
composée de 4 unités isopréniques (hydrocarbure de 5 atomes de carbone ramifié a doubles
liaisons conférant un caractére hydrophobe) avec une série de doubles liaisons conjuguées
qui peuvent exister en configuration cis ou trans. Cette chaine latérale peut également porter
différentes fonctions (alcool, aldéhyde ou acide) contribuant, avec la conformation cis ou trans,
a la spécificité d'activité¢ de chaque rétinoide (Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016;
Chakrabarti et al., 2016). L’action de la vitamine A dans I'organisme est médiée par les dérivés
métaboliques du rétinol. L’acide rétinoique-tout-trans est le métabolite actif majoritaire de la
vitamine A (Al Tanoury et al., 2013; D’Ambrosio et al., 2011) et est impliqué dans la régulation
transcriptionnelle de nombreux génes tout au long de la vie (Stoney and McCaffery, 2016).
Outre I'acide rétinoique-tout-trans, d’autres rétinoides naturels sont également connus pour
leur role physiologique essentiel a 'organisme et leurs propriétés thérapeutiques (Ferreira et
al., 2020). En effet le 11-cis-rétinal est connu pour son réle majeur dans la vision (Carazo et
al., 2021; Saari, 2016) et le 9-cis-acide rétinoique a été approuvé par la FDA dans le traitement
topic des sarcomes de Kaposi (Baumann et al., 2005). Au niveau de la peau le 13-cis-acide
rétinoique est le principal composant du Roaccutane ®, utilisé dans les traitements contre
I'acné sévere (Jick et al., 2000). Des analogues synthétiques de ces rétinoides naturels sont
également a I'étude dans des essais cliniques pour différents types de cancer (Altucci et al.,
2007; Bushue and Wan, 2010).
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Figure 1 : Structure chimique des principaux rétinoides de premiere génération et de leurs
précurseurs.

Abréviations : ADH, Alcool Deshydrogenase ; BCO1, Beta-Carotene Oxygenase 1 ; LRAT, Lecithine
Retinol Acyl Transferase ; RALDH, Retinaldehyde Déshydrogénase ; REH, Retinyl Ester Hydrolase ;
ROLDH, Retinol Déshydrogénase. Note : « Retinal » est I'autre nom du rétinaldéhyde. (Adapté de
O’Byrne and Blaner, 2013).

2. Les sources de vitamine A

La vitamine A ne peut étre synthétisée de novo dans le régne animal et doit étre apportée par
voie alimentaire directement ou sous forme de précurseurs. Ainsi, les produits alimentaires
d’origine animale contiennent la vitamine A sous forme d’esters de rétinol, également appelés
vitamine A préformée. Tandis que les produits d’origine végétale (fruits et Iégumes de couleur
jaune, rouge ou orange principalement) contiennent des précurseurs de la vitamine A, appelés
provitamine A. Le terme provitamine A renvoie aux caroténoides précurseurs de la vitamine
A, dont le B-cryptoxanthinet, I'a-caroténe et le B-caroténe, qui sont les précurseurs majeurs de
la vitamine A dans l'alimentation (Reboul, 2019; Weber and Grune, 2012). A ce jour plus de
600 caroténoides ont été identifiés dans la nature. Parmi eux, seuls 40 sont retrouvés dans

I'alimentation humaine et 20 sont présents dans le sang et les tissus humains (Reboul, 2019).
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3. Recommandations nutritionnelles et données de consommation en vitamine A

La quantité de vitamine A consommeée peut étre donnée en unité internationale (Ul), avec 1
Ul correspondant a 0.3 pg de rétinol, ou en équivalent rétinol (ER), 1 ER correspondant a 1
ug de rétinol. L'ER est préférentiellement utilisé par les comités internationaux, puisque cette
unité permet de mieux appréhender la diversité des sources de vitamine A (animales /
végétales) et la variabilité de leur biodisponibilité dans I'organisme. L'ER permet de prendre
en compte le rendement de conversion des précurseurs, c’est a dire la fraction du nutriment
ingéré qui est absorbée et convertie en métabolite actif, qui varie entre la vitamine A préformée
et les provitamines A (van Lieshout et al., 2018) (Tableau 1). Par exemple on estime qu’il faut
12 pg de B-caroténe pour obtenir 1 ug de rétinol (1 ER), le B-caroténe étant a la fois la
provitamine A la plus abondante dans les aliments d’origine végétale et la plus efficace en
terme de rendement (Borel and Desmarchelier, 2017). L’'ER est classiquement utilisé par les
différentes autorités de santé dans le monde pour donner leurs recommandations d’apport
nutritionnel en vitamine A (Blomhoff and Blomhoff, 2006; Borel and Desmarchelier, 2017). Les
recommandations nutritionnelles en vitamine A sont disparates et varient d’'un pays
industrialisé a I'autre. Les taux recommandés varient de 700 ER/jour (au Royaume-Uni) a 1000
ER/jour (Allemagne, Autriche, Suisse) pour les hommes et de 600 ER/jour (Royaume-Uni) a
900 ER/jour (Allemagne, Autriche, Suisse) pour les femmes (Pfeiffer et al., 2013; Weber and
Grune, 2012).

En France les recommandations nutritionnelles en vitamine A sont de 750 ER/jour pour les
hommes adultes et de 650 ER/jour pour les femmes adultes (Agence nationale de sécurité
sanitaire de [lalimentation, de [Ienvironnement et du travail (Anses), 2005). Ces
recommandations varient en fonction de I'age, et sont plus faibles pour les enfants et les
personnes de plus de 75 ans en Europe. A linverse, compte tenu de l'importance de la
vitamine A dans I'embryogénése et le développement (Bailey et al., 2019), les
recommandations nutritionnelles en vitamine A pour les femmes enceintes et allaitantes sont
un peu plus élevées (Agence nationale de sécurité sanitaire de [Ialimentation, de
'environnement et du travail (Anses), 2005).

La disparité des recommandations entre les pays peut étre expliquée d’'une part par les
régimes alimentaires et les habitudes de consommation qui différent d’'une population a l'autre.
La comparaison de 11 études cliniques réalisées dans 8 pays industrialisés, portant sur les
habitudes de consommation en vitamine A, a montré que la vitamine A préformée (esters de
rétinol) représentait 65 % du total de vitamine A consommée, tandis que les provitamines A
des caroténoides ne représentait que 35% des apports (Weber and Grune, 2012). A l'inverse,
dans les pays en voie de développement, ou 'accés aux produits d’origine animale est plus

difficile qu’en occident, la majorité des apports en vitamine A sont sous forme de provitamine
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A (Harrison, 2012; Miller et al., 2002).

Par ailleurs, il est difficile d’estimer avec précision la quantité de rétinol effectivement absorbée
et métabolisée par I'organisme a partir des apports alimentaires (Van Loo-Bouwman et al.,
2010). En effet I'efficacité d’absorption de la vitamine A dépend de ses précurseurs, elle est
meilleure pour la vitamine A préformée (80-90 %) que pour les provitamines A (50-60 %)
(Pallet and Enderlin, 2011). L’efficacité d’absorption dépend également de la matrice
alimentaire (meilleure absorption en présence de lipides) et des procédés de préparation des
aliments (sous forme de jus, cuits ou crus...) (Weber and Grune, 2012) (Tableau 1). Par
exemple I'absorption du B-caroténe incorporé dans une matrice huileuse est 9 fois supérieure
a celle du B-carotene provenant de fruits ou de Iégumes crus (Van Loo-Bouwman et al., 2010).
Il est donc primordial, dans le cadre d’'une supplémentation nutritionnelle en vitamine A, de
prendre en compte l'origine mais également le procédé, le conditionnement et le mode

d’administration de la vitamine A.

Sources Animales Sources végétales

(Esters de rétinol) ER/100g (B-carotene) ER/100g
Huile de foie de morue | 30 000 Carottes surgelées crues 1067
Foie de morue cru 5100 Jus de carotte 875

Foie de volaille cru 20 400 Carottes cuites 744

Paté de foie de porc 8 800 Poivrons rouges cuits 590
Jaune d’ceuf 904 Epinards surgelés crus 586
Beurre 780 Jus d’orange frais 2,75

Tableau 1 : Teneur en vitamine A (ER/100g) par aliment en fonction de son origine et son mode de
conservation.

1 ER = 1 ug de rétinol = 12 pg de B-caroténe = 3,33 Ul

Abréviations : ER, Equivalent Rétinol ; Ul, Unité Internationale. (Sources Agence nationale de sécurité
sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail, 2019).

4. Carence et hypervitaminose A : prévalence et conséquences
Au-dela des limites des recommandations d’apport en vitamine A, on peut voir apparaitre,
lorsqu’elles ne sont pas respectées, une carence en vitamine A, ou a l'inverse, plus rarement,

une hypervitaminose A.

a. La carence en Vitamine A

La carence en vitamine A est 'une des trois carences nutritionnelles les plus répandues a
travers le monde (Napoli, 2017). Sa prévalence est significativement augmentée dans les pays

en voie de développement (Harrison, 2012) pour lesquels 'accés a des aliments riches en
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vitamine A est plus difficile (Miller et al., 2002). La carence en vitamine A est diagnostiquée
lorsque la concentration sérique de rétinol est inférieure a 0,52 pmol/L (contre 2 pumol/L en
conditions normales (Li et al., 2014a; Pallet and Enderlin, 2011)), ou inférieure a 5-20 ug/g
dans le foie (Carazo et al., 2021).

On estime que la carence nutritionnelle en vitamine A affecterait plus de 100 millions d’enfants
chaque année (Harrison, 2012) dont 25 0000 décés (World Health Organization, 2009) et 19
million de femmes enceintes (World Health Organization, 2011). La carence en vitamine A
induit entre autres des déficits de croissance et une défaillance du systéme immunitaire
associée a une augmentation de la sévérité des infections présentes dans les pays en voie de
développement (colite, paludisme) conduisant a un risque de mortalité accru chez les enfants
(Wiseman et al., 2017). On observe également chez les personnes déficientes en vitamine A
une augmentation du nombre de cas de xérophtalmie (probléemes de vision) et des Iésions
cutanées (Napoli, 2017; Wiseman et al., 2017). Heureusement, la carence nutritionnelle en
vitamine A connait un recul significatif dans ces pays depuis plus de 30 ans (Stevens et al.,
2015) grace notamment a la mise en place de stratégie de supplémentation nutritionnelle
(Borel et al., 2015).

Par ailleurs des cas de carence en vitamine A sont également observés dans les pays
développés malgré un acces facilité aux produits d’origine animale et végétale, comparés aux
pays en développement. La population des pays développés consomme majoritairement un
régime occidental (c’est a dire avec une importante proportion de produits raffinés et
transformés, de graisses saturées et de viande rouge, au détriment des fruits et Iégumes frais),
entrainant le développement de carences puisque les recommandations nutritionnelles ne sont
pas respectées (Borel and Desmarchelier, 2017; Cordain et al., 2005). A titre d’exemple, les
apports en vitamine A de 50 a 75 % de la population des Etats-Unis, du Royaume Uni et des
Pays Bas, entre 19 et 50 ans, sont en dessous des taux recommandés pour ces pays (Troesch
et al., 2012).

De plus, si les conséquences de la carence nutritionnelle en vitamine A ont fait 'objet de
nombreuses études de santé publique dans les pays en voie de développement, elles peuvent
étre sous-estimées dans la population occidentale. Suite a son absorption la vitamine A peut
étre stockée dans I'organisme, essentiellement dans le foie et le tissu adipeux. Le stockage
de la vitamine A par 'organisme permet de prévenir I'apparition de symptédmes cliniques,
comme ceux cités précédemment, sur le court terme, en cas d’apport insuffisant en vitamine
A (le déficit d’apport étant beaucoup plus drastique dans les pays en développement) (Carazo
et al., 2021, Li et al., 2014a). Néanmoins, compte tenu de lI'implication de la vitamine A et de
ses dérives métaboliques dans de nombreux processus homéostatiques de 'organisme (p.ex.
régulation transcriptionnelle, systéeme immunitaire, fonctionnement cérébral), un déficit

chronique d’apport en vitamine A peut avoir des conséquences delétéres sur le long terme.
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Enfin, outre la carence nutritionnelle, des maladies métaboliques comme la maladie de Crohn,
la cirrhose du foie, ou une insuffisance pancréatique peuvent également induire une carence

en vitamine A (Carazo et al., 2021).

b. L’hypervitaminose A

La prévalence de la carence nutritionnelle en vitamine A est nettement supérieure a celle des
cas d’intoxication induite par les rétinoides. On considére qu’un patient est en hypervitaminose
Alorsque la concentration sérique en rétinol est supérieure a 2.09 umol/L (Carazo et al., 2021).
L’hypervitaminose peut étre due a une augmentation soutenue de la consommation de
vitamine A (aliments + compléments alimentaires) et induire I'apparition d’érythémes cutanés,
une hypertriglycéridémie et des douleurs abdominales. Cependant, la concentration en rétinol
plasmatique est trés finement régulée par l'organisme, notamment lorsqu’il provient de
sources alimentaires, et les symptémes induits par cette hypervitaminose, sont le plus souvent
transitoires et disparaissent dés l'arrét de la supplémentation nutritionnelle (Carazo et al.,
2021). L’intoxication aux rétinoides est plus communément induite suite a 'administration de
rétinoides a des fins thérapeutiques (médicaments oraux et creme a usage topique) (Moise et
al., 2007). Chez l'adulte il a été montré que cette toxicité pouvait apparaitre avec une dose
aigué de 500 mg rétinol/j (ce qui correspond a 1 650 000 Ul) et une toxicité chronique a été
observée avec une ingestion de 10 mg/jour ( ce qui correspond a 33 000 Ul/jour) durant
plusieurs mois (Beltran-de-Miguel et al., 2015; Carazo et al., 2021). Ces valeurs seuil étant
largement diminuées pour les patients souffrant de problémes rénaux ou en cas de
consommation excessive dalcool (Clugston and Blaner, 2012). Outre les problemes
intestinaux et cutanés observés suite a une intoxication aux rétinoides, [I'utilisation du
roaccutane ®, dont le composé principal est le 13-cis-Acide rétinoique, a été associée a une
augmentation du risque de dépression (Jick et al., 2000). Néanmoins, cette association entre
roaccutane ® et dépression reste controversée (Jacobs et al., 2001; Wysowski et al., 2001).
Par ailleurs, une supplémentation (nutritionnelle ou pharmacologique) en vitamine A doit-étre
particulierement encadrée chez les femmes enceintes, compte tenu du role tératogéne des
rétinoides (en cas d’hypervitaminose comme de carence) et en particulier de 'acide rétinoique
et de ses analogues (Allen and Haskell, 2002; Jick et al., 2000).

Cependant, les effets bénéfiques de traitements pharmacologiques utilisant des doses élevées
de rétinol ont été observés lorsque les valeurs seuil sont respectées. Il a été montré qu'une
supplémentation en vitamine A avec 15 Ul/jour pendant 12 ans pour traiter la rétinite
pigmentaire était bien tolérée par les patients (Moise et al., 2007). De plus, des « méga
doses » aigués de vitamine A, a 200 000 Ul, sont utilisées en complément du traitement contre

la rougeole et la xérophtalmie chez les enfants (Huiming et al., 2005).
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Enfin, les sources alimentaires de vitamine A (vitamine A préformée ou provitamine A) sont
mieux régulées par I'organisme que les sources pharmacologiques (métabolites naturels p.ex.
acide rétinoique-tout-trans, 13-cis-Acide rétinoique ; ou synthétiques p.ex. analogues des
récepteurs) (Napoli, 2020). Le risque de toxicité semble donc étre moins élevé dans le cas
d'une supplémentation nutritionnelle en vitamine A comparée a un traitement
pharmacologique (Moise et al., 2007). Par ailleurs il a été montré que I'acide rétinoique a un
effet d’hormése sur I'organisme (Figure 2) (Napoli, 2020). C’est-a-dire que I'administration
d’acide rétinoique, ou de vitamine A, stimule les capacités d’adaptation de 'organisme et a un
effet bénéfique en conditions physiologiques, ou pathologique, mais qu’au-dela d’une certaine
dose ces effets deviennent délétéres (Figure 2). La balance bénéfice/risque d’une
supplémentation en vitamine A est donc avant tout une question de dosage, et le risque
d’intoxication aux rétinoides peut étre modulé en fonction de la forme de vitamine A
administrée, de sa dose, de sa durée mais également des facteurs métaboliques et
environnementaux (troubles intestinaux, hépatiques, grossesse, altération du métabolisme de

la vitamine A).

‘goldilocks zone”

increasing receding
beneficial beneficial
effects effects

Concentration Retinoic Acid

no effects toxicity

Figure 2 : Représentation de I'effet d’hormése de I’acide rétinoique.
La « goldilocks zone » correspond a la concentration optimum en acide rétinoique. (source (Napoli,
2020).

Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 19



En conclusion, le maintien a un niveau suffisant du statut en vitamine A des individus met en
jeu 3 grands facteurs : la quantité d’apport en vitamine A, son origine, et I'efficacité de son
absorption par I'organisme. Chacun de ces facteurs pouvant étre modulé par des facteurs
métaboliques et environnementaux. Un déséquilibre du statut en vitamine A conduit a
'apparition d’effets délétéres pour I'organisme, que ce soit en cas de déficit en vitamine A
(carence) ou d’excés (hypervitaminose) (Figure 3). Néanmoins la prévalence des cas de
carence en vitamine A est plus importante que celle des cas d’hypervitaminose. La carence
en vitamine A est classiguement induite suite a un défaut d’apport nutritionnel, mais elle peut
également étre la conséquence d’'une altération de I'absorption ou du métabolisme de la

vitamine A, ce sur quoi nous reviendrons plus loin dans le manuscrit.

Matrice alimentaire
Process préparation

l Hypervitaminose J

Provitamine A
50-60 %

Efficacité
a Absorption

it A préform
80-90 %

Statut en Vitamine A
Carence

Quantité Apports

Figure 3 : Schéma récapitulatif des facteurs influencant le statut en vitamine A.
Il. Le métabolisme de la vitamine A

1. Absorption intestinale de la vitamine A et sa métabolisation en rétinol

La majorité de la vitamine A étant obtenue par voie alimentaire (ce qui est également le cas
dans notre étude) nous nous concentrerons sur cette voie dans la suite de ce chapitre.
Néanmoins, il est & noter que d’autres voies peuvent étre utilisées, intramusculaire ou topique,

dans le cas d'une administration thérapeutique notamment. Dans ce cas, le profil
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pharmacocinétique d’absorption et de métabolisation de la vitamine A dépendra du mode
d’administration et de la forme de vitamine A (e.g. rétinol ou ses métabolites, naturels ou
synthétiques).

Comme dit précédemment, I'efficacité d’absorption de la vitamine A varie entre la vitamine A
préformée (80-90 %) et les provitamines A (50-60 %), chacune subissant des étapes de
métabolisation différentes avant leur entrée dans les entérocytes (cellules épithéliales de
I'intestin).

Concernant les esters de rétinol provenant des sources animales, ils entrent apres ingestion
dans la lumiére intestinale ou ils subissent une premiére étape de dé-estérification en rétinol
libre par différentes Rétinols-Esters-Hydrolases (REHS) (Carazo et al., 2021). Le rétinol libre
ainsi produit peut ensuite étre assimilé par les cellules épithéliales de l'intestin (entérocytes)
selon soit un transport actif saturable mettant en jeu le récepteur RBPR2 (Asson-Batres and
Rochette-Egly, 2016; Reboul, 2013) soit un transport passif, pour lesquels les protéines
impliquées sont encore méconnues (Borel and Desmarchelier, 2017) (Figure 4). Lorsque les
concentrations en rétinol dans la lumiére intestinale sont supérieures a 10 pM, le transporteur
est saturé et un mécanisme de transport passif par diffusion prend le relais (D’Ambrosio et al.,
2011; Harrison, 2012). L’entrée du rétinol dans les entérocytes est donc finement régulée et
dépend des besoins de l'organisme. Aprés son entrée, le rétinol libre présent dans les
entérocytes se lie spécifiguement a la protéine de liaison cellulaire du rétinol de type Il
(CRBPII). La CRBPII transporte le rétinol libre jusqu’a I'enzyme Lecithin:Retinol Acyl
Transferase (LRAT) pour qu’il soit réestérifié avec des acides gras a longues chaines, le plus
souvent du palmitate (Napoli, 2017). La protéine CRBP existe sous deux isoformes, l et ll. La
CRBPII est essentiellement exprimée au niveau de lintestin tandis que la CRBPI est
ubiquitaire dans I'organisme (Napoli, 2016). A noter que le rétinol présent dans les entérocytes
peut également étre converti en acide rétinoique (Lobo et al., 2010) (Figure 4).

L’efficacité d’absorption des esters de rétinol dépend du contenu lipidique du repas (plusily a
de lipides meilleure sera I'absorption) (Borel and Desmarchelier, 2017). Cette propriété est
due au caractére lipophile de la vitamine A, qui suit donc une voie de transport commune a
celle du cholestérol et des lipides, et ce du tractus gastro-intestinale jusqu’aux entérocytes
(Reboul, 2013). L’absorption des esters de rétinol est également favorisée par les sels biliaires,
qui contribuent a I'émulsion des micronutriments liposolubles provenant de I'alimentation et a
la formation de micelles mixtes avant d’étre pris en charge par les REHs (Blomhoff and
Blomhoff, 2006; Reboul, 2013).

Concernant les provitamines A provenant des sources végétales, elles subissent, suite a leur
ingestion, différentes étapes de métabolisation avant d’étre converties en esters de rétinol par

la LRAT dans les cellules épithéliales de l'intestin. L’absorption des provitamines A dans les
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entérocytes met en jeu des récepteurs et des enzymes différentes de celles utilisées par la
vitamine A préformée. Néanmoins, nous ne détaillerons pas ces processus complexes dans
ce manuscrit, compte tenu du fait que la vitamine A utilisée durant la thése était exclusivement
apportée par l'alimentation sous forme d’esters de rétinol et plus précisément de rétinyl

palmitate.

La vitamine A provenant de sources animales comme végétales se retrouve donc au niveau
des entérocytes sous forme de rétinol estérifié, qui est la forme majoritaire de stockage du
rétinol dans 'organisme, et dont 70-80 % est sous forme de retinyl palmitate (Li et al., 2014b)
(Figure 4).

Lumiére intestinal

Alimentation REHs o
_— -—b Rétinol

RBPR2 i
v
Reétinol Retinol (CRBP]I
l LRAT
AR CMn
-_’®_' (5«](_5 Systéme lymphatique
,!g:\i,m
Entérocytes @ CMr
Hepatooyies @ Circulation sanguine
Rétinol  «32HS 70% 30 %

RBP4 Rétinol

TTR
REHs H LRAT

Cellule de lto

RBP4 Rétinol RBP4 Retinol -
TTR TTR ( "
i C

AR Albumine

Organes Cibles
de la vitamine A

Figure 4 : Métabolisme de la vitamine A préformée : de I’alimentation a ses tissus cibles.
Abréviations : AR, Acide Rétinoique ; CMn, Chylomicrons naissants ; CMr, Chylomicrons restants ;
CRBPII, Cellular Retinol Binding Protein Il ; ER, Esters de rétinol ; LRAT, Lecithine Retinol Acyl
Transferase ; RBP4, Retinol Binding Protein 4 ; RBPR2, Retinol Binding Protein Receptor 2 ; REH,
Retinyl Ester Hydrolase ; TTR, Transthyretin. Note : les fleches en pointillés représentent le transport
passif.
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2. Transport et métabolisme hépatique du rétinol

Les esters de rétinol présents dans les entérocytes sont ensuite assemblés avec d’autres
lipides alimentaires pour former les chylomicrons (CM) naissants. Les CM sont des
lipoprotéines spécialisées dans le transport des lipides a travers 'organisme. Leur formation,
et donc le transport des esters de rétinol dans la circulation, est grandement dépendante de
la concentration en lipides alimentaires présents (Harrison, 2005). Ces chylomicrons naissants
sont ensuite envoyés dans le systéme lymphatique, puis dans la circulation sanguine ou ils
sont hydrolysés par I'enzyme triglycéride lipoprotéine lipase (LpL) et acquierent
'apolipoprotéine E (apoE) formant ainsi les chylomicrons dits restants (D’Ambrosio et al.,
2011) (Figure 4). Les esters de rétinol présents dans les chylomicrons restants sont ensuite
captés par le foie pour étre stockés ou envoyés a leurs tissus cibles via la circulation sanguine.
Au niveau du foie, 2 types cellulaires sont majoritairement impliqgués dans le stockage et le
métabolisme du rétinol ; les hépatocytes (cellules parenchymateuses), qui représentent deux
tiers des cellules hépatiques mais ne contiennent que 10-20 % du rétinol total présent dans le
foie, et les cellules étoilées (ou cellules de Ito, cellules non parenchymateuses) qui contiennent
environ 90 % du stock de rétinol hépatique (D’Ambrosio et al., 2011; Li et al., 2014b). Aprés
leur entrée dans les hépatocytes, les esters de rétinol présents dans les chylomicrons sont
hydrolysés, formant du rétinol libre (ou rétinol-tout-trans). Le rétinol libre peut alors, soit étre
envoyé dans les cellules étoilées du foie, ou il est réestérifié par la LRAT (Asson-Batres and
Rochette-Egly, 2016), et stocké sous forme d’esters de rétinol, soit s’associer a sa protéine de
liaison, la Retinol Binding Protein 4 (RBP4) et ainsi étre transporté vers ses tissus cible via la
circulation sanguine (D’Ambrosio et al., 2011) (Figure 4). Avant son entrée dans la circulation
sanguine, le complexe retinol-RBP4 s’associe avec la protéine de transport de ’hormone
thyroidienne, la Transthyretin (TTR), qui stabilise le complexe et empéche sa dégradation par
les reins (Carazo et al., 2021; Li et al., 2014b). La RBPR2 exprimée dans le foie facilite la
liaison du rétinol a la RBP4, et son expression, sous contrdle de I'acide rétinoique et du rétinol,

est inversement corrélée a la quantité de rétinol stocké dans le foie (Alapatt et al., 2013).

Au total, 90 % du rétinol présent dans I'organisme sont stockés sous forme estérifiée dans les
cellules étoilées du foie et sont libérés dans la circulation sanguine pour rejoindre leurs tissus
cibles en fonction des besoins de I'organisme (Alapatt et al., 2013; D’Ambrosio et al., 2011).
Le rétinol estérifié présent dans les gouttelettes lipidiques des cellules étoilées est dé-estérifié
par des REHSs et retourne dans les hépatocytes pour se lier a la RBP4 (D’Ambrosio et al.,
2011). La concentration plasmatique de rétinol (lié a la RBP4) est finement régulée et
maintenue a 2 yM chez 'Homme en conditions physiologiques et environ 1 uM chez la souris

(Li et al., 2014b; O’Byrne and Blaner, 2013). Cependant les mécanismes exacts permettant la
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mobilisation des stocks hépatiques de vitamine A en fonction des besoins des tissus cibles
sont encore méconnus. La LRAT et la CRBPI sembleraient nécessaires au stockage des
esters de rétinol (D’Ambrosio et al., 2011) et I'expression de la RBP4 dans les hépatocytes est
corrélée au statut en vitamine A chez I'animal (c’est a dire qu’elle est augmentée en cas de
régime déficient en vitamine A) (D’Ambrosio et al., 2011). Il a été montré que la RBP4 est
nécessaire a la mobilisation, mais pas a la formation, des stocks hépatiques de vitamine A
(Quadro, 1999). Il est a noter que, bien que le foie soit 'organe de stockage majoritaire de la
vitamine A, le rétinol peut, dans une moindre mesure, également étre stocké au niveau des
adipocytes (Li et al., 2014Db)..

Par ailleurs des études ont montré que seuls 70% des chylomicrons contenant les esters de
rétinols atteindraient les hépatocytes, les 30 % restants resteraient dans la circulation
sanguine pour atteindre directement leurs tissus cibles ou ils seraient hydrolysés par la LpL
donnant le rétinol libre (D’Ambrosio et al., 2011; Li et al., 2014b) (Figure 4). D’autres études
suggerent que ces 30 % proviendraient des entérocytes directement sous forme de rétinol
libre (non estérifié et non associé aux chylomicrons) (Blomhoff and Blomhoff, 2006; Harrison,
2005; Reboul, 2013). Cette voie alternative de transport du rétinol vers ces tissus cibles serait
particulierement importante pour maintenir le statut en vitamine A en conditions pathologiques.
En effet, la déficience en vitamine A observée chez des patients atteints d’ abetalipo-
protéinémie (défaut d’assemblage et de sécrétions des CM) est en partie reversée suite a une
supplémentation en rétinol (Granot and Kohen, 2018; Linton et al., 1993). Par ailleurs, pour
soutenir cette hypothése, il a été montré que la concentration plasmatique en ester de rétinol
a la suite d’'un repas est directement dépendante de la quantité de vitamine A consommée (Li
et al., 2014b). Enfin, outre le rétinol libre lié a la RBP4 et les esters de rétinol, on retrouve
également de I'acide rétinoique et son analogue le 13-cis-acide rétinoique dans la circulation
sanguine (Blomhoff and Blomhoff, 2006), et leurs concentrations augmentent significativement
suite a un repas riche en vitamine A (Hartmann et al., 2005).

L’acide rétinoique circulant peut provenir des hépatocytes et des entérocytes qui possedent
tous deux la machinerie cellulaire pour métaboliser le rétinol libre (Li et al., 2014b). Cependant,
méme si I'acide rétinoique posséde une forte affinité pour les protéines plasmatiques comme
'albumine, les mécanismes et les protéines permettant la sortie de I'acide rétinoique du foie
et de lintestin vers la circulation sanguine sont encore méconnus.(Carazo et al., 2021,
D’Ambrosio et al., 2011) (Figure 4). Néanmoins, ces observations suggeérent une troisieme

voie de transport des rétinoides du foie a leurs tissus cible (Dumetz et al., 2020a, 2020b).
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3. Métabolisme cellulaire du rétinol en acide rétinoique

Le complexe retinol-RBP4-TTR présent dans la circulation sanguine se fixe au récepteur
Stimulated by Retinoic Acid gene 6 (STRAG) qui est exprimé a la surface des cellules cibles
de la vitamine A, et permet I'entrée du rétinol libre dans la cellule (D’Ambrosio et al., 2011)
(Figure 5). STRAG est exprimé dans un grand nombre d’organes nécessitant I'action de la
vitamine A, comme les yeux, les poumons, et le cerveau. Au niveau du foie et de l'intestin c’est
son homologue qui est exprimé, RBPR2 (Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016). STRAG est
impliqué dans I'adressage du complexe rétinol-RBP4 a ses tissus cibles et son expression est
sous contrble de l'acide rétinoique (Alapatt et al.,, 2013; Asson-Batres and Rochette-Egly,
2016). En d’autres termes, I'expression de STRAG a la surface d’un tissu, comme le cerveau,
signifie que ce dernier est un organe cible de la vitamine A.

Dans ses cellules cibles le rétinol subira 2 déshydrogénations successives avant d’étre
métabolisé en acide rétinoique, le métabolite actif majoritaire de la vitamine A dans
l'organisme. Dans la suite de ce manuscrit I'abréviation « AR » fera systématiquement
référence a I'acide rétinoique-tout-trans.

Aprés son entrée dans la cellule, le rétinol est pris en charge par sa protéine de liaison
cellulaire, CRBPI, qui l'adresse a la rétinol-déshydrogénase (ROLDH) permettant sa
métabolisation en rétinaldéhyde (ou rétinal). Le rétinaldéhyde est ensuite déshydrogéné par
une aldéhyde-déshydrogénase (ALDH) formant I'acide rétinoique (AR) (Figure 5). Cette
deuxiéme déshydrogénation est irréversible contrairement a la premiére (Pallet and Enderlin,
2011). Les aldéhyde-déshydrogénases (aussi appelées rétinaldehydes-déshydrogénases
(RALDH)) majoritaires dans la métabolisation de I'AR appartiennent a la famille 1A, et
notamment les isoformes ALDH1Al et ALDH1A2 (Arnold et al., 2015; Napoli, 2020).
L’isoforme ALDH1A2 est particulierement impliquée dans la biosynthése de I'AR durant
'embryogeneése, tandis que l'isoforme ALDH1A1 est d’avantage impliquée dans la synthése
d’AR a I'age adulte (Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016). Par ailleurs il a été montré que
I’AR régulait sa propre formation en modulant I'activité de ses enzymes de synthése (Elizondo
et al., 2000).

La formation de I'AR étant irréversible, il ne peut étre réduit en rétinal ou rétinol et il ne peut
pas étre stocké dans I'organisme (Carazo et al., 2021), il doit donc étre soit utilisé soit dégradé.
L’AR formé est pris en charge par ses protéines de liaison cellulaires, les cellular retinoic acid
binding proteins (CRABPS). Il en existe plusieurs types au sein des cellules, principalement
CRABP1, CRABP2 et FABP5 (commun aux acides gras).

Les CRABPs transloquent 'AR au noyau ou il se lie a ses récepteurs nucléaires et agit comme
facteur de transcription pour moduler I'activité de nombreux génes cibles (Blomhoff and

Blomhoff, 2006; Carazo et al., 2021) (Figure 5). A l'inverse, lorsque la quantité d’AR présente
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dans le noyau est suffisante pour les besoins de la cellule, 'excédent d’AR est transporté par
les CRABPs vers sa voie de catabolisme cytoplasmique ou 'AR est dégradé par des
cytochromes P450, famille 26 (CYP26) (Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016; Topletz et al.,
2012) (Figure 5). Elles existent sous 3 isoformes, CYP26A1l, CYP26B1 et CYP26C1 et
catabolisent 'AR en différentes formes hydrolysées (4-OH-AR, 4-ox0-AR et 18-OH-AR) qui
seront ensuite excrétées et éliminées via les urines par les reins ou via la bile dans le foie
(Carazo et al., 2021). CYP26A1 et CYP26B1 ont une affinité plus forte pour 'AR, tandis que
CYP26C1 utilise préférentiellement le 9-cis-acide rétinoique comme substrat (Asson-Batres
and Rochette-Egly, 2016; Topletz et al., 2012). Par ailleurs il a été mis en évidence que
'expression des CYP26 est sous controle de 'AR (Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016;
Topletz et al., 2012), qui exerce ainsi un rétrocontrdle négatif sur sa propre formation et

contribue au maintien de ’lhoméostasie de la vitamine A.
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Figure 5: Métabolisme cellulaire du rétinol en acide rétinoique.

Abréviations : AR, Acide Rétinoique ; ALDHs, Aldéhydes-déshydrogénases; CRABPs, Cellular
Retinoic Acid Binding-Proteins ; CRBPI, Cellular Retinol Binding Protein | ; CYP26, Cytochrome P450,
famille 26 ; RBP4, Retinol Binding Protein 4 ; ROLDHSs, Rétinol-déshydrogénases ; TTR, Transthyretin.
(Adapté de (Marie et al., 2021)).

4. Les récepteurs nucléaires de I'acide rétinoique

L’acide rétinoique et ses isoméres agissent dans leurs cellules cibles via des récepteurs
nucléaires, respectivement le récepteur de 'acide rétinoique (RAR) et le récepteur X rétinoide
(RXR), existant chacun sous trois conformations différentes, les isoformes aq, B et y (Piskunov
et al., 2014). Les isoformes des récepteurs des rétinoides different notamment au niveau de
leur territoire d’expression, y compris dans le cerveau (Krezel et al., 1999). Le récepteur RAR
est 10 fois plus sensible a 'AR que le récepteur RXR. Le récepteur RXR quant a lui se lie avec

une plus forte affinité a lisoforme 9-cis-13,14-didehydro retinoic acid de I'AR (constante de
dissociation a I'équilibre K ¢ = 11,7 nM) (Chen et al., 1994; Heyman et al., 1992; Rihl et al.,

2018). Ces récepteurs sont des facteurs de transcription inductibles par leur ligand. En
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'absence d’AR, RAR est lié a des complexes de corépresseurs, empéchant son activité
transcriptionnelle (Iskakova et al., 2015). Lorsque I'AR se fixe a la place du corépresseur, il
induit un changement de conformation de son récepteur et le recrutement de différents
coactivateurs, contribuant a 'augmentation de l'activité transcriptionnelle (Iskakova et al.,
2015; Lane and Bailey, 2005). RAR agit en formant un hétérodimére avec RXR. Le complexe
AR-RAR-RXR activé par la liaison de I'acide rétinoique se lie a ’ADN au niveau de I'élément
de réponse de 'AR (RARE), situé sur le promoteur de géenes cibles et module leur expression,
soit en l'activant, soit en la réprimant (Al Tanoury et al., 2013) (Figure 5). La voie de
signalisation décrite ci-dessus correspond a la voie canonique daction de ['AR,
majoritairement décrite dans la littérature. Néanmoins les études sur la signalisation des
rétinoides se poursuivent et suggérent des mécanismes d’action et de régulation plus
complexes.

A l'inverse du récepteur RAR, le récepteur RXR peut s’homodimériser (RXR-RXR) ou former
un hétérodimere avec de nombreux autres récepteurs nucléaires, comme le récepteur de
I'hnormone thyroidienne (RXR-TR), celui de la vitamine D3 (RXR-VDR) et celui de la
prolifération des peroxysomes (RXR-PPAR) (Iskakova et al., 2015). Cependant la formation
d'un hétérodimére entre RXR et un autre récepteur nucléaire ne signifie pas forcément que
RXR contribuera a la modulation de lactivité transcriptionnelle du géne cible, il peut
simplement permettre la liaison du complexe a 'ADN (Saeed et al., 2017). Par ailleurs RXR
peut se lier a d’autres ligands que la vitamine A, comme I’ acide docosahexaénoique (DHA)
(Krezel et al., 2019; Kurlandsky et al., 1995), notamment étudié pour son potentiel effet
neuroprotecteur et pour induire la survie des neurones dopaminergiques (Dyall, 2015;
Lauritzen, 2000). La multiplicité d’interactions de RXR avec d’autres récepteurs nucléaires
illustre la diversité d’interaction de l'acide rétinoique avec d’autres voies de régulation

hormonales.

De plus I'AR peut activer un autre récepteur nucléaire, le récepteur gamma activé par les
proliférateurs de peroxysomes (PPARYy) (Lane and Bailey, 2005). Ce récepteur est notamment
impliqué dans le stockage des acides gras et le métabolisme du glucose, montrant une fois de
plus l'interaction entre le métabolisme des lipides et celui de la vitamine A. La liaison de I'acide
rétinoique a RAR ou PPARYy dépend de la protéine de liaison qui transporte I'AR jusqu’au
noyau. CRABP2 délivre 'AR aux récepteurs RAR tandis que FABPS le transporte a PPARy
(Asson-Batres and Rochette-Egly, 2016; Iskakova et al., 2015).

Enfin, L’AR posséde également un mode d’action non génomique (Al Tanoury et al., 2013;
Blomhoff and Blomhoff, 2006). L’AR peut activer de fagon transitoire et rapide une cascade de
kinase, dont la voie MAPK, mettant en évidence I'implication de la vitamine A dans la

prolifération cellulaire (Al Tanoury et al., 2013; Piskunov et al., 2014). Au niveau cérébral, ce
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mode d’action non génomique de I'AR a été mis en évidence dans la signalisation synaptique
en contribuant notamment a la synthése locale de protéines dendritiques, permettant le

maintien de I’homéostasie de la plasticité synaptique (Chen et al., 2014).

Au final, 'AR, et par extension la vitamine A, agissent directement ou indirectement sur la
régulation transcriptionnelle de plus de 500 genes (D’Ambrosio et al.,, 2011), mettant en
évidence son réle crucial du stade embryonnaire a I'dge adulte et 'importance du maintien de
son homéostasie. L’AR contribue au maintien de cette régulation fine en agissant soit
directement sur les génes de son métabolisme contenant une séquence RARE, comme
CRBPI et CRABP2 (transport cellulaire) ALDH1A1, ALDH1A2 (synthése d’AR) et LRAT (pour
le stockage du rétinol), soit indirectement sur STRA6 et RBPR2 (adressage du rétinol aux
cellules cibles).

lll.  Quelques rbéles physiologiques de I’AR au niveau cérébral

1. Métabolisation et signalisation des rétinoides dans le cerveau

L’acide rétinoique, de méme que les enzymes et protéines impliquées dans son métabolisme
sont largement exprimées dans le cerveau, et participent a plusieurs niveaux au maintien de
I'activité cérébrale. L'AR a la capacité de passer la barriere hémato-encéphalique (BHE), de
méme que le rétinol lié a la RBP4, et contribue également a son développement (Mizee et al.,
2013). Par ailleurs il a été montré qu’en conditions physiologiques 90% de I'AR cérébral
provient du « pool » plasmatique circulant (Kurlandsky et al., 1995), et que la majorité de I'acide
rétinoique parvenant au cerveau était en conformation tout-trans (Le Doze et al., 2000).
Cependant le cerveau adulte posséde toute la machinerie nécessaire au métabolisme de I'AR,
et c’est méme au niveau cérébral que la synthése de I'acide rétinoique est la plus efficace en
comparaison des autres organes et tissus cibles de la vitamine A (Werner and Deluca, 2002).
Néanmoins, la distribution des protéines participant a son transport, les enzymes permettant
sa synthése et son catabolisme ainsi que les RAR et RXR, varient d’une structure a l'autre
dans le systeme nerveux central adulte. (Lane and Bailey, 2005; Maden, 2007). En effet il a
été montré que I'ALDH1A2 était particulierement exprimée au niveau des méninges
adjacentes a I'hippocampe chez la souris, de méme que CRBPI et CRABP1 (Lane and Bailey,
2005; Zetterstrom et al., 1994), tandis que la substance noire compacte exprime 'ALDH1A1,
en plus de TALDH1A2. L’ALDH1A3 est quant a elle retrouvée au niveau du bulbe olfactif
(Maden, 2007). Les isoformes des RAR et RXR sont également exprimée de fagon

différentielle entre les structures cérébrales (Krezel et al., 1999; Zetterstrém et al., 1997).
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Les récepteurs des rétinoides, ainsi que les enzymes de synthése de I'AR, sont également
fortement exprimés dans le striatum, la structure d’entrée des ganglions de la base. La

signalisation des rétinoides au sein de cette structure sera détaillée dans le Chapitre 3.

2. L’'AR est nécessaire au fonctionnement cérébral normal

Le rble de la vitamine A a d’abord été essentiellement étudié pour son implication dans la
reproduction, 'embryogénése et le développement post-natal, de par I'action morphogénique
de l'acide rétinoique et son role dans la différenciation, la prolifération et la mort cellulaire
(Clagett-Dame and Knutson, 2011; Duester, 2008). Plus récemment, son importance dans le
développement du systéme nerveux central (SNC) et le maintien de son intégrité a I'age adulte
ont été mis en évidence (Maden, 2007). La signalisation médiée par I'AR contribue aux
mécanismes de plasticité neuronale, incluant la neurogénése, qui permettent au cerveau de
s’adapter en remodelant son réseau neuronal (Jacobs et al., 2006; McCaffery et al., 2006)
(Figure 6). Cette plasticité neuronale a été particulierement étudiée au niveau de I'’hippocampe
ou la vitamine A participe au maintien de la potentialisation a long terme (LTP) et la dépression
a long terme (LTD), deux processus qui contribuent a la plasticité synaptigue et sous-tendent
les mécanismes de mémoire et d’apprentissage (Lane and Bailey, 2005). En effet des
altérations de la LTP et de la LTD ont été montrées chez des souris knock-out (KO) pour les
récepteurs RARB ou doubles mutants RARB/RXRYy (Chen et al., 2014; Chiang et al., 1998).
Cependant RARPB n’est pas exprimé au niveau de I'’hippocampe, ces résultats montrent donc
'importance de la signalisation indirecte de la vitamine A. Ces altérations de plasticité
synaptique ont également été observées chez des souris adultes soumises a un régime
carenceé en vitamine A (Misner et al., 2001). Ces résultats sont en cohérence avec les travaux
montrant que la carence en vitamine A conduit & une diminution de I'expression des
récepteurs RARB, RXRB et RXRy dans le cerveau entier des rats (Enderlin et al., 2000;
Etchamendy et al., 2003; Husson et al., 2004).

Néanmoins une supplémentation en vitamine A chez des souris préalablement carencées
permet de restaurer la plasticité synaptique au niveau de I'hippocampe (Misner et al., 2001),
de méme que I'expression des récepteurs suite a 'administration d’AR (Etchamendy et al.,
2003). De plus, des travaux au laboratoire, auxquels j'ai participé, ont montré qu’une carence
en vitamine A induit des altérations morphologiques et synaptiques au niveau des neurones
pyramidaux de I'hippocampe, et que ces altérations pouvaient étre en partie reversées par
une supplémentation nutritionnelle modérée en vitamine A chez le rat (Dumetz et al., 2020a).
Ces altérations mécanistiques se traduisent par des altérations comportementales dans les

téaches d’apprentissage et d’évaluation de la mémoire (Cocco et al., 2002; Etchamendy et al.,
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2003; Nomoto et al., 2012; Wietrzych, 2005). L’ensemble de ces études illustre I'importance
de la vitamine A dans le maintien de l'intégrité de I'hippocampe et les capacités mnésiques
associées, une altération ou une diminution de cette signalisation induisant des effets
délétéres. Par ailleurs, la plasticité neuronale est également essentielle au développement du
systéme olfactif (Shearer et al., 2012). Or il a été montré qu’une déficience en vitamine A chez
le rat conduisait au développement d’'une anosmie, et un effet similaire a été montré chez des

souris mutantes pour le récepteur RARa (Maden, 2007).

Outre la plasticité synaptique, I'AR joue également un réle important dans la neurogénése a
I'age adulte (Figure 6). Ce phénomeéne correspond a la formation et a la prolifération de
nouveaux neurones, a partir de cellules souches neurales, qui deviennent fonctionnels et
s’integrent aux neurones préexistants. La neurogénése adulte a particulierement été étudiée
au niveau du gyrus denté de I'hippocampe et de la zone sous-ventriculaire (ZSV) des
ventricules latéraux (Lane and Bailey, 2005; Ming and Song, 2011). L’AR stimule la capacité
de différenciation des cellules progénitrices multipotentes, présentent dans ces deux zones
cérébrales, en neurones et contribuent a la maturation neuronale en induisant I'expression de
facteurs neurotrophigues (Takahashi et al., 1999). De plus, une carence en vitamine A chez
des rats et des souris adultes a révélé une altération de la neurogenése hippocampique et une
diminution de l'arborisation dendritique des neurones pyramidaux de I'hippocampe, qui
peuvent étre reversées par une supplémentation en AR ou en vitamine A (Bonhomme et al.,
2014a, 2014b; Bonnet et al., 2008; Dumetz et al., 2020b). Enfin I'action de I'AR est également
étudiée dans la neurogénése réparatrice suite a un traumatisme ou dans le cadre de la
neurodégénérescence. L'administration in vivo et in vitro de nanoparticules contenant de 'AR
au niveau de la ZSV induit une augmentation de la neurogénése, ouvrant de nouvelles pistes
dans le traitement des maladies neurodégénératives (Maia et al., 2011; Santos et al., 2012).

L’importance de la signalisation des rétinoides dans le maintien de la voie nigro striée et la
différenciation des neurones du striatum a également été mise en évidence et sera développée

ultérieurement (voir Chapitre 3.).
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Figure 6 : Voies d’action de la vitamine A dans le maintien de I'intégrité du systéme nerveux
central.

Abréviations : AR, Acide Rétinoique ; LTD, Dépression a Long Terme ; LTP, Potentialisation a Long
Terme. (Adapté de (Marie et al., 2021), figure plasticité synaptique source (Villain, 2017)).

3. Implication de la vitamine A dans 'axe intestin-cerveau

Il est maintenant établi que l'intégrité du microbiote intestinal est intrinséquement liée a
l'intégrité des fonctions physiologiques, comportementales et cognitives du cerveau. En effet
il existe une communication bidirectionnelle entre le cerveau et lintestin via le nerf vague,
mettant en jeu non seulement le microbiote intestinal et le systeme nerveux central, mais
également le systeme nerveux entérique (SNE) et le systeme immunitaire (Morais et al., 2021;
Wang and Wang, 2016). Le fonctionnement de cette communication bidirectionnelle est
particulierement étudié dans le cadres des maladies neurodégénératives, pour lesquelles il a
eété montré qu'une dysbiose du microbiote intestinal pouvait contribuer a leur I'étiologie,
comme la maladie de Parkinson (Mulak, 2015; Quigley, 2017). Le pouvoir anti-oxydant de la

vitamine A et son implication dans ’homéostasie du systéme immunitaire ainsi que I'eubiose
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(équilibre) du microbiote intestinal en font un acteur important dans le maintien de
l'intégrité des fonctions cérébrales via cet axe intestin-cerveau (Honarbakhsh et al., 2021;
Huang et al., 2018b; Oliveira et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Le systéme nerveux entérique correspond au systéme nerveux autonome du tractus gastro-
intestinal. De méme que pour le systéme nerveux central, 'AR joue également un réle dans le
développement et la différenciation des neurones du systéme nerveux entérique (Sato and
Heuckeroth, 2008) (Figure 6). De plus, une altération de la signalisation de 'AR, médiée par
une déficience en vitamine A chez le rat ou un KO des différentes isoformes d’ALDH1, induit
une diminution du nombre de neurones myentériques du systeme nerveux entérique et une
diminution de la motilité (déplacement des aliments) du tractus gastro-intestinal (Tan et al.,
2021; Wright-Jin et al., 2013).

Le microbiote correspond a I'ensemble des microorganismes présents dans un organisme
vivant. Il en existe plusieurs, le microbiote intestinal étant le plus important et le plus diversifié.
La vitamine A contribue au maintien de I'eubiose (équilibre) de la composition du microbiote
intestinal (Figure 6). Chez des souris, il a été montré qu’une déficience en vitamine A altére
la diversité des bactéries présentes dans le microbiote intestinal, leur barriére intestinale et
conduit a une dysbiose des matieres fécales (Honarbakhsh et al., 2021; Tian et al., 2018; Zhou
et al., 2020).

Le microbiote et 'immunité sont interdépendants, puisque le microbiote contribue au réle de
barriere de la muqueuse intestinale qui limite I'entrée des agents pathogénes dans
'organisme. L’inflammation est un aspect important de la réponse immunitaire, en permettant
d’éliminer les pathogénes et de promouvoir la réparation tissulaire. Or des études ont montré
que la signalisation médiée par I'AR pouvait induire la production de cytokines anti-
inflammatoires, dont linterleukine 10 (IL-10), par les lymphocytes T, pour contrdler
linflammation et maintenir 'homéostasie du tissu (Oliveira et al., 2018). A linverse les
traitements a I'acide rétinoiques, inhibent la production de cytokines pro-inflammatoires,
comme linterleukine 12 (IL-12) et TNF-a lors de l'activation des macrophages par les
lipopolysaccharides (LPS) (Oliveira et al., 2018). De plus il a été montré in vitro, que I'apport
d’acide rétinoique pouvait réduire l'inflammation de la muqueuse du colon provenant de
patients atteints de colite ulcéreuse en modulant la voie de signalisation NFkB et ainsi réduire

I'expression de d’oxide nitrique et du facteur TNFa (Huang et al., 2018b; Oliveira et al., 2018).

En conséquence, en contribuant au maintien de lintégrité du microbiote intestinal et a
I'efficacité de la réponse inflammatoire, la vitamine A contribue a préserver l'intégrité du
systeme nerveux central (Figure 6). En effet, un lien bidirectionnel existe entre les maladies
inflammatoire chroniques du systéme digestif (comme la maladie de Crohn) et la mise en place

de la neuroinflammation associée a la neurodégénérescence (Quigley, 2017; Rolli-
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Derkinderen et al., 2020).

Ces travaux, dont la liste n’est pas exhaustive, démontrent le role crucial de la signalisation de
la vitamine A dans les fonctions physiologiques de I'organisme et I'importance de maintenir

son homéostasie.

IV. Altérations du métabolisme de la vitamine A

1. Altération du métabolisme de la vitamine A au cours du vieillissement et intérét

d’'une supplémentation nutritionnelle pour y remédier

Le vieillissement est un processus physiologique, inévitable et irréversible. Il peut étre défini
comme I'ensemble des modifications que subit 'organisme au cours du temps conduisant a
une altération de l'autorégulation, de la régénération et a des changements structurels et
fonctionnels des tissus et organes (Dziechciaz and Filip, 2014). Le métabolisme de la vitamine
A n’échappe pas a ce processus, comme montré par des études chez ’lHomme, mettant en
évidence un affaissement de la signalisation des rétinoides avec I'age. Ces études ont montré
une diminution de I'expression du récepteur RARy (Feart et al., 2005) et du récepteur RXR[3
(Brtko et al., 2007) dans les cellules mononuclées du sang chez des sujets agés sains ( = 61
ans) comparé a des sujets d’age moyen (22-57 ans). De plus, une supplémentation avec de
I'acide rétinoique-13-cis contribuerait a normaliser 'expression des récepteurs de la vitamine
A (Brtko et al., 2007). Dautres études ont également montré une diminution de la
concentration sérique de RBP4 (Kocetfak et al., 2018; Lee et al., 2013). Cependant cette
diminution n’est pas retrouvée dans I'étude de Feart et al., 2005, et pourrait étre imputée aux
dysfonctionnement rénaux qui apparaissent généralement avec l'age et altéreraient
I'élimination de la RBP4 (Kocetak et al., 2018). Ces études n’ont pas mis en évidence de
diminution de la concentration plasmatique de rétinol (Feart et al., 2005; Gardner et al., 1997),
celui-ci étant le marqueur le plus couramment utilisé pour mesurer le statut en vitamine A des
individus (Borel and Desmarchelier, 2017). Cependant, les patients recrutés pour ces études
étaient des sujets agés sains (c’est a dire ne présentant pas de maladies ou d’altérations
comportementales). Or dans des études cliniques mesurant la statut en vitamine A de sujets
agés présentant des déficits cognitifs, on observe que la concentration en rétinol plasmatique
est corrélée a la fonction cognitive (Huang et al., 2018a; Rinaldi et al., 2003; Zeng et al., 2017).
Une diminution de la concentration en rétinol plasmatique pourrait donc étre un bon marqueur

du développement de troubles cognitifs.

Ces observations chez 'Homme sont renforcées par des études sur modéles animaux,

Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 34



principalement conduites & Bordeaux depuis les années 2000. L'effet de l'age sur la
signalisation des rétinoides a été étudié sur des modeles de rongeurs (souris et rats) agés (=
21 mois), comparés a des modéles jeunes (3 mois) ou d’age moyen (4-6 mois). Ces études
ont montré une diminution, avec I'age, de I'expression des récepteurs RARB, RXRB et RXRy
au niveau cérébral (Enderlin et al., 1997a, 1997b; Etchamendy et al., 2001; Feart et al., 2005).
On observe également que I'expression de ces récepteurs, et en particulier de RAR, est
normalisée chez les animaux agés, en comparaisons des animaux jeunes et adultes, lorsqu’ils
regoivent un traitement aigu a 'AR (1 a 4 jours avant I'euthanasie) (Enderlin et al., 1997a,
1997b; Feart et al., 2005) ou chronique (25 jours) (Etchamendy et al., 2001). Une autre étude
a regardé l'effet d’'une supplémentation nutritionnelle préventive en vitamine A sur des souris
a partir de 2 mois, et a montré que cette supplémentation préventive permettait de prévenir la
diminution d’expression de RARB dans I'hippocampe observée a 23 mois chez les animaux
agés non supplémentés, mais également de prévenir les déficits mnésiques liés a I'age
(Mingaud et al., 2008). Par ailleurs les effets bénéfiques de la supplémentation nutritionnelle
en vitamine A sur l'altération de mémoire spatiale liée a 'dge sont également retrouvés chez
des rats agés (12-13 mois) supplémentés pendant 4 mois (Touyarot et al., 2013) ou méme
seulement 4 semaines (Dumetz et al., 2020b).

De plus il semblerait que la supplémentation nutritionnelle en vitamine A soit plus efficace
gu’une supplémentation en AR (injections sous-cutanés) sur le long terme ; Dans I'étude de
Mingaud et al., 2008, la préservation de I'expression de RAR dans I'hippocampe ainsi que la
mémoire de travail sont plus importantes en cas de supplémentation nutritionnelle comparée
a un traitement a 'AR (pendant 3 semaines) ou a une combinaison de la supplémentation
nutritionnelle et du traitement a 'AR. |l ne semblerait donc pas y avoir d’effet synergique entre

la supplémentation nutritionnelle préventive en vitamine A et un traitement a I'AR plus tardif.

Des études menées chez des rats agés permettent de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans l'altération de la signalisation de la vitamine A avec I'age. Ces études décrivent
une diminution de la concentration sérique de rétinol (Dumetz et al., 2020b; Touyarot et al.,
2013) et I’AR (Dumetz et al., 2020b) avec I'age. Cette diminution est retrouvée au niveau de
I'hippocampe des rats agés, mais a l'inverse on observe une augmentation des taux de rétinol
et d’AR dans le foie des rats agés (16 mois), comparés aux animaux jeunes (3 mois) (Dumetz
et al., 2020b). Ces résultats suggérent qu’avec I'age, le foie maintient sa capacité a stocker la
vitamine A mais que les mécanismes permettant son adressage et son utilisation au niveau
cérébral semblent étre affectés, entrainant une augmentation des stocks hépatiques de rétinol
et d’AR et une diminution des taux hippocampiques. Cette hypothése est soutenue par I'étude
de (Dawson et al., 2000) qui montre que l'activité de la LRAT (qui permet I'estérification du

rétinol en esters de rétinol pour son stockage) augmente lors d'une supplémentation
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nutritionnelle en vitamine A, mais qu’elle n’est pas altérée chez des rats agés de 20 mois
compareés a des rats de 8 mois. De plus I'étude de Wotoszynowska-Fraser et al., 2021 montre
que l'expression de STRAG (entrée du rétinol dans les cellules) est diminuée dans
I'hippocampe de rats agés (24 mois) alors qu’en paralleles I'expression CYP26B1
(catabolisme de I'AR) est augmentée.

Au niveau hippocampique des rats &gés il y a donc une diminution de I'apport en rétinol et en
paralléle une augmentation du catabolisme de son métabolite 'AR. En outre, Wotoszynowska-
Fraser et al., 2021, ont également montré que les troubles mnésiques des rats agés étaient
associés a une augmentation de l'expression de ALDH1 dans I'hippocampe et une
augmentation des taux de RBP4 circulant, laissant suggérer la mise en place d’'un mécanisme
compensatoire par 'organisme pour augmenter la synthése d’AR au niveau de I'hippocampe
avec 'age, et ainsi pallier aux déficits mnésiques associés. Les résultats de I'étude de Dumetz
et al., 2020b soutiennent cette hypothése en montrant que la supplémentation nutritionnelle
en vitamine A des rats agés augmente les taux de rétinol et d’AR dans I'hippocampe et

améliore la mémoire spatiale.

Par ailleurs, les effets de I'age sur la signalisation des rétinoides peuvent étre modélisés par
des carences nutritionnelles en vitamine A (Lane and Bailey, 2005). Une déprivation
nutritionnelle en vitamine A chez des souris induit une diminution de I'expression des
récepteurs RARB, RXRB et RXRy dans le cerveau (Enderlin et al., 2000; Etchamendy et al.,
2003) ainsi qu’'une diminution de la concentration de rétinol plasmatique (Bonhomme et al.,
2014b) et hépatique (Enderlin et al., 2000). Une supplémentation nutritionnelle (Bonhomme et
al., 2019) ou un traitement a 'AR (Enderlin et al., 2000) tend a normaliser I'expression de ces
récepteurs chez I'animal agé. Il est a noter que la supplémentation en vitamine A chez les
contréles jeunes (Enderlin et al., 1997b) ou les animaux sous régime contréle (Bonhomme et
al., 2019) r’induit pas d’augmentation d’expression des récepteurs de I'AR, soulignant la

régulation fine du métabolisme de la vitamine A par I'organisme en conditions physiologiques.

En conclusion ces études soutiennent I'hnypothése d’un affaissement de la voie de signalisation
des rétinoides au cours du vieillissement. De plus, la supplémentation nutritionnelle en
vitamine A semble étre une piste prometteuse pour y remédier et ainsi éviter les altérations

cérébrales associées.
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2. Autres facteurs contribuant a I'altération du métabolisme de la vitamine A

Le vieillissement est un processus multifactoriel qui peut étre plus ou moins amplifié d’'un
individu a l'autre par différents facteurs tel que la variabilité génétique interindividuelle ou
encore I'environnement (Khan et al., 2017). Ces différents facteurs vont contribuer a orienter
le vieillissement vers un processus physiologique, aussi appelée vieilissements en santé
(c’est a dire sans développer de maladie) ou vers un processus pathologique (Figure 7). Parmi
ces facteurs, certains mettent en jeu une altération du métabolisme de la vitamine A et par

conséquent une accélération de I'affaissement de la signalisation des rétinoides (Figure 7).
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Figure 7 : Vieillissement en santé vs pathologique : implication de la signalisation des rétinoides.
Abréviations : AR, Acide Rétinoique ; RAR, Retinoic Acid Receptor ; RXR, Retinoid X Receptor. Inspiré
de I'hypothése de JP. Bouchon, 1984 « 1+2+3 ou comment tenter d’étre efficace en gériatrie ».

a. Polymorphisme génétique

Des études de génome entier ont mis en évidence un polymorphisme nucléotidique associé
aux concentrations plasmatique de rétinol et de 3-caroténe, ainsi qu’a la biodisponibilité du -
caroténe (Borel and Desmarchelier, 2017; Borel et al., 2015). Ces variations génétiques
pourraient expliquer, du moins en partie, les variations inter-individuelles du statut en vitamine
A et de sa biodisponibilité. Ce polymorphisme génétique concerne notamment la transthyretin
(TTR), impliquée dans le transport du rétinol plasmatique et qui est également étudiée comme

un potentiel biomarqueur de la maladie de Parkinson (Alberio et al., 2013; Argielles et al.,
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2010). Les P-glycoprotéines ATP-binding cassette A1 (ABCA1) et ATP-binding cassette B1
(ABCBL1), qui contribuent a I'entrée du B-caroténe dans les muqueuses intestinales, sont
également affectées par ce polymorphisme génétique (Borel and Desmarchelier, 2017) et leur
polymorphisme a été mis en évidence comme un facteur de risque dans la maladie de
Parkinson (Li et al., 2014c; Narayan et al., 2015; Ya and Lu, 2017).

Nous voyons ici une premiere piste indiquant que le polymorphisme génétique altérant le

métabolisme de la vitamine A pourrait contribuer a I'étiologie de la maladie de Parkinson
(Figure 8).
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Figure 8 : Schéma représentant les facteurs influengant le métabolisme de la vitamine A

Abréviations : ABCA1, ATP-Binding Cassette Al; ABCB1, ATP-Binding Cassette Bl; TTR,
Transthyretin.
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b. Facteurs environnementaux

Outre les facteurs génétiques, des facteurs environnementaux contribuent également a la
diminution de la signalisation de la vitamine A (Figure 8). En premier lieu, ces facteurs
environnementaux concernent le style de vie et les habitudes de consommation alimentaire
des individus, qui vont influer sur la quantité d’apport en vitamine A et leur forme (p.ex. régime
riche en viande ou a l'inverse végétarien, prise de compléments alimentaires) (Carazo et al.,
2021). L’association entre la consommation d’alcool et l'altération de la signalisation des
rétinoides a également été clairement établie (Clugston and Blaner, 2012). La voie oxydative
du métabolisme de [I'éthanol chez I'Homme nécessite l'action de I'ADH (alcool
déshydrogénase). Or 'ADH permet également I'oxydation du rétinol en rétinaldéhyde (I'étape
précédant la formation d’AR) (Molotkov and Duester, 2002). Il y a donc une compétition entre
métabolisme de la vitamine A et métabolisme de l'alcool. De plus la consommation d’alcool
induit un changement d’activité des différentes isoformes de 'ALDH1 (Leo et al., 1989) et des
isoformes de CYP26 (catabolisme vitamine A) (Kane et al., 2010). Ces différentes interactions
entre le métabolisme de la vitamine A et celui de I'éthanol pourraient expliquer la diminution
des stocks hépatiques de rétinol et d’AR associée a la consommation d’alcool chez la souris,
(Clugston and Blaner, 2012). Parmi les facteurs environnementaux impactant le métabolisme
de la vitamine A, on peut également mentionner certains pesticides, comme la bénomyl et la
roténone, qui agissent en inhibant ’ALDH et qui sont reconnus comme facteurs de risque pour

la maladie de Parkinson (Casida et al., 2014; Fitzmaurice et al., 2014).

c. Facteurs métaboligues

Enfin, on peut distinguer les facteurs métaboliques des facteurs environnementaux dans les
mécanismes contribuant a I'altération de la signalisation médiée par la vitamine A (Figure 8).
Parmi ces facteurs métaboliques, on peut citer les maladies cceliaques, ou toute autre maladie
métabolique perturbant I'absorption intestinale des nutriments et celles impactant le transport
des lipides (Riabroy and Tanumihardjo, 2014; Tanumihardjo et al., 2016). Par ailleurs, I'obésité
est associée a une déficience en vitamine A (Viroonudomphol et al., 2003). En effet, il a été
montré que la biodisponibilité de la vitamine A est diminuée suite a un régime obésogéne chez
la souris, la vitamine A étant retenue dans le tissus adipeux (Blaner, 2019; Trasino et al., 2015).
De plus, compte tenu de I'importance de 'AR dans le systéme immunitaire, les infections
chroniques peuvent également contribuer & une déficience en vitamine A (Wiseman et al.,

2017) en mobilisant une partie du stock total de vitamine A dans I'organisme (Luo et al., 2009).
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En conclusion, la vitamine A est impliquée dans de nhombreux processus physiologiques de
'organisme, en particulier au niveau cérébral ou une altération de la signalisation des
rétinoides est associée a des troubles cognitifs et comportementaux. Ainsi le maintien de
I'hnoméostasie de la signalisation médiée par les rétinoides est essentiel au fonctionnement
normal du cerveau. Or il a été montré que la biodisponibilité des rétinoides diminue au cours
du vieillissement, I'dge étant également le premier facteur de risque des maladies
neurodégénératives. Par ailleurs, cette diminution de la signalisation des rétinoides est
renforcée par des facteurs génétiques, environnementaux et métaboliques, impactant le
métabolisme de la vitamine A et dont certains sont communs aux facteurs de risque de la
maladie de Parkinson. Ainsi, on peut supposer qu’une altération du métabolisme de la vitamine
A et de sa signalisation contribue a orienter le vieillissement vers un processus pathologique
et le développement de maladies neurodégénératives, dont la maladie de Parkinson (Figure
8).

La maladie de Parkinson est communément appelée la maladie du mouvement. Or il a été
montré que des rats carencés en vitamine A présentent des altérations motrices similaires a
celles observées dans les modéles animaux de la maladie (Carta et al., 2006). Par ailleurs,
les structures cérébrales associées a I'étiologie de la maladie de Parkinson, le striatum et la
substance noire compacte, sont particulierement sensibles a la signalisation des rétinoides
(Krezel et al., 1999; McCaffery and Drager, 1994). Ces observations renforcent 'hypothése
d’'une association entre une altération de la signalisation des rétinoides et le développement

de la maladie de Parkinson.
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CHAPITRE 2. La maladie de Parkinson et I’implication de la voie
nigro-striée

I. L’implication de la voie nigro-striée dans le contréle du mouvement

volontaire

1. Les ganglions de la base : implication de la boucle motrice dans le contréle du

mouvement volontaire

Avant de parler de la maladie de Parkinson, décrivons le réseau de structures cérébrales dans
lequel la voie nigro-striée participe au contréle du mouvement volontaire.

Les ganglions de la base correspondent a un ensemble de noyaux sous-corticaux situés a la
base du cerveau, d’ou leur nom, et permettent notamment de sélectionner I'action a effectuer
pour avoir un comportement dirigé vers un but (Obeso et al., 2008). La boucle motrice des
ganglions de la base comprend plusieurs noyauy, le striatum, la substance noire pars reticulata
(SN, le globus pallidus, séparé en deux segments, interne (GPi) et externe (GPe) et le noyau
sous-thalamique (NST) (Groenewegen, 2003). Ces structures s'intégrent dans une boucle
« cortico-striato-thalamo-cortical » impliguée dans le contrdle du mouvement volontaire. A
noter que le striatum peut également étre divisé en striatum dorsal et striatum ventral, la partie
ventrale correspondant au noyau accumbens (associé aux tubercules olfactifs et aux ilots de
Calleja chez le rongeur) (Durieux et al., 2012). Néanmoins dans le reste du manuscrit le terme
« striatum » fera référence au striatum dorsal.

'y a 2 grands types de signalisation dans le systéme des ganglions de la base, une
signalisation glutamatergiques excitatrice, médiée par le glutamate (Glu), et une signalisation
inhibitrice GABAergique, médiée par I'acide y-aminobutyrigue GABA). Mis a part le NST, qui
est une structure glutamatergique, les autres structures des ganglions de la bases (striatum,
GPe, GPi, SNr) sont constitués de neurones GABAergiques dont les projections exercent un
effet inhibiteur sur leurs structures cibles (Lanciego et al., 2012).

L’ensemble des aires corticales projette sur le striatum, qui constitue la principale structure
d’entrée de I'information de la boucle motrice des ganglions de la base, tandis que le GPi et la
SNr correspondent aux structures de sortie (Dudman and Krakauer, 2016). Le NST est, quant
a lui, a la fois une structure d’entrée (recoit les afférences du cortex), et une structure relais du
striatum. Le striatum recoit également des afférences excitatrices du thalamus. Le striatum
projette quant & lui par ses afférences inhibitrices vers la SNr et le GPi, ou alors vers le GPe,
ce qui constitue respectivement la voie directe et la voie indirecte (Figure 9). Au sein de la

voie indirecte, le GPe recoit les afférences du striatum et projette sur le NST avant d’atteindre
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le GPi et la SNr. Il existe une troisieme voie au sein des ganglions de la base, la voie
hyperdirecte, formée par les projections du cortex vers le NST, et du NST vers la SNr (Figure
9). En sortie des ganglions de la base, la principale cible de ces structures est le thalamus.
Lorsqu’il est activé, le thalamus envoie des projections glutamatergiques excitatrices au
cortex, et ainsi le cortex moteur initie le mouvement. La voie directe et la voie indirecte ont des
effets opposés sur le thalamus et donc sur l'initiation du mouvement. De fagcon simplifiée, dans
la voie directe les projections GABAergiques du striatum vers le GPi et la SNr permettent la
levée de l'inhibition exercée par ces structures sur le thalamus. On considére donc que la voie
directe est activatrice du mouvement. Dans la voie indirecte, les projections GABAergiques du
striatum inhibent le GPe, entrainant la désinhibition du NST. Les projections excitatrices
glutamatergiques du NST vont activer les neurones du GPi et de la SNr et ainsi maintenir
I'inhibition exercée par ces structures sur le thalamus. La voie indirecte est donc inhibitrice du
mouvement (Calabresi, 2014; Groenewegen, 2003; Lanciego et al., 2012; Redgrave et al.,
2010) (Figure 9). La voie hyperdirecte est également inhibitrice du mouvement, le NST relaye
les entrées corticales en excitant les structures de sortie des ganglions de la base et ainsi
inhibe le thalamus (Maurice et al., 1998; Nambu et al., 2002). Le contrdle de I'activité du
thalamus est donc médié par une séquence inhibition / désinhibition / inhibition puisque le GPi
et la SNr inhibent en continu le thalamus via leurs projections GABAergiques qui ont une
activité tonique élevée. A I'échelle de la commande motrice, c’est la voie directe qui ‘permet’
le mouvement, par la désinhibition du thalamus, tandis que I'activation des voies hyperdirecte
et directe permet d’encadrer et de raffiner la séquence temporelle d’activation de la voie

directe, en renforcant l'inhibition du thalamus.

La boucle motrice décrite ci-dessus est largement modulée par la substance noire pars
compacta (SNc). La SNc est un noyau modulateur dopaminergique des ganglions de la base
et innerve massivement les autres noyaux en particulier le striatum qui est une structure dite
dopamino-sensible (Figure 9). L’innervation du striatum par la SNc constitue la voie nigro-
striée et joue un réle indispensable dans la régulation du contréle du mouvement volontaire
par les ganglions de la base, puisque les perturbations de cette voie entrainent des troubles

moteurs importants (Redgrave et al., 2010).
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Figure 9 : Schéma des boucles principales des ganglions de la base

Abréviations : DA, Dopamine ; D1R, Récepteur D1 a la Dopamine ; D2R, Récepteur D2 a la Dopamine ;
GABA, acide y-aminobutyrique ; Glu, Glutamate ; GPe, Globus Pallidus externe ; GPi, Globus Pallidus
interne ; NST, Noyau Sous-Thalamique ; SNc, Substance Noire pars compacta ; SNr, Substance Noire
pars reticulata.

2. Caractérisation de la voie nigro-striée

a. La substance noire pars compacta (SNc)

La SNc est essentiellement constituée de neurones dopaminergiques, qui produisent de la
dopamine (DA), un neuromodulateur. Le corps cellulaire de ces neurones est présent dans la
SNc, et leurs extrémités axonales, ainsi que les synapses, projettent entre autres sur le
striatum (Obeso et al., 2017).

Les neurones dopaminergiques présents dans le systeme nerveux central ont initialement été

ségrégeés selon leur localisation anatomique et les structures sur lesquelles ils projettent. lls
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ont ainsi été divisés en 3 groupes, les neurones A10, présents au hiveau de I'aire tegmentale
ventrale (ATV), les neurones A9, présents dans la SNc et participant a la signalisation de la
voie nigro-striée, et les neurones A8 au niveau de la zone rétro-orbitaire (Lanciego et al., 2012;
Obeso et al., 2008). Cependant, des études d’expression génique ont montré qu’il existait
différentes sous-population de neurones dopaminergiques présents dans un ou plusieurs de
ces clusters (Poulin et al., 2014, 2018). Ces différents sous-types de neurones
dopaminergiques expriment des protéines différentes pouvant leur conférer des propriétés
fonctionnelles distinctes. Les différences de réseau et fonction de ces sous-populations sont
encore mal connues car leur étude est en plein essor. Cette hétérogénéité des neurones
dopaminergiques pourrait contribuer a la diversité d’action du systéme dopaminergique et sera

évoquée plus loin dans la these.

b. Le striatum

Le striatum doit son nom aux nombreux faisceaux de fibres qui le traverse et lui confére une
apparence striée (Lanciego et al., 2012).

Le striatum contient en majorité des neurones de projections appelés neurones épineux
moyens (MSNs pour medium sized-spiny neurons en anglais), du fait de leur arborisation
dendritique trés dense en épines dendritiques (synapses glutamatergiques) (Deutch et al.,
2007). Les MSNs sont des neurones inhibiteurs GABAergiques, ils sont donc capables de
libérer le neurotransmetteur GABA et ainsi inhiber leurs neurones GABAergiques cibles
(Deutch et al., 2007). L’activité des MSNs est modulée par les afférences dopaminergiques de
la SNc par lintermédiaire des récepteurs a la dopamine qu’ils expriment. Les MSNs du
striatum peuvent exprimer les récepteurs a la dopamine de type D1 (D1R) ou de type D2
(D2R). Une faible proportion de MSNs peut co-exprimer ces deux types de récepteurs
(Humphries and Prescott, 2010; Ren et al., 2017). Les MSNs représentent 90 % de la
population neuronale totale du striatum, cela explique pourquoi le striatum est une structure
dopamino-sensible (Deutch et al., 2007).

Le deuxieme type de neurones exprimés dans le striatum sont les interneurones qui
représentent environ 10 % de la population neuronale totale du striatum. Les interneurones
peuvent étre divisés en plusieurs catégories ; les interneurones cholinergiques utilisant
I'acétylcholine comme neurotransmetteur, aussi connus sous le nom de neurones a activité
tonique (TAN), et les interneurones GABAergiques qui sont de plusieurs types. Les
interneurones GABAergiques expriment des protéines de liaison au calcium, soit la
parvalbumine (neurones PV) soit la calretinine (neurones FSI pour fast-spiking interneurons.
Il existe un troisieme phénotype d’interneurone GABAergiques qui sont capables de

synthétiser I'oxide nitrique. L’ensemble de ces interneurones forme un microcircuit avec les
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MSNs dans le striatum et contribue a moduler I'activité des MSNs (Lanciego et al., 2012)

(Figure 10).
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Figure 10 : Organisation des microcircuits du striatum et de ses sous-types neuronaux

(A) Vue dorsale d’un cerveau de souris illustrant les noyaux des ganglions de la base. dSTR, striatum
dorsal ; GPe, Globus Pallidus Externe ; GPi, Globus Pallidus Interne ; STN, Noyau Sous-Thalamique ;
SNr, Substance Noire pars reticula ; SNc, Substance Noire pars compacta. (B1) Représentation de la
proportion de neurones du striatum chez la souris. SPN, neurones épineux moyens (ou MSNs) (90 %).
Les SPNs sont divisés selon les structures sur lesquelles ils projettent dans les ganglions de la base,
les dSPN pour la voie directe, les iSPN pour la voie indirecte. IN, Interneurones du striatum (10 %),
incluant les interneurones cholinergiques et les interneurones GABAergiques. (B2) Représentation de
la proportion de sous types d’interneurones du striatum. FS, Fast-spiking interneurones GABAergiques
exprimant la parvalbumine (neurones PV) ; LTS, Low-threshold spiking interneurons GABAergiques ;
CR interneurones GABAergiques exprimant la calretinine; TH-IN, interneurones GABAergiques
exprimant la Tyrosine Hydroxylase ; ChIN, Interneurones Cholinergiques. (C) Schéma de la connectivité
dans le striatum dorsal, impliquant les SPNs de la voie directe et les SPNs de la voie indirecte, ainsi
gue les interneurones FS, LTS et ChIN. Les probabilités de connections au sein et entre les sous-types
neuronaux sont indiquées par des fleches respectives. Les chiffres en rouge correspondent aux
probabilités de connexion entre 2 neurones dont les somas se trouvent a une distance de 50 pm, tandis
que les chiffres en bleu correspondent aux probabilités de connexion a 100 um. Source : (Hjorth et al.,

2020).
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Il est généralement admis que le nombre de neurones MSNs exprimant D1R (D1 MSNSs) ou
exprimant D2R (D2 MSNSs) est relativement homogéne dans I'ensemble du striatum (Durieux
et al., 2012; Ren et al., 2017). Cependant le striatum n’est pas une structure uniforme et outre
une division en striatum dorsal et striatum ventral, le striatum dorsal peut lui-méme étre
subdivisé selon I'axe latéral-médial en striatum dorsolatéral (DLS) et striatum dorsomédial
(DMS) (Durieux et al., 2012; Voorn et al., 2004) (Figure 11). De plus le striatum dorsal est
également divisible en 3 régions selon I'axe rostro-caudal (ou antéro postérieur chez les
quadripédes) (Favier et al., 2017; Martin et al., 2019; Ren et al., 2017) (Figure 11). Ces
régionalisations anatomiques sont en lien avec la régionalisation fonctionnelle du striatum
(Martin et al., 2019). En effet, les différentes régions ne recoivent pas les mémes afférences
excitatrices (cortex et thalamus), induisant des schémas d’activation des D1 et D2 MSNs
différents (Durieux et al., 2012; Lu et al., 2021).
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Figure 11 : Régionalisation spatiale du striatum

Les illustrations représentent des coupes coronales de cerveau de rat d’aprés Paxinos and Watson,
2007. Les 3 niveaux de striatum selon I'axe antéro-postérieur sont désignés comme antérieur (bregma
. +2.2), intermédiaire (bregma : +1.6) et postérieur (bregma : +0.7) d’aprés Favier et al., 2017.
Abréviations : AC, Commissure Antérieure ; DLS, Striatum Dorsolatéral ; DMS, Striatum Dorsomédial ;
Str, Striatum (Inspiré de : Favier et al., 2017; Humphries and Prescott, 2010). Note : le striatum ventral
est lui aussi sub-divisé en 2 parties, le core et le shell.
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c. Réqgionalisation structurelle du striatum : Les striosomes et la matrice

Outre les divisions fonctionnelles et anatomiques, le striatum peut étre subdivisé en 2
compartiments, les striosomes et la matrice (Méartin et al., 2019). Cette régionalisation peut
notamment étre mise en évidence par la visualisation de I'expression de I'enzyme
acétylcholinestérase (AChE), I'enzyme qui assure I'hydrolyse de I'acétylcholine (ACh). Le
marquage immuno-histochimique du striatum met en évidence plusieurs zones, ou taches,
avec une faible expression de 'AChE, ces zones correspondant aux striosomes ; et a I'inverse
des zones exprimant fortement 'AChE, qui correspondent a la matrice (Lanciego et al., 2012;
Sgroi and Tonini, 2018). Par ailleurs le récepteur couplé aux protéines G, u opioide (MORL1),
est considéré comme un marqueur des striosomes dans le striatum, puisqu’il est uniquement
exprimé dans les striosomes et absent dans la matrice (Brimblecombe and Cragg, 2017,
Lanciego et al., 2012) (Figure 12). Les striosomes représentent 10-15 % du volume total du
striatum (Brimblecombe and Cragg, 2017; Sgroi and Tonini, 2018). Les striosomes sont
intégrés dans la matrice environnante pour former une structure labyrinthique (Figure 12). Par
ailleurs il a été montré que les niveaux de DA sont plus élevés dans la matrice que dans les
striosomes alors qu’il y a d’avantage d’afférences dopaminergiques de la SNc vers les
striosomes que vers la matrice (Brimblecombe and Cragg, 2017).

Plusieurs hypotheses impliquant les protéines exprimées de facon différentielle entre les 2
compartiments ont été évoquées pour expliquer cette hétérogénéité des taux de dopamine
entre les striosomes et la matrice. Les striosomes sont enrichis en enképhaline, en calrétinine,
en substance P et en D1R. A l'inverse la matrice contient majoritairement de la parvalbumine,
le D2R et 'enzyme choline acetylstransferase (ChAT), qui est 'enzyme permettant la synthese
d’acétylcholine (Brimblecombe and Cragg, 2017; Lanciego et al., 2012). Ces divergences
entre les striosomes et la matrice sous-tendent I'hypothése d'un réle différent dans la
régulation fonctionnelle du striatum. Les MSNs et les interneurones présents dans chaque
compartiment peuvent interagir entre eux et échanger des informations, néanmoins leurs
afférences et leurs territoires de projections semblent distincts (Brimblecombe and Cragg,
2017; Gerfen, 1992; Sgroi and Tonini, 2018). Les afférences glutamatergiques provenant des
aires sensori-motrices et associatives du cortex cérébral innervent principalement la matrice,
tandis que les aires limbiques du cortex innervent essentiellement les striosomes, faisant des
striosomes des sous-territoires limbiques au sein du striatum sensori-moteur (Figure 12).
Concernant les projections de ces deux compartiments, les MSNs présents dans les
striosomes sont les seuls neurones du striatum a projeter sur les neurones dopaminergiques
de la SNc; la SNc projetant ses afférences dopaminergiques en retour sur 'ensemble du
striatum (striosomes et matrice) (Crittenden and Graybiel, 2011a; Gerfen, 1992; Lanciego et

al., 2012; Sgroi and Tonini, 2018) (Figure 12). Ainsi, 'organisation du striatum en striosomes

Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 47



et matrice est dépendante a la fois des afférences corticales, des efférences du striatum, et
des marqueurs neurochimiques qui les composent (Gerfen, 1992).

Par ailleurs nous avons vu gque le récepteur des opioides MOR1, était particulierement exprimé
au niveau des striosomes, or la signalisation médiée par les opioides est impliquée dans la
neurotransmission et la plasticité du striatum (Brimblecombe and Cragg, 2017; Tajima and
Fukuda, 2013). De maniere intéressante, I'expression des récepteurs aux opioides est
diminuée dans le striatum des patients parkinsoniens et dans des modeles animaux de la
maladie de Parkinson (Sgroi and Tonini, 2018). Ces observations renforcent 'hypothése d’un
réle prédominant de ces compartiments dans le maintien de l'intégrité fonctionnelle du
striatum. Néanmoins le role exact des striosomes et leurs mécanismes d’actions sont encore
mal connus, autant en conditions physiologiques que pathologiques. Ceci est notamment dd
a la difficulté méthodologique d’étudier séparément les striosomes et la matrice. Depuis
guelgues années, le développement de modéles de souris transgéniques a permis un nouvel
essor pour la recherche sur les striosomes, ce qui va permettre d’augmenter les
connaissances sur ce sujet dans les années a venir (Cai et al., 2014; Crittenden et al., 2016,
2017).

afférences afférences afférences
Sensorimotrices associatives limbiques
ocz? A _ L
Immunomarquage MOR1 ‘&0 o 4 [[] Matrice et projections
Y;gz’ cf . N ; [ Striosomes et projections

[[] Projection voie direct

[] Projection voie indirect

SNc projection spécifique
des striosomes

Striosomes

\

Matrice —»

Figure 12 : Régionalisation structurelle du striatum : Striosomes et matrices

A gauche, immunomarquage avec MOR1 sur une coupe coronale de cerveau de rat (réalisée au
laboratoire). A droite, schéma des afférences et territoires de projections des striosomes et de la
matrice. Abréviations : AC, Commissure Antérieure ; GPe, Globus Pallidus externe ; GPi, Globus
Pallidus interne ; SNc, Substance Noire pars compacta ; SNr, Substance Noire pars reticula (Adapté de
(Crittenden and Graybiel, 2011a).
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3. Implication de la voie nigro-striée dans le contr6le du mouvement volontaire

a. Implication de la voie nigro-striée via la signalisation dopaminergigue

Outre le type de récepteur a la dopamine qu’ils expriment, les MSNs du striatum se distinguent
par les structures sur lesquelles ils projettent dans les ganglions de la base ; les D1 MSNs
sont a 'origine de la voie directe, tandis que les D2 MSNs sont a 'origine de la voie indirecte.
Nous avons vu précédemment que l'initiation du mouvement était le résultat d’'une séquence
inhibition/désinhibition des différents noyaux des ganglions de la base, initiée par les
projections inhibitrices du striatum sur les structures de sortie (dans le cadre des voies directe
et indirecte).

Or, comme dit précédemment, I'excitabilité des D1 et D2 MSNs est modulée par la DA. Les
récepteurs de la DA sont des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) induisant une
cascade de signalisation différente selon le type de protéine G qu'ils activent ; protéine Gq
activatrice ou protéine Gi inhibitrice (Ericsson et al., 2013). Les récepteurs de type D1 (« D1-
like receptors », comprenant les sous-types D1 a D5) sont couplés a des protéines Gqg qui
lorsqu’ils sont activés par la liaison de la DA, activent 'adénylate cyclase augmentant ainsi
I'activité de son second messager 'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), ce qui produit
un effet activateur sur les MSNs exprimant D1. A l'inverse, les récepteurs de la DA de type D2
(« D2-like receptor, comprenant les sous-types D2 et D3) sont couplés a des protéines Gi, la
liaison de la DA entrainant une inhibition de I'activité de 'AMPc et par conséquent un effet
inhibiteur sur les D2 MSNs (Ericsson et al., 2013).

Ainsi, les afférences dopaminergiques de la SNc ont un effet activateur sur les D1 MSNs (voie
directe) et un effet inhibiteur sur les D2 MSNs (voie indirecte) (Ericsson et al., 2013). Cet effet
dichotomique des projections dopaminergiques sur les MSNs du striatum est a l'origine de
I'équilibre entre voie directe et voie indirecte permettant la régulation fine du contréle du
mouvement volontaire par les ganglions de la base (Groenewegen, 2003; Redgrave et al.,
2010). Par conséquent la perte de neurones dopaminergiques et de leurs projections sur le
striatum conduit a un déséquilibre, avec une hyperactivité de la voie indirecte (inhibition du
mouvement), et une hypoactivité de la voie directe (initiation du mouvement), renforcée par
une affinité plus forte de la DA pour le D2R vis-a-vis du D1R. Il est couramment admis que ce
déséquilibre est & la base des bradykinésies observées dans la maladie de Parkinson
(Calabresi, 2014; Hunger et al., 2019; Obeso et al., 2008).

Les arborisations axonales des projections dopaminergiques nigrostriatales sont extrémement
denses. Il a été montré chez le rat que un axone dopaminergique innerve environ 75 000

MSNs dans le striatum, et que 1 MSN est innervé par 100 & 200 neurones dopaminergiques
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de la SNc (Lanciego et al., 2012). Cette profusion de contacts synaptiques entre la SNc et le
striatum peut expliquer que les symptémes moteurs de la maladie de Parkinson n’apparaissent
qu’a partir de 60-70 % de perte des neurones DA de la SNc, ce qui correspond a une déplétion

d’environ 80% des afférences dopaminergiques dans le striatum (Raza et al., 2019).

Ainsi, méme si le role clé de la DA dans le contréle du mouvement volontaire, et plus largement
dans I'étiologie de la maladie de Parkinson est établi, la DA n’est pas le seul neuromodulateur
impliqué dans la fonction striatale et I'équilibre entre voie directe et voie indirecte. Il y a
notamment la noradrénaline, la sérotonine, les opioides, les neuropeptides et I'acétylcholine.
La littérature montre que la vitamine A module également I'acétylcholine dans le striatum, c’est

pourquoi nous allons nous concentrer sur ce neuromodulateur.

b. Modulation de la signalisation dopaminergique par I'acétylcholine

La régulation fine de l'activité des ganglions de la base est médiée principalement par 2
neuromodulateurs, la DA dont nous venons de parler, et 'ACh. Les interneurones
cholinergiques du striatum et les afférences dopaminergiques de la SNc interagissent dans un
équilibre dynamique pour moduler les voies directe et indirecte des ganglions de la base
(Ztaou and Amalric, 2019) (Figure 13). Les interneurones cholinergiques projettent dans
'ensemble du striatum, expliquant la concentration élevée de marqueurs cholinergiques,
AChAT et AChE dans cette structure (Ztaou and Amalric, 2019).

L’ACh présente dans le striatum provient essentiellement des interneurones cholinergiques du
striatum cités précédemment, mais également des projections cholinergiques du noyau
pédoculopontin (NPP) (larkov et al., 2020). Le NPP est un noyau du tronc cérébral dont les
neurones cholinergiques projettent sur le NST et le striatum, et qui est inhibé en retour par les
projections GABAergiques des noyaux de sortie des ganglions de la base, le GPi et la SNr
(Takakusaki et al., 2003). Le NPP est impliqué dans la fonction locomotrice et le tonus postural,
et on observe une dégénérescence des neurones cholinergiques de cette structure dans le
cerveau de patients parkinsoniens (Chastan et al., 2009; Karachi et al., 2010). Par ailleurs, de
fagon concomitante a la perte des neurones DA dans la maladie de Parkinson, on observe
également une diminution de l'activité de ChAT (enzyme de synthése de 'ACh) (Lange et al.,
1993; Rizzi and Tan, 2017). Ces observations illustrent I'importance de la signalisation
cholinergique, en interaction avec la signalisation dopaminergique, dans le contrdle du

mouvement volontaire médié par les ganglions de la base.

L’action de I'’Ach est médiée par 2 types de récepteurs, les récepteurs nicotiniques, et les

récepteurs muscariniques (Figure 13). Les récepteurs nicotiniques sont, des canaux
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cationiques constitués de plusieurs sous unités a et § et induisant une réponse excitatrice
rapide. Ces récepteurs sont essentiellement situés au niveau des terminaisons présynaptiques
des neurones glutamatergiques et des neurones dopaminergiques et leur activation contribue
a la libération de neurotransmetteurs et de neuromodulateurs par ces neurones (Rizzi and
Tan, 2017). Les récepteurs muscarinigues sont quant a eux des récepteurs couplés aux
protéines G (tout comme les récepteurs de la DA) et sont classés en 2 catégories ; les
récepteurs muscariniques de type M1 couplés a une protéine Gq (comme le récepteur D1R)
induisant une réponse excitatrice, et les récepteurs muscariniques de type M2, couplés a une
protéine Gi (comme le récepteur D2R) induisant une diminution de I'excitabilité des neurones

a la surface desquels ils sont exprimés (Rizzi and Tan, 2017).

L’ACh joue donc a la fois le r6le de modulateur de la libération de DA par les neurones
dopaminergiques, et le role de modulateur de l'activit¢ des D1 MSNs et des D2 MSNS,
permettant ainsi un niveau de régulation supplémentaire sur I'activation de la voie directe et
de la voie indirecte des ganglions de la base médiée par la dopamine.

De facon simplifiée, suite a leur liaison a 'ACh les récepteurs nicotiniques situés au niveau
des terminaisons axonales des neurones dopaminergiques augmentent I'excitabilité de ces
neurones et la libération de DA au niveau du striatum (Exley and Cragg, 2008) (Figure 13).
En paralléle la DA contrdle la libération de ACh via ses récepteurs D1R et D2R exprimés par
les interneurones cholinergiques. L’ensemble des interneurones cholinergiques expriment le
D2R (inhibiteur) mais seule une faible proportion exprime le D1R (activateur). Ainsi la libération
de DA induite par I'ACh au niveau pré-synaptique va induire l'inhibition de la libération d’ACh
en retour, via l'activation des D2R, formant une premiéere boucle de rétrocontréle entre la DA
et 'ACh (Exley and Cragg, 2008; Threlfell et al., 2012).

Concernant la régulation des voies directe et indirecte, les MSNs expriment a leur surface les
récepteurs muscariniques de I'ACh, en plus des récepteurs dopaminergiques (Figure 13). Les
D1 MSNs (voie directe) sont activés par I'action de la DA sur ses D1R et inhibés par I'action
de 'ACh sur ses récepteurs muscariniques de type M2. A linverse, les D2 MSNs (voie
indirecte) sont inhibés par I'action de la DA sur ses D2R et activés par I'action de 'ACh sur
ses récepteurs muscariniques de type M1 (Oldenburg and Ding, 2011; Shimohama and
Kawamata, 2018; Ztaou and Amalric, 2019). L’ACh exerce donc un effet opposé a celui de la
DA sur l'activité des D1 MSNs et des D2 MSNs, formant une deuxiéme boucle de rétrocontrole
entre la DA et 'ACh (Kaneko et al., 2000).

Par conséquent, une diminution de la libération de DA, dans le cas de la maladie de parkinson
notamment, perturbe cet équilibre de régulation dynamique entre les 2 neuromodulateurs.

La déplétion en dopamine du striatum induit une augmentation de [I'excitabilité des

interneurones cholinergiques (suite a la perte de I'effet inhibiteur du D2R) et une augmentation
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de la libération d’ACh contribuant au déreglement de la balance entre voies directe et indirecte
et a 'apparition des troubles moteurs qui en découlent (Ztaou and Amalric, 2019).

Ainsi, I'ACh fait partie intégrante de la physiologie des ganglions de la base via son interaction
avec la DA dans le striatum. Ces observations mettent en avant l'importance de la
microcircuiterie du striatum dans la régulation fine du mouvement volontaire par les ganglions
de la base.

Les mécanismes cités ci-dessus sont une version simplifi€ée du contréle réciproque entre 'ACh
et la DA, compte tenu de la diversité des sous-types de récepteurs muscariniques et
nicotiniques, et leur expression au niveau des terminaisons glutamatergiques et des
interneurones cholinergiques et GABAergiques, suggérant des mécanismes plus complexes
de régulation de lactivité du striatum dans les ganglions de la base (Shimohama and
Kawamata, 2018; Ztaou and Amalric, 2019) (Figure 13).

Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 52



Cholinergic
interneuron

GLU
Glutamatergic L4
terminal BACRR' @ .
.

nAChR

D1 M1 M4

L]
.
GABAergic L4 L

e X e
y

/HH : : " 
\\ Dopaminergic
terminal
MSN | ( | \/'::lrs';‘
N

M D1 H D2 m M1/m3 m M2/m4 . nAChR

Indirect

W, M2-Gi
M4-Gi IAMPA @ Glutamate
WA M1-Gq NMDA @ Dopamine
D1-Gs (GABA, @ GABA
Wi D2-Gi [InACh @ Acetyicholine

Figure 13 : Schéma simplifié de la modulation cholinergique des MSNs du striatum

(A) Modulation cholinergique de la microcircuiterie du striatum. Représentation simplifiée de l'interaction
entre les différents types de neurones du striatum. L'illustration représente la distribution différentielle
des récepteurs muscariniques (MACHR : M2/M4 sont inhibiteurs, M1/M3 sont activateurs) des
récepteurs nicotiniqgues (nAChR) et des récepteurs dopaminergiques (D1 activateur, et D2 inhibiteur)
dans le striatum. Abréviations : ACh, acétylcholine ; DA, dopamine ; GABA, Gamma-aminobutyric acid
; Glu, glutamate ; MSN, neurones épineux moyens. Source : Ztaou and Amalric, 2019. (B) La
transmission, par les MSNs du striatum, des afférences glutamatergiques aux autres structures des
ganglions de la base est modulée par la DA et 'ACh. Les afférences dopaminergiques sont modulées
par 'ACh via les nAChR présynaptiques. Ce contrble cholinergique est lui-méme modulé par la DA via
les D2R présynaptiques. Source : Rizzi and Tan, 2017
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4. Métabolisme de la dopamine, le neurotransmetteur clé de la voie nigro-striée

a. Métabolisme de la dopamine

La DA est une monoamine appartenant a la famille des catécholamines, synthétisée a partir
de la L-tyrosine. La L-tyrosine (noté « tyrosine » par la suite) est un acide aminé non essentiel,
c’est-a-dire qu’il peut étre synthétisé de novo par 'organisme a partir de la phénylalanine, mais
est également apportée par l'alimentation (Hase et al., 2015; Vermeiren et al., 2020). La
tyrosine est métabolisée en L-Dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), le précurseur de la DA, par
'enzyme tyrosine hydroxylase (TH). Cette hydrolyse est régulée par la protéine
tétrahydrobioptérine (BH4) qui agit comme un co-facteur de la TH (Meiser et al., 2013) (Figure
14). La conversion de la tyrosine en L-DOPA est I'étape limitante de la synthése de DA (Juérez
Olguin et al., 2016). Au niveau du striatum, la TH est majoritairement localisée au niveau des
terminaisons axonales des neurones dopaminergiques provenant de la SNc (Carlsson et al.,
2007). L'immunomarquage de la TH refléte les niveaux de DA dans le striatum et est utilisé
pour identifier les neurones dopaminergiques dans la SNc (Carlsson et al., 2007; Kunzler et
al., 2019). La L-Dopa est ensuite décarboxylée en DA par 'enzyme aromatique aminoacide
décarboxylase (AADC), aussi appelée DOPA-décarboxylase (Meiser et al., 2013) (Figure 14).
L’AADC est retrouvée majoritairement au niveau du striatum, dans les fibres dopaminergiques,
mais également dans les fibres sérotoninergiques, les neurones striataux et les cellules gliales
(Carlsson et al., 2007). La biosynthése de la DA est donc réalisée en 2 étapes. Elle peut avoir
lieu en périphérie et au niveau cérébral, puisque le tyrosine et la L-Dopa peuvent passer la
BHE, ce qui n’est pas le cas de la DA (Goldstein, 2020; Juarez Olguin et al., 2016; Meiser et
al., 2013) (Figure 14).

Les niveaux de DA intracellulaire et sa dynamique doivent-étre finement régulés par
I'organisme, un exces de DA, ou a l'inverse un défaut, entrainent une altération des fonctions
motrices et émotionnelles régulées par ce neuromédiateur (Carlsson et al., 2007; Meiser et
al., 2013; Obeso et al.,, 2008). La TH est régulée au niveau transcriptionnel et post
transcriptionnel par des modifications covalentes ou des changements d’interaction protéine-
protéine. Les catécholamines synthétisées via la TH peuvent entrer en compétition avec la
BH4 pour se fixer a la TH et ainsi inhiber son activité (Meiser et al., 2013). Outre un turnover
rapide de l'activité de la TH médié par des mécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation, la DA exerce un rétrocontrole négatif sur sa propre
synthése. De plus la DA régule l'activité de 'AADC, de faibles taux de DA activent TAADC
tandis que des taux élevés l'inhibe (Meiser et al., 2013) (Figure 14).

Outre cette auto-régulation de la synthése de DA, son expression est également régulée au
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niveau synaptique. Lors de l'excitation des neurones dopaminergiques, leurs vésicules
synaptiques libérent la DA au niveau de la fente synaptique, qui intéragit avec ses récepteurs
post-synaptiques et ses auto-récepteurs (D2R) (Juarez Olguin et al., 2016). La DA ainsi libérée
peut étre soit recyclée (systéme de recapture) par les transporteurs de la DA (DAT) et stockée

au niveau des vésicules synaptiques, soit dégradée (au niveau de la synapse ou des cellules

gliales) (Meiser et al., 2013) (Figure 14).
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Figure 14 : Métabolisme de la dopamine
Abréviations : AADC, Aromatique Aminoacid Décarboxylase ; BH4, tétrahydrobioptérine ; COMT,

Catéchol-O méthyltransférase ; DAT, Transporteur de la Dopamine ; D1R, Récepteur D1 a la
Dopamine ; D2R, Récepteur D2 a la Dopamine ; L-DOPA, L-Dihydroxyphenylalanine; MAO-A,
Monoamine Oxydase A ; MAO-B, Monoamine Oxydase B ; TH, Tyrosine Hydroxylase ; SNc, Substance
Noire pars compacta (Adapté de Juarez Olguin et al., 2016).

b. Voies de dégradation de la dopamine

La DA recaptée au niveau des synapses est transportée jusqu’au soma avant d’étre dégradée
par les monoamines oxydases (MAO). Il en existe 2 sortes, MAO-A et MAO-B, codées par 2
genes différents. Elles sont localisées sur la membrane externe des mitochondries. Dans le
cerveau, la MAO-A est essentiellement présente au niveau des astrocytes et des cellules
gliales, tandis que la MAO-B est retrouvée dans les neurones cathécolaminergiques, tels que
les neurones dopaminergiques de la SNc (Juarez Olguin et al., 2016). La déamination
oxydative de la DA par les MAO produit du péroxyde d’hydrogene (H20:) et I'espéce réactive
3,4-dihydroxyphenyl-acetaldehyde (DOPAL). Cet aldéhyde peut ensuite étre oxydée en 3,4-
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dihydroxyphenyl-acetic Acid (DOPAC) par une enzyme ALDH (également enzyme de
synthése de I'AR), ou alors étre réduite en 3,4-dihydroxyphenyl-ethanol (DOPET) par une ADH
(Juarez Olguin et al., 2016; Meiser et al., 2013) (Figure 15). Néanmoins en condition normale,
c’est la voie de dégradation en DOPAC qui est privilégiée comparée a la formation de DOPET
(Meiser et al., 2013). Le DOPAC est ensuite dégradé par la catéchol-O methyltransferase
(COMT) donnant 'homovanilic acid (HVA) ; le produit final de dégradation de la DA. L’'HVA est
ensuite évacué du cerveau par le liquide céphalorachidien puis est éliminé par les urines
(Juérez Olguin et al., 2016; Meiser et al., 2013) (Figure 15). Néanmoins, la COMT est présente
dans les cellules gliales du systeme nerveux central, mais n’est pas détectée dans les
neurones dopaminergiques de la SNc (Juarez Olguin et al., 2016). Cette étape finale de
dégradation de la DA est donc réalisée en dehors des neurones dopaminergiques. Par ailleurs,
lorsque la DA est absorbée par les cellules gliales entourant la fente synaptique, elle peut étre
dégradée directement par la COMT en 3-methoxytyramine (3-MT), puis par les MAO en HVA.
Cette troisieme voie de dégradation de la DA n’est mise en jeu que dans les cellules gliales
du systeme nerveux central, le foie ou les reins, la ou est exprimée la COMT (Meiser et al.,
2013).

Maintenant que nous avons décrit les ganglions de la base, la voie nigro-striée et le
métabolisme de la dopamine, nous allons décrire la physiopathologie de la maladie de

Parkinson, en se focalisant sur la dégénérescence des neurones dopaminergiques.
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Figure 15 : Voies de dégradation de la dopamine

Les encadrés bleus et les fleches pleines représentent la voie de dégradation principale, les encadrés
orange et les fleches en pointillés les voies annexes. Abréviations : ADH, Alcool Déshydrogénase ;
ALDH, Aldéhyde-déshydrogénase; COMT, Catéchol-O méthyltransférase; DOPAC, 3,4-
dihydroxyphenyl-acetic  Acid; DOPAL, 3,4-dihydroxyphenyl-acetaldehyde; DOPET, 3,4-
dihydroxyphenyl-ethanol ; HVA, Homovanilic Acid; MAO, Monoamine Oxydase; 3-MT, 3-
methoxytyramine ; H202, péroxyde d’hydrogéne.

Il. Contexte et définition clinique de la maladie de Parkinson

1. La maladie de Parkinson en quelques chiffres

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative. Il existe des formes
familiales ou héréditaires, causées par des mutations génétiques, et des formes sporadiques
ou idiopathiques dont on ne connait pas les causes exactes (Obeso et al., 2017). En 2020, le
nombre de patients diagnostiqués avec la maladie de Parkinson a été estimé a plus de 9
millions a travers le monde (Maserejian et al., 2020) contre environ 6 millions en 2016 (Feigin
et al., 2019), un chiffre qui a doublé au cours de ces 20 derniéres années, en faisant la maladie
neurologique avec la plus forte prévalence (c’est a dire le nombre de cas d’'une maladie dans
une population donnée a un moment donné) (Feigin et al., 2019; Santé publique France,
2018). En France, fin 2015 sa prévalence était estimée a 160 000 avec une incidence (c’est a

dire le nombre de nouveaux cas issus d’'une population donnée pendant une période donnée)
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de 25000 nouveaux cas par an (Santé publique France, 2018). Cette augmentation du
nombre de patients parkinsoniens concerne essentiellement les formes idiopathiques de la
maladie, les formes familiales ne représentant que 5-10 % des cas de Parkinson (Simon et
al., 2020; Tysnes and Storstein, 2017). Dans la suite de ce manuscrit on s’intéressera
essentiellement aux formes sporadiques de la MP.

La MP est caractérisée sur le plan clinique par des symptbmes moteurs et hon moteurs qui
dégradent la qualité de vie des patients, aussi bien sur le plan personnel que professionnel
(Varma et al., 2021). Les altérations motrices et cognitives inhérentes a I'évolution de la
maladie entrainent une augmentation du risque de dépendance des patients, nécessitant une
prise en charge globale (Raza et al., 2019). A ce jour, la MP est incurable, elle est inscrite sur
la liste des affections de longue durée (ALD) et est donc prise en charge a 100 % par
'assurance maladie en France. Ainsi, le co(t total de la prise en charge des patients
parkinsoniens pour le régime général de I'assurance maladie est €levé (Lajugie et al., 2005).
Par conséquent, 'augmentation de sa prévalence, sa gravité, associée a un impact majeur sur
la qualité de vie des patients et des aidants, et son co(t, font de cette maladie un enjeu socio-
économique majeur.

Comme pour les autres maladies neurodégénératives, I'age est le 1¢" facteur de risque de la
MP (Cacabelos, 2017; Collier et al., 2017). Elle touche environ 1 % des plus de 65 ans et 4-5
% des plus de 80 ans, avec un age de diagnostic moyen a 50 ans (Opara et al., 2017
Vermeiren et al., 2020) (Figure 16). Les hommes sont 2 fois plus touchés que les femmes,
bien que les femmes présentent une progression plus rapide de la maladie (Cerri et al., 2019;
Jurado-Coronel et al., 2018). L’augmentation de la prévalence de la MP pourrait donc étre en
partie expliquée par le vieilissement général de la population, mais également par
I'émergence de nouveaux outils diagnostiques (Tysnes and Storstein, 2017). Cependant le
diagnostic de la MP reste difficile, notamment en raison de I'existence d’'une phase prodromale
et présymptomatique de la maladie qui entraine généralement un retard au diagnostic, une
sous-évaluation de l'incidence et une mauvaise prise en charge des patients (Reich and Sawvitt,
2019) (Figure 16). De par la diversité de ses symptdomes, la MP est mieux décrite par le terme
de syndrome parkinsonien. De plus, certains symptémes peuvent étre causés par d’autres
maladies (p.ex. la dégénérescence corticobasale et la maladie a corps de Lewy) ou par des
infections médicamenteuses, entre autres (Alvarez et al.,, 2007), complexifiant encore le

diagnostic de cette maladie.
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2. Diagnostic et symptémes cliniques de la MP

Le diagnostic de la MP est clinique, il se base sur I'anamnése (C’est a dire récit des
antécédents médicaux), un diagnostic différentiel pour écarter les autres syndromes
parkinsoniens, et la présence de symptdomes cliniques caractéristiques (Armstrong and Okun,
2020; Zeuner and Berg, 2019). En effet, il n’existe pas a ce jour de biomarqueurs satisfaisants
de la MP permettant de prédire son apparition ou de suivre son évolution (Alvarez et al., 2007;
Miller and O’Callaghan, 2015) (Figure 16). Sur le plan clinique, la maladie est caractérisée par
une triade de symptdmes moteurs, ou symptémes cardinaux, comprenant une bradykinésie,
des tremblements au repos et une rigidité musculaire (Obeso et al., 2017; Tysnes and
Storstein, 2017) (Figure 16). La présence d'une bradykinésie associée a au moins un des trois
symptémes cités précédemment est essentielle au diagnostic (Armstrong and Okun, 2020;
Tysnes and Storstein, 2017). La bradykinésie correspond a un ralentissement de I'exécution
du mouvement sans perte de la force musculaire, et est associée a une akinésie (c’est a dire
une perte de l'initiation du mouvement) et une hypokinésie (c’est a dire une diminution de
I'amplitude du mouvement) (Reich and Savitt, 2019). La sévérité des symptdémes de la MP est
définie selon quatre stades, allant du stade 1 avec une faible géne dans la vie quotidienne et
des signe unilatéraux, au stade 4 ou le patient perd son autonomie et n’est plus capable de se
déplacer (Figure 16). Pour estimer I'évolution de la maladie, I'échelle d’évaluation UPDRS
(Unified Parkinson’s Disease Ratting Scale) est la plus communément utilisée (Chen et al.,
2021; Raza et al., 2019). Par ailleurs, la MP est également caractérisée par des symptémes
non moteurs, qui sont le plus souvent des symptédmes prodromaux, puisqu’ils apparaissent en
moyenne 10 ans avant les symptdmes moteurs (Chaudhuri and Martinez-Martin, 2008; Chen
et al., 2021; Gaenslen et al., 2011; Gonera et al., 1997). Parmi ces symptomes, les plus
fréquents sont des troubles de I'olfaction, la constipation, des altérations du sommeil paradoxal
ainsi que des symptdmes dépressifs et d’anxiété (Armstrong and Okun, 2020; Obeso et al.,
2017; Reich and Savitt, 2019) (Figure 16). lls impactent autant, voire d’avantage, la qualité de
vie des patients parkinsoniens, d’autant plus que les traitements actuels (L-DOPA et agonistes
dopaminergiques) ne permettent pas de palier a ces symptémes (Chaudhuri and Martinez-
Martin, 2008; Jurado-Coronel et al., 2018).
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Figure 16 : Interconnections entre neurones DA, systémes nerveux et progression de la MP
Représentation graphique des interconnections complexes entre la perte des neurones
dopaminergiques, les atteintes du systéme nerveux central et périphérique et la progression des
symptémes moteurs et non moteurs durant les phases de la MP.

Outre la perte de DA associée aux symptdmes moteurs de la MP, la dégénérescence des neurones
catécholaminergiques induit également une perte drastique de noradrélanine (noradrénergique
denervation) en particulier au niveau du cceur. Cette déficience du systéme sympathique
noradrénergique est fortement corrélée a la perte des neurones DA de la SNc et est associée a
I'apparition de différents symptdmes prodromaux de la MP : choc neurogénique (OH), qui est la
conséquence d’'une altération du systéme nerveux sympathique et le tonus des vaisseaux sanguins ;
des troubles cognitifs modérés (MCI) ; des altération du sommeil (RBD sleep behavior disorder) ; une
hypersomnie (EDS excessive daytime sleepiness) ; une perte de I'odorat et une fatigue excessive (non
représentés sur le graphique). Autres abréviations : FOG, freezing of gait (correspond a la difficulté
d’initier le mouvement) ; LID, dyskinésies induites par la L-dopa. Note : Les symptdomes « drug-
induced » correspondent aux symptomes induits par la prise de médicaments antiparkinsoniens.
Source : (Vermeiren et al., 2020).

Dans la suite de ce manuscrit nous traiterons essentiellement de la neurodégénérescence et

des aspects moteurs de la MP.
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lll. Dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la maladie de

parkinson

1. Causes possibles de la dégénérescence dopaminergique
La principale caractéristique physiopathologique de la MP est la dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNc. Bien qu’on en connaisse les conséquences, les

cascades de mécanismes qui conduisent a cette mort neuronale restent a définir.

a. L’agrégation d’a-synucléine et I'hypothése de Braak dans I'étiologie de la MP

Le dépbt d’agrégats cytoplasmiques, formés par la protéine a-synucléine, et appelés corps de
Lewy (LBs) sont une caractéristique histopathologique majeure de la MP (Horsager et al.,
2020). La protéine a-synucléine est une petite (14 kDa) protéine neuronale, particulierement
présente au niveau des synapses, qui a la possibilité d’étre transloquée au niveau nucléaire
(Burré et al., 2018; Ghosh et al., 2017). Son réle n’est pas encore bien défini, mais elle semble
étre impliquée dans la plasticité synaptique et la libération de neurotransmetteurs au niveau
de la fente synaptique, et contribue a la neurotransmission dopaminergique. En effet I'a-
synucléine participe a la régulation de la synthése de DA en inhibant la TH, mais également
DAT, limitant ainsi la recapture de la DA présente dans la fente synaptique (Ghosh et al.,
2017; Wersinger and Sidhu, 2003). Il a également été montré que I'a-synucléine est une
protéine capable de se lier aux lipides, notamment 'AR (Davidi et al., 2020). In vivo, la protéine
a-synucléine existe en équilibre sous deux conformations, une forme dépliée soluble, et une
forme partiellement repliée permettant sa liaison aux membranes. De par sa composition en
acides aminés, les monomeéres d’a-synucléine peuvent s’agréger entre eux lorsque la protéine
subit une dénaturation partielle. Ces agrégats protéiques peuvent ensuite s’oligomériser de
facon ordonnée en formant des filaments d’a-synucléine qui s’organisent en structures
paralléles, appelées proto-fibrilles. Ces proto-fibrilles s’agrégent et forment des fibrilles de type
amyloide d’a-synucléine, qui elles sont insolubles (Burré et al., 2018; Uchihara and Giasson,
2016). Dans le cas de la MP, et plus largement des maladies a corps de Lewy et les
synucléinopathies, il y a un déséquilibre de ces deux formes en faveur de I'agrégation de I'a-
synucléine conduisant a la formation des LBs observés dans le cerveau des patients
parkinsoniens (Van Den Berge et al., 2019).

Le lien entre les LBs et la mort des neurones dopaminergiques a été mis en évidence avec la
découverte des mutations du géne SNCA codant pour I'a-synucléine, notamment la mutation
A53T, dont la présence conduit a elle seule au développement de la MP (Bourdenx et al.,

2015a). Outre l'effet délétére de sa forme agrégée, des études ont montré une corrélation
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entre I'augmentation de la quantité d’a-synucléine et la sévérité des symptdmes cliniques
(Bourdenx et al., 2015a). La toxicité des oligoméres d’a-synucléine viendrait de leur capacité
accrue de liaison aux membranes, perturbant leur perméabilité et permettant ainsi I'entrée
d'organites qui contribuent a une augmentation du stress oxydatif dans les neurones
dopaminergiques. Cependant des études in vitro et in vivo récentes suggérent que les
oligoméres d’a-synucléine formés aux débuts de [I'agrégation auraient un potentiel
neurotoxique plus élevés que les fibrilles amyloides, le dernier stade de I'agréation protéique
(Ghosh et al., 2017). Ces études sous-tendent 'hypothése d’une propagation de type prion
des agrégats d’alpha synucléine ; c.-a.d. les fibrilles d’a-synucléine pourraient rentrer dans les
cellules adjacentes et induire I'agrégation de I'a-synucléine présente dans cette cellule sous
forme de fibrilles (Bourdenx et al., 2015a; Ghosh et al., 2017; Van Den Berge et al., 2019). Ce
mode de transmission est en accord avec I'hypothése formulée par Heiko Braak en 2003,
selon laquelle la propagation de la maladie de Parkinson suivrait une progression caudo-
rostrale corrélée a la progression des agrégats d’a-synucléine (Braak et al., 2003). Selon
I'hypothése de Braak la progression de la MP serait divisée en 5 stades, les inclusions
cytoplasmiques d’a-synucléine débuteraient dans les bulbes olfactifs ou le noyau dorsal du
nerf vague, passeraient par l'intestin, avant d’atteindre les neurones dopaminergiques de la
SNc au 3e stade. La découverte, par imagerie in vivo, d’atteinte du systéme nerveux
sympathique et parasympathigue chez des patients présentant des syndromes prodromaux
de la MP sans atteinte majeure de la SNc soutient cette hypothése (Van Den Berge et al.,
2019). Néanmoins cette hypothése reste controversée et bien que I'on reconnaisse I'existence
d’'une voie de communication entre le systéme intestinal et le cerveau par le nerf vague pour
la propagation de I'a-synucléine, il n’y a pas de certitude concernant son origine, est-ce que le
point de départ est le cerveau ou bien l'intestin ? Il est possible que le pattern de propagation

varie d’un patient a 'autre (Arotcarena et al., 2020; Horsager et al., 2020).

Plusieurs systémes de dégradation protéolytiques sont impliqués dans la dégradation de l'a-
synucléine. Parmi eux, le systéme ubiquitine-protéasome, qui contribue a la dégradation des
formes solubles d’a-synucléine et la voie d’autophagie lysosomale qui dégrade les oligoméres
d’a-synucléine par l'intermédiaire d’hydrolases présentes dans les lysosomes (Rocha et al.,
2018). Un dysfonctionnement du systeme lysosomal favorise I'accumulation d’agrégats d’'a-
synucléine augmentant ainsi la dégradation des neurones dopaminergiques. Il a été montré
qu'une mutation du géne GBA1 codant pour I'hydrolase lysosomale B-glucocerebrosidase
(GCase) augmente de 7 % la probabilité de développer la MP (Sidransky et al., 2009). Par
ailleurs, comme dit précédemment, 'accumulation d’a-synucléine induit une dégradation des
membranes, incluant celles des lysosomes, favorisant ainsi son accumulation et la mort des

neurones dopaminergiques (Ghosh et al., 2017).
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b. Le rble du stress oxydatif dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques :

L’hypothése des catécholaldéhydes

Plusieurs hypothéses ont été formulées pour expliquer les causes de la dégénérescence des
neurones dopaminergiques, mais toutes mettent en avant 'augmentation de stress oxydatif.
Par exemple pour I'a-synucléine, ce n’est pas la formation de fibrilles en tant que tel qui est
délétére mais ses conséquences (p.ex. altération de la fonction mitochondriale, de la recapture
de la DA, de l'intégrité des membranes dont celle des lysosomes) qui conduisent toutes a un
stress oxydatif important pour la cellule.

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les niveaux d’espéces réactives de
'oxygene (ROS), aussi appelées radicaux libres, et la capacité de 'organisme a les éliminer
(détoxification de l'organisme), ce qui conduit a des dommages morphologiques et
fonctionnels des cellules et finalement a leur mort (Dias et al., 2013). Il existe de nhombreuses
voies de production des ROS, soit de fagon directe par linteraction d’espéces redox et
d’espéces de I'oxygéne, soit de facon indirecte impliquant I'activation d’enzymes telles que
I'oxyde nitrique synthase (NOS) et la NADPH oxydase. Les ROS les plus connues sont le
superoxyde anion radical (O ?°), le radical hydroxyl (HO") et le peroxyde d’hydrogéne (H20>).
L’H.O, est notamment produit par la membrane mitochondriale et par les peroxysomes, les
peroxysomes prenant en charge a la fois la synthése et la dégradation de I' H,O; (Dias et al.,
2013).

Le métabolisme oxydatif de la mitochondrie pour produire de I'énergie est 'un des plus gros
producteurs de ROS de I'organisme, toute mutation, ou facteur impactant son fonctionnement
risque de conduire a une augmentation de la production de ROS et donc du stress oxydatif
(Islam, 2017). La production d’adénosine triphosphate (ATP) par la chaine respiratoire
mitochondriale, constituée de 4 complexes (complexe |, Il, Il et IV) et sa phosphorylation
oxydative représente la premiére source d’énergie pour la cellule (Subramaniam and
Chesselet, 2013). Depuis de nombreuses années, un dysfonctionnement de la chaine
mitochondriale, en particulier du complexe |, est associé a une augmentation du risque de
développer la MP ; un défaut de l'activité du complexe | étant détecté dans le striatum de
patients parkinsoniens (Mizuno et al., 1989). Par ailleurs, plusieurs genes dont les mutations
sont responsables des formes familiales de la MP sont associés a des dysfonctionnements
mitochondriaux (voir partie 1V) (Subramaniam and Chesselet, 2013). La dynamique
mitochondriale, incluant la fusion mitochondriale, la fission, le transport des électrons dans sa
chaine respiratoire, et la mitophagie, est essentielle a la survie de la cellule. L’accumulation

d'a-synucléine perturbe cette dynamique mitochondriale (Bose and Beal, 2016). L'a-
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synucléine posséede une séquence d’adressage mitochondrial et son accumulation au niveau
de la membrane externe des mitochondries, ou dans la matrice, perturbe l'intégrité de ces
membranes, les mécanismes de fusion ainsi que le fonctionnement des complexes
mitochondriaux, induisant une augmentation de la production de ROS (Rocha et al., 2018).
Enfin, la mitochondrie est également essentielle au maintien de lintégrité du systéme
lysosomal, cité précédemment (Rocha et al.,, 2018). Un dysfonctionnement mitochondrial
induit donc non seulement une augmentation de la production de ROS, mais favorise
également I'accumulation et I'agrégation d’a-synucléine ; 'ensemble favorisant la mort des

neurones dopaminergiques et le développement de la MP.

Le cerveau consomme environ 20 % des ressources de 'organisme en oxygene et en glucose
pour son fonctionnement normal, ce qui 'expose tout particulierement aux conséquences du
métabolisme oxydatif de I'énergie par la chaine mitochondriale (Meiser et al., 2013). La forte
activité des neurones DA dans le cerveau les rend particulierement vulnérables a ce stress
oxydatif induit lors de la production d’énergie. Par ailleurs avec '’age on observe une diminution
des protéines antioxydantes endogénes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathione (GSH) et la glutathione peroxydase (GPx), conduisant & une
diminution des capacités de détoxification de I'organisme (Collier et al., 2017; Islam, 2017).
Dans ce contexte les neurones dopaminergiques de la SNc¢ sont donc plus sensibles aux ROS
présentes naturellement, ce qui conforte 'age comme premier facteur de risque de la MP
(Cacabelos, 2017; Collier et al., 2017; Dias et al., 2013).

Enfin, une autre source de production des ROS dans le cerveau est le métabolisme de la
dopamine. Outre I'agrégation d’a-synucléine, un des acteurs principaux de la perte des
neurones dopaminergiques serait le métabolisme de la DA lui-méme. En effet, la DA a la
capacité de s’auto-oxyder en formant des quinones (molécules instables), ce qui libére des
ROS et augmente le stress oxydatif dans les neurones dopaminergiques (Juérez Olguin et al.,
2016) (Figure 17). Par allleurs la DA oxydée ainsi produite (DA-Quinone) peut non seulement
interagir avec la protéine a-synucléine, I'oxyder et ainsi favoriser son agrégation, mais
également inhiber les complexes | et |l de la chaine mitochondriale de facon dose dépendante,
favorisant ainsi la mort des neurones dopaminergiques (Goldstein, 2020; Subramaniam and
Chesselet, 2013) (Figure 17). Ces phénomeénes renforcent la nécessité de contréler les taux
de DA par 'organisme.

Cependant le métabolisme oxydatif de la DA médié par les MAO au niveau de la membrane
des mitochondries génere lui aussi des ROS, sous la forme d’'H20, et du DOPAL. Le DOPAL
est toxique pour les neurones dopaminergiques, il réagit avec I'H.O, produit lors de sa

synthése et induit une peroxydation lipidique qui modifie la perméabilité de la membrane
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mitochondriale (Goldstein, 2020) (Figure 17). De plus, la peroxydation lipidique induite par le
DOPAL conduit a la production de 4-hydroxy nonenal, une molécule qui inhibe l'activité de
'ALDH, I'enzyme responsable de la dégradation du DOPAL en DOPAC (et de la synthése
d’AR). Le DOPAL stimule donc sa propre formation, ce qui représente un premier cercle
vicieux contribuant a la mort des neurones dopaminergiques (Wey et al., 2012) (Figure 17).
De plus, le DOPAL est également capable d’interagir avec la protéine a-synucléine et de
promouvoir son oligomérisation ; 'oxydation de I'a-synucléine modifie sa structure, ce qui
favorise son agrégation (Figure 17). Les agrégats d’a-synucléine perturbant la recapture de
la DA au niveau des vésicules synaptiques, la DA est préférentiellement dégradée au niveau
cytoplasmique par les MAO, produisant ainsi plus de DOPAL ; Il y a donc la un deuxiéme
cercle vicieux (Burke et al., 2008) (Figure 17). Ces observations constituent I’hypothése des
catécholaldéhydes pour expliquer la mort des neurones dopaminergiques (Casida et al., 2014;
Fitzmaurice et al., 2013; Goldstein, 2020) (Figure 17) : la dégradation de la DA, en créant des
ROS, serait elle-méme impliquée dans la mort neuronale. Cette hypothése est renforcée par
I'étude sur modéle animaux de I'effet de I'injection de DOPAL dans la SNc de rats qui conduit
a une diminution du nombre de neurones TH+ et des altérations comportementales (Panneton
et al., 2010).
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Figure 17 : Schéma représentant I’hypothése des catécholaldéhydes

Les fleches en noires correspondent a la mort des neurones DA suite a 'auto-oxydation de la DA, les
fleches en rouges correspondent a la mort des neurones induite par la production de DOPAL. Les
fleches rouges plus épaisses correspondent aux mécanismes mis en jeu par le DOPAL pour stimuler
sa propre formation et son accumulation toxique pour les neurones DA. Abréviations : ALDH, Aldéhyde-
déshydrogénase ; DOPAC, 3,4-dihydroxyphenyl-acetic Acid; DOPAL, 3,4-dihydroxyphenyl-
acetaldehyde ; DA, Dopamine; DA-Q, Dopamine-Quinone; MAO, Monoamine Oxydase ; ROS,
Espéces Réactives de 'Oxygéne ; H202, péroxyde d’hydrogéne.

En conclusion il est donc primordial de maintenir I'homéostasie des neurones
dopaminergiques en limitant le stress oxydatif et en maintenant les taux de DA intracellulaire
a un niveau contrélé. Ce qui est encore mal compris est la variabilité au sein des neurones

dopaminergiques : pourquoi certains dégénérent-ils bien avant les autres ?
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IV. Les facteurs derisques de la MP

1. Facteurs génétiques

La premiere mutation génétique causant la MP a été identifiée en 1997 dans le gene SNCA,
codant pour I'a-synucléine. Actuellement, 27 génes ont été identifiés comme porteurs de
mutations, a transmission dominante ou récessive, a I'origine des formes familiales de la MP
(Lunati et al., 2018). Parmi eux, les plus connus sont le géne LRRK2, qui code pour une
protéine essentielle & 'homéostasie des cellules nerveuses, les génes PARKIN et PINK1,
impliqués dans le fonctionnement des mitochondries, et plus récemment DNAJCG6, qui joue un
réle dans la transmission synaptique (Kim and Alcalay, 2017; Lunati et al., 2018).

Durant les 20 derniéres années, l'identification croissante de génes impliqués dans I'étiologie
de la MP a renforcé l'idée de facteurs génétiques prédisposants a la dégénérescence des
neurones dopaminergiques.

Ces découvertes ont été grandement facilitées par I'amélioration des moyens de séquencgage
du génome et des exomes des individus. Les études de génome entier ont mis en évidence
plus de 100 polymorphismes génétiques associés a la maladie de Parkinson, mais parmi eux
seul une quarantaine de variants ont été décrits comme augmentant réellement le risque de
développer la MP (Nalls et al., 2019). Parmi ces génes on peut citer les génes codant pour la
SOD (protéine anti-oxydante). Une étude clinique examinant le polymorphisme de ce géene
chez 356 patients parkinsoniens comparés a 370 cas sains, a montré qu’un polymorphisme
nucléotidique dans les génes codant pour SOD1 et SOD2 était associé a une augmentation
du risque de développer la MP (chunlei Liu et al., 2019). Ces résultats sont cohérents avec
I'implication de cette protéine dans I'élimination des ROS. Des variants du géne GBA
(Glucocerebrosidase), dont la mutation altéere le stockage lysosomal, et du géne KAT8 (lysine
acetyltransferase 8), impliqués dans le processus d’autophagie, ont également été mis en
évidence (Billingsley et al., 2018; Delamarre and Meissner, 2017), montrant une fois de plus
le réle du stress oxydatif dans I'étiologie de cette maladie.

Les génes impliqués dans le développement et la différenciation des neurones
dopaminergiques ont également été étudiés. Parmi eux les genes codant pour les facteurs de
transcription PITX3 (Paired Like Homeodomain 3) et le récepteur nucléaire orphelin NURR1
(Nuclear receptor related 1, aussi connu sous le nom de NR4A2) ont été particulierement
étudiés. lIs jouent un réle primordial dans le développement mais également la survie a I'age
adulte des neurones dopaminergiques, notamment en régulant I'activité de la TH, DAT et
AADC (Dong et al.,, 2016; Hegarty et al., 2013; Le et al., 2015). De plus ils agissent en
coopération, PITX3 permettant I'activation de NURR1 (Li et al., 2009). Une diminution de leur

expression a été observée dans le cerveau, non seulement de patients parkinsoniens, en
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particulier dans les neurones dopaminergiques restants et contenant des LBs, mais également
dans des modeles animaux de la MP (Jankovic et al., 2005; Li et al., 2009). Enfin, plusieurs
variants génétigues dans les génes codants pour ces facteurs de transcription ont été associés
a une prédisposition pour le développement de la MP (Fuchs et al., 2009; Lou and Liao, 2012).
Un polymorphisme génétique du géne codant pour ALDH1A1 (synthése d’AR) est également
un facteur de risque de la MP et sera détaillé plus loin (Chapitre 3).

Contrairement aux mutations des génes impliqués dans le développement des formes
familiales de la MP, un seul variant génétique, identifi€ comme facteur de risque ne suffit pas
pour développer la maladie. Néanmoins, il existe des interactions complexes entre I'exposition
environnementale, les habitudes et la génétique. A titre d’exemple, il a été montré que la
présence du variant Rep1 du géne de l'a-synucléine chez les patients ayant subi des
traumatismes craniens multiplie par 2 le risque de développer la MP chez ces patients
comparés a ceux ne présentant pas ce variant (Goldman et al., 2012; Jafari et al., 2013).
L’association d’un facteur de risque environnemental et d’'une ou plusieurs prédispositions

génétiques augmente de maniere synergique le risque de développer la MP.

2. Facteurs environnementaux

Les maladies neurodégénératives sont particulierement sensibles aux facteurs
environnementaux et aux modes de vie, puisque comme leur nom l'indique, ce sont des
maladies évolutives.

Le facteur de risque environnemental le plus connu et le plus étudié pour la MP est I'exposition
aux pesticides (Figure 18). Ainsi un mode de vie rural, une activité professionnelle dans le
domaine de Ilagriculture et la consommation d’eau de puits, ont été associés a une
augmentation de cas de MP dans ces population (Obeso et al., 2017). En France
particulierement, il a été montré que l'incidence de la MP était plus élevée chez les agriculteurs
(Ascherio and Schwarzschild, 2016; Santé publique France, 2018). Parmi les pesticides
connus on retrouve la roténone (qui inhibe aussi ’ALDH), un analogue de la neurotoxine MPTP
(1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) et le diethyldithiocarbamate (DDC), qui
induisent une augmentation de I'agrégation d’a-synucléine (Bourdenx et al., 2015a; Goldman,
2014) et un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (Subramaniam and Chesselet,
2013). L'oligomérisation de l'a-synucléine est également induite en cas d’exposition aux
métaux lourds, notamment le plomb, le fer, le mercure et le zinc qui constituent donc des
facteurs de risques pour la MP (Figure 18). De plus il a été montré un changement
d’expression des ions ferriques au niveau de la SNc de patients parkinsoniens, avec une
augmentation de I'expression de lion Fe3* (Bourdenx et al., 2015a; Gorell et al., 1999;
Uversky et al., 2001).
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En paralléle de I'exposition aux pesticides, d’autres agents chimiques présents dans notre
quotidien ont été associés au risque de développer une MP. Parmi eux on retrouve les solvants
chlorés, présents dans les produits de nettoyage a sec et les textiles contenant de la viscose,
ainsi que les biphényles polychlorés, utilisés comme réfrigérants et lubrifiants (Furlong et al.,
2015; Goldman, 2014) (Figure 18). Malheureusement, méme si beaucoup de ces molécules
ont été bannies de la composition des produits aujourd’hui, ces solvants restent présents dans
les nappes phréatiques et le sol.

Il est & noter que certaines habitudes de consommation, comme celles de nicotine et de
caféine, agissent comme des facteurs protecteurs contre le développement de la MP. Cet effet
protecteur est dose dépendant, et est médié par un effet antagoniste de ces substances sur
le récepteur A2 de I'adénosine. Ce dernier forme des hétérodimeéres avec les D2R et inhibe
sa signalisation (Goldman, 2014). Par ailleurs, la pratique d’activité physique et la
consommation de certains régimes alimentaires (régimes méditérannéens, riche en fruits et
en légumes) permettent de ralentir la progression des symptémes moteurs (Obeso et al., 2017;
Witodarek, 2019) (Figure 18).
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Figure 18 : Schéma représentant les facteurs influengant I’étiologie de la MP
Les fleches représentent les facteurs de risque, la barre les facteurs protecteurs. Abréviations : AINS,
anti-inflammatoires non stéroidiens ; ALDH1A1, aldéhyde-déshydrogénases 1 sous-type Al, NURR1,
Nuclear receptor related 1, PITX3, Paired Like Homeodomain 3 ; Vit.A, vitamine A.

3. Facteurs métaboliques

Comme pour les facteurs de risques de l'altération du métabolisme de la vitamine A (Chapitre
1) on peut identifier des facteurs de risques métaboliques des facteurs environnementaux
favorisant le développement de la MP.

La neuroinflammation est a la fois une conséquence de la mort des neurones mais peut

également y contribuer (Ransohoff, 2016) (Figure 18). La neuroinflammation apparait aux
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stades précoces du développement de la MP, et est notamment caractérisée par des
modifications morphologiques des cellules gliales, incluant les astrocytes et les microglies
(Ransohoff, 2016). Les microglies sont des cellules phagocytaires du systeme immunitaire du
cerveau, qui s’activent lorsque le systéme immunitaire est mis en jeu. La microglie a un réle
neuroprotecteur, via I'élimination des substance endogénes et exogénes ainsi que la
production de GSH et de glutathione peroxydase pour le catabolisme du H.O- (Kieburtz and
Wunderle, 2013). Cependant son activation induit également la production de cytokines, de
ROS et de NOS, induisant une augmentation du stress oxydatif (Dias et al., 2013). Cet effet
est d’autant plus prononcé au niveau de la SNc, qu’elle contient d’avantage de cellules
microgliales comparée aux autres structures du systéme nerveux central (Whitton, 2007). La
production de ces cytokines contribue au maintien de I'activation des microglies et a I'activation
du systeme immunitaire (Goldman, 2014). L’autopsie de cerveaux de patients parkinsoniens
a mis en évidence une augmentation des taux de microglies activées et de lymphocytes T,
ainsi que des marqueurs pro-inflammatoires comme IL-2, IL-18 et TNFa (Dias et al., 2013;
Whitton, 2007). Par ailleurs les inflammasomes, un complexe protéique du systéeme
immunitaire constitué en réponse a des signaux inflammatoires, sont particulierement présents
dans les cellules microgliales. Il a été montré que leur activation, médiée par la protéine NLRP3
(NLR family, pyrin domain containing 3) contribue au développement de la MP chez 'Homme,
et I'inhibition de NRLP3 dans des modéles animaux de la MP a montré des effets bénéfiques
et une diminution de la sécrétion d’IL-13 (Han et al., 2019). Compte tenu de l'interaction entre
le systeme immunitaire et le systéme nerveux central, une inflammation chronique ou toute
autre altération du systéme immunitaire (tel que les cancers) constitue un facteur de risque de

développer la MP (Ascherio and Schwarzschild, 2016) (Figure 18). A [linverse la
consommation d’anti-inflammatoires non stéroidiens (comme I’ibuproféne®) est considérée

comme un facteur protecteur contre le développement de la MP (Delamarre and Meissner,
2017; Kieburtz and Wunderle, 2013) (Figure 18).

Plusieurs facteurs de risques de la MP, tels que le stress oxydatif, le mode de vie, les
infections, sont communs aux facteurs entrainant une dyshiose du microbiote intestinal. Ces
observations, associées a la communication bi-directionnelle entre le systéme nerveux central
et le systéme nerveux entérique renforcent I'hypothése d’un lien de causalité entre une
altération du microbiote et la probabilité de développer la MP (Lorente-Picén and Laguna,
2021; Rolli-Derkinderen et al., 2020) (Figure 18). Par ailleurs, il a été montré chez des souris
surexprimant l'a-synucléine, que le transplant de microbiote provenant de patients
parkinsoniens augmente les déficits moteurs chez ces souris comparé a la greffe de microbiote

provenant de patients sains (Lorente-Picon and Laguna, 2021). L’injection intrastriatale de 6-
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hydroxydopamine, utilisée pour modéliser la MP, a montré que le métabolisme hépatique
pouvait également étre affecté, avec un dysfonctionnement mitochondrial et une augmentation
de la production de ROS et de cytokines pro-inflammatoires dans le foie 8 semaines aprés
l'injection (Vairetti et al., 2012). Outre I'état inflammatoire de lintestin, des désordres
métaboliques (p.ex. le diabéte, I'obésité, I'hypercholestérolémie) contribuent également a la
progression de la MP (Ascherio and Schwarzschild, 2016; Delamarre and Meissner, 2017;
Goldman, 2014) (Figure 18).

Ces exemples non exhaustifs des facteurs de risques mettent en évidence lorigine
multifactorielle de la MP et I'importance d’identifier ces facteurs de risques pour agir en amont
de la dégénérescence des neurones dopaminergiques et prévenir le développement de la

maladie.

V. Traitements et pistes thérapeutiques de la MP

1. Les traitements actuels de la MP

Les traitements pharmacologiques actuels pour traiter les symptdmes moteurs de la MP
consistent en 'administration d’agonistes de la DA, de ses précurseurs ou d’inhibiteurs de son
catabolisme. Le plus couramment utilisé est 'administration orale de L-DOPA, le précurseur
de la DA, associé a la carbidopa, un inhibiteur de 'AADC, I'enzyme de conversion de la L-
DOPA en DA (Armstrong and Okun, 2020; Obeso et al., 2017). A l'inverse de la L-DOPA, la
carbidopa ne peut pas passer la BHE, elle permet donc de limiter le catabolisme de la L-DOPA
en périphérie et favorise sa conversion en DA au niveau du systéme nerveux central (Reich
and Savitt, 2019). A l'initiation du traitement, la L-DOPA est administrée 3 fois par jour, mais
avec le temps il est nécessaire d’augmenter les doses et leurs fréquences, conduisant a
I'apparition progressive de troubles intestinaux, psychotiques et de dyskinésies (c.-a.-d
mouvements involontaires et désordonnés) (Armstrong and Okun, 2020; Reich and Sauvitt,
2019). Les dyskinésies empéchent la réalisation de taches simples du quotidien et sont
particulierement délétéres pour la qualité de vie des patients et des aidants. Des agonistes
dopaminergiques ont également été développés, comme l'aripiprazole®, un agoniste partiel
du D2R (et du récepteur sérotoninergique 5-HT1a, réle antipsychotique) et I'apomorphine®,
stimulant les récepteurs D1R et D2R. Néanmoins, ces agonistes dopaminergiques ont une
efficacité moindre que la L-DOPA sur les symptdmes moteurs. lIs sont généralement utilisés
avant, ou en complément de l'administration de L-DOPA pour retarder I'apparition des

dyskinésies associées. Le troisieme type de molécules utilisées sont les antagonistes des
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MAO, pour limiter la dégradation de la DA endogéne restante ou de celle synthétisée a partir
de la L-DOPA pharmacologique. Cependant, en limitant la dégradation de la DA ils favorisent
son auto-oxydation et le déséquilibre de signalisation dans les ganglions de la base,
contribuant également sur le long terme a la dégénérescence des neurones dopaminergigues
et une aggravation des symptdbmes moteurs aprés une courte période d’amélioration
(Armstrong and Okun, 2020; Connolly and Lang, 2014; Reich and Savitt, 2019). Le traitement
par stimulation cérébrale profonde du NST ou du GPi médiée par I'implant d’électrodes peut
étre proposé aux patients pour lesquels les traitements pharmacologiques n’ont pas d’effets
probants. Cependant ce traitement qui ne concerne que 5-10 % des patients parkinsoniens,
nécessite une chirurgie lourde et n’est pas toujours efficace (Reich and Savitt, 2019).

Bien que des progrés aient été faits dans la formulation de ces médicaments pour permettre
une délivrance des molécules plus prolongée, aucun ne permet de mimer la libération finement
contrélée de DA au niveau cérébrale en conditions physiologiques. En effet 'administration de
doses élevées d’agonistes ou de précurseurs dopaminergiques contourne les systémes
d’autorégulation des taux de DA intracellulaire cités précédemment (voir partie 11.). De plus,
'administration sporadique de doses élevées de DA perturbe la plasticité synaptique et la
signalisation médiée par les structures des ganglions de la base et induit des adaptations qui
peuvent étre délétéres. On observe notamment une diminution de la répression médiée par le
GPi et la SNr sur le thalamus et donc une augmentation des projections excitatrices vers le
cortex, qui expliqueraient les dyskinésies observées (Obeso et al., 2008).

Par ailleurs la L-DOPA absorbée consécutivement a la prise de médicaments par voie orale
ne pénétre pas uniqguement dans les neurones dopaminergiques de la SNc, elle est également
retrouvée au niveau des neurones sérotoninergiques, ce qui favorise I'apparition des troubles
psychotiques observés lors des traitements anti-parkinsoniens. Pour pallier a cet effet, une
piste prometteuse est l'administration des molécules encapsulées dans des vésicules
extracellulaires comme des nanoparticules avec un systéme d’adressage spécifique leur
permettant de passer la BHE et d’étre délivrée uniquement a I'endroit voulu (Vermeiren et al.,
2020). Cependant, la temporalité et la dynamique de libération de la DA ne sont pas non plus
contrdlées par ces nanoparticules.

L’'un des principaux enjeux dans I'application de ces traitements est donc de définir a quel
moment de la maladie les mettre en place. Malgré les nombreux travaux de recherche, la MP
reste a ce jour incurable, les traitements précités sont seulement symptomatiques puisqu'’ils
ne préviennent pas la dégénérescence des neurones dopaminergiques, et contribuent sur le

long-terme a une aggravation des symptéomes.
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2. Les pistes thérapeutiques pour prévenir le développement de la MP

Les traitements cités ci-dessus ne sont mis en place qu’a I'apparition des symptémes moteurs
de la MP, c.-a.d. quand 2/3 des neurones dopaminergiques ont déja dégénéré. Par
conséquent ils ne permettent ni de prévenir la neurodégénérescence, et donc le
ralentissement de la progression de la maladie, ni de la guérir ; ils sont donc assimilables a
des traitements palliatifs. C’est pourquoi il est primordial de trouver des stratégies permettant
de ralentir, si ce n’est prévenir, cette neurodégénérescence et ainsi améliorer la qualité de vie

des patients sur le long-terme.

a. Larecherche sur cellules souches

Dans ce contexte, la recherche sur la transplantation de cellules souches pluripotentes
induites (IPS) semble une piste prometteuse pour restaurer la fonction du striatum médiée par
la signalisation dopaminergique. Sous l'action de neuroprogéniteurs, les cellules IPS peuvent
étre différenciées en neurones dopaminergiques (Stoddard-Bennett and Reijo Pera, 2019).
Outre un aspect thérapeutique, I'utilisation de ces cellules permettrait également de mieux
comprendre I'étiologie de la MP et I'implication des facteurs de risques génétiques identifiés.
En effet, les cellules IPS sont obtenues par reprogrammation génétique de cellules adultes
différenciées. Les lignées de cellules IPS peuvent donc étre établies avec des facteurs de
risques génétiques, pour en étudier les conséquences sur linduction de la
neurodégénérescence, et la réaction aux traitements de ces différentes sous-population
génétiques (Parmar et al., 2020; Stoddard-Bennett and Reijo Pera, 2019; Zhang et al., 2017).
Par ailleurs, les cellules de carcinome embryonnaire sont des cellules pluripotentes également
utilisées pour l'étude de la différentiation cellulaire. Or il a ét¢ montré in vitro que
I'administration d’AR promeut la différenciation de ces cellules en neurones MSNs et que le
récepteur RARa contribue a la différenciation des neurones dopaminergiques fonctionnels
(Podlesny-Drabiniok et al., 2017). La vitamine A pourrait donc étre un auxiliaire utile dans les

traitements de la maladie de parkinson par transplantation de cellules souches neurales.

b. Identification de biomarqueurs prédictifs

Afin de pouvoir agir sur la neurodégénérescence et prévenir son apparition, il est nécessaire
d’identifier les personnes présentant un risque plus élevé de développer la MP. L’identification
des facteurs de risques génétiques y contribue mais ne permet pas de prédire I'apparition de

la maladie avec certitude. De méme, I'imagerie cérébrale pour identifier précocement la
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dégénérescence dopaminergique ou l'accumulation de LBs est difficilement applicable a
I'ensemble de la population. L’identification de biomarqueurs fiables pour prédire et suivre le
développement de la MP permettrait chez ces patients a risque de mettre en place des
stratégies thérapeutiques ciblées pour agir sur les facteurs de risques environnementaux
modifiables et ainsi limiter, ou du moins ralentir, la dégénérescence des neurones
dopaminergiques. De nombreuses études cliniques sont en cours pour identifier les candidats
éventuels. Plusieurs ont été identifies comme potentiels, tels que le dosage d’a-synucléine
dans le liquide cérébrospinal, les marqueurs de I'inflammation, le dosage d’acide urique, mais
aucun a ce jour n’a démontré une précision diagnostique suffisante pour distinguer les patients
parkinsoniens des sujets sains (Li and Le, 2020; Lotankar et al., 2017; Miller and O’Callaghan,
2015; Parnetti et al., 2019) ;

Etant donné l'origine multifactorielle de la MP, il pourrait étre judicieux de regarder un
ensemble de biomarqueurs prédictifs plutdt qu’un seul isolé (Li and Le, 2020). Nous verrons
par la suite comment les marqueurs du métabolisme de la vitamine A pourraient contribuer &

cet ensemble de biomarqueurs prédictifs (Voir Chapitre 3.).

c. La nutrition

Enfin, la nutrition est également étudiée comme un facteur modifiable potentiel pour ralentir la
progression de la maladie (Figure 19). L'implication de la nutrition est renforcée par
'observation de carences en coenzyme Q10, qui participe au fonctionnement de la chaine
mitochondriale, en vitamine Bl et en lithium chez les patients parkinsoniens ainsi que
'augmentation des cas de dénutrition chez ces patients consécutifs a I'apparition des
symptdmes et des traitements (Desport et al.,, 2017; Mischley, 2017). De plus, la
communication bi-directionnelle entre le systéme nerveux central et le systeme nerveux
entérique laisse envisager une possibilité thérapeutique compte tenu qu’il peut étre plus facile
d’agir sur ’lhoméostasie du microbiote intestinal que sur celle du cerveau (Lorente-Picén and
Laguna, 2021) (Figure 19).

En ce sens, I'administration de probiotiques (c’est a dire les microorganismes vivants,
bactéries ou levures) et de prébiotiques (c’est a dire les nutriments consommés par les
probiotiques pour leur développement) semble avoir un effet bénéfique, et peu de risque
d’effets délétéres. Une étude montre que des souris injectées avec du MPTP consécutivement
a une supplémentation préventive en probiotiques, ont un meilleur taux de survie des neurones
dopaminergiques ainsi qu'une diminution de la réactivité astrogliale et de 'activité de MAO-B
(Srivastav et al., 2019) (Figure 19). D’autres études ont montré des effets similaires sur des
modeles MPTP de la MP et in vitro, et des études cliniques sont également en cours (Lorente-

Picoén and Laguna, 2021).
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Par ailleurs il a été montré qu’un régime alimentaire méditerranéen (c’est a dire enrichi en fruits
et légumes, poissons, produits non raffinés) et une augmentation de la consommation
d’Omega 3 sont associés a une diminution de l'incidence de la MP et un ralentissement de sa

progression (Boulos et al., 2019; Lorente-Picon and Laguna, 2021).

Cellular/molecular level
- mitochondrial dysfunction
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T Microglia activation
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Figure 19 : Schéma récapitulatif des mécanismes sur lesquels la nutrition peut influer pour lutter
contre la neurodégénérescence

A travers 'axe intestin-cerveau, dont la communication s’effectue par le nerf vague, la nutrition et
'administration de prébiotiques/probiotiques peuvent limiter I'inflammation inhérente a I'age et a une
dysbiose du microbiote et ainsi limiter I'activation microgliale et les dysfonctionnements mitochondriaux
au niveau cérébral. Source : Erro et al., 2018

Pour évaluer I'influence d’un nutriment sur I'étiologie de la maladie, il existe de nombreux types
d’études cliniques ; étude de cohorte prospective, étude cas témoins, étude corrélationnelle et
d’autres. Chaque étude a ses avantages et ses limites, les conclusions de ce type d’étude
pouvant étre influencées par le type de questionnaire donné aux patients pour mesurer la
quantité ingérée du nutriment évalué par exemple. De plus on étudie souvent I'effet d’'un seul
nutriment par étude, sans prendre en compte sa biodisponibilité dans I'organisme ou son
interaction avec I'environnement ou d’autres nutriments. Ces différents paramétres peuvent
expliquer la présence de résultats contradictoires d'une étude a lautre et I'absence

d’association statistique (Boulos et al., 2019).
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Néanmoins parmi les pistes nutritionnelles envisagées, la vitamine A a montré des effets

bénéfiques potentiels dans plusieurs études pour prévenir le développement de la MP.

Dans le chapitre suivant, nous détaillerons les mécanismes par lesquels la vitamine A peut
influer sur I'étiologie de la MP et ainsi souligner 'importance de maintenir la signalisation des

rétinoides a un niveau suffisant.
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CHAPITRE 3. Les liens entre signalisation de la vitamine A et
maladie de Parkinson

I. L’importance de la signalisation des rétinoides dans le maintien de la voie

nigro-striée

1. L’expression des rétinoides dans la voie nigro-striée

De multiples travaux montrent que I'’AR contribue a la régulation et au fonctionnement de la
voie nigro-striée. Cependant, les enzymes impliquées dans la synthése des rétinoides et leurs
métabolites sont distribuées de facon hétérogene dans la voie nigro-striée.

Les enzymes de production de 'AR, dont ALDH1A1, sont majoritairement exprimées dans le
soma et les terminaisons synaptiques des neurones dopaminergiques de la SNc (McCaffery
and Drager, 1994; Zetterstrom et al., 1999). Plus précisément, seuls certains neurones
dopaminergiques de la SNc expriment cette enzyme, ce qui fait de TALDH1A1 un marqueur
de cette sous-population neuronale (Poulin et al., 2018). Nous développerons le role de cette
sous-population de neurones dopaminergiques ALDH1A1" ultérieurement (voir partie 3.). La
présence d’ALDH1A1 dans le striatum s’explique essentiellement par les afférences
dopaminergiques de ces neurones de la SNc exprimant ALDH1A1 (Pan et al., 2019a). Bien
gue ce soit la SNc qui exprime majoritairement 'enzyme de synthése de I'AR, il a été montré
que la plus grande concentration d’AR cérébral est retrouvée au niveau du striatum (Kane et
al., 2005).

En dehors des neurones dopaminergiques, c’est lisotype ALDH1A2 qui est majoritairement
exprimé au niveau cérébral (Goodman et al., 2012). Les récepteurs des rétinoides quant a eux
sont essentiellement exprimés dans le striatum, en particulier les isoformes RARB et RXRy
(Krezel et al., 1999; Zetterstrom et al., 1999).

Il existe une distribution différentielle entre les transcrits des récepteurs et I'expression de leurs
protéines. Par exemple il a été montré que le récepteur RARB était exprimé, bien que
faiblement, au niveau de la SNc sans que son transcrit soit détectable dans cette structure. Le
méme phénoméne est observé dans d’autres structures du systeme nerveux central (Krezel
et al., 1999). Concernant les protéines de transport de 'AR, CRABP 1 et 2 sont exprimées
dans le striatum mais seul CRABP 1 est détectée au niveau de la SNc (Zetterstrém et al.,
1999). Ces expressions différentielles des récepteurs, de 'ALDH1A1 et de I'AR entre le
striatum et la SNc illustrent I'action paracrine de I'AR, de la SNc vers le striatum, 'AR jouant

le role de messager trans-synaptique (Pan et al., 2019a).
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2. Le role des rétinoides dans le développement et le maintien de la voie nigro-

striée

L’expression robuste des rétinoides dans le striatum et la SNc suggeére leur implication dans
la régulation de ces structures et la signalisation des ganglions de la base.

La signalisation médiée par 'AR dans le striatum contréle la différenciation des différentes
populations de neurones striataux GABAergiques. Des études utilisant des souris
transgéniques ont montré que I'expression de RARP était nécessaire pour la différenciation
des neurones D1 MSNs (Podlesny-Drabiniok et al., 2017; Rataj-Baniowska et al., 2015). De
plus, la maturation des MSNs nécessite la signalisation de la protéine DARPP-32, dont
I'activation est sous le contrdle de 'AR (Pedrini et al., 2008). Par ailleurs la signalisation de
I'AR est également impliquée dans la différenciation terminale des neurones dopaminergiques
de la SNc. Notamment, l'activité de NURR1 pour la différenciation des neurones
dopaminergiques nécessite son hétérodimérisation avec les RXR (Dong et al.,, 2016;
Zetterstrom et al., 1997). Cette hétérodimérisation NURR1-RXR permet également de prévenir
la dégénérescence des neurones dopaminergiques, comme démontré avec un agoniste de
ces hétérodimeres chez des souris injectées avec du MPTP, et sur des modéles génétiques
in vitro de la MP (Spathis et al., 2017). De plus, des souris KO pour NURR1 ont une diminution
de I'expression de la TH dans le striatum, et on observe une perte d’expression pour 'enzyme
ALDH1A2 et du D2R dans les neurones dopaminergiques de la SNc chez ces souris
(Zetterstrom et al., 1997).

Par ailleurs, il a été montré que le D2R possede une séquence RARE (élément de réponse de
I’AR dans ’'ADN de ses géenes cibles) dans son promoteur et que les récepteurs D1R et D2R
de la dopamine sont sous contrdle de 'AR (Lane and Bailey, 2005; Samad et al., 1997a; Sodja
et al., 2002). L’'expression des enzymes impliquées dans la synthése de la DA, TH et AADC,
est également modulée par 'AR (Berrard et al., 1993; Cervini et al., 1994; Kobayashi et al.,
1994).

La signalisation médiée par les rétinoides semble donc nécessaire a la mise en place et a la
fonctionnalité du systéme dopaminergique dans la voie nigro-striée, 'expression des enzymes

et des protéines impliquées dans les voies respectives étant interdépendante.
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. Les conséquences d’une altération de la signalisation des rétinoides dans

la pathogénese et la physiopathologie de la MP

1. Les études cliniques

Plusieurs études cliniques et épidémiologiques ont évalué I'association entre la vitamine A
(c’est a dire les rétinoides et les caroténoides) et la MP. Parmi les études analysant la quantité
d’apports nutritionnels en vitamine A et le risque de développer la MP, une seule a montré une
association positive entre la consommation de B-carotene et une diminution de l'incidence de
la MP (Yang et al., 2017). Les autres études, cas-contrdles ou prospectives, n’ont pas conclu
sur un lien significatif entre la consommation de rétinol ou de (-caroténe et le risque de
développer la MP (Anderson et al., 1999; Johnson, 1999; Paganini-Hill, 2001; Zhang et al.,
2002) (Tableau 2). Cependant, dans ces études, la quantité de vitamine A apportée est
mesurée a partir de questionnaires sur les habitudes alimentaires. Or nous avons montré
précédemment que l'apport réel en vitamine A dépendait grandement de la forme du
précurseur et de la matrice alimentaire par laquelle elle était absorbée (voir Chapitre 1.). Ainsi,
il se peut que la quantité de vitamine A ingérée soit sous-estimée (ou surestimée) chez les
patients et ne soit pas comparable d’une étude a l'autre. De plus la revue de Takeda et al.,
2014, qui reprend I'ensemble des études cliniques sur I'association entre vitamine A et MP de
1990 a 2013, conclut que la conception de la majorité de ces études cliniques ne permet pas
de conclure sur une association ou non entre les deux parametres.

D’autres études se sont intéressées au statut en vitamine A des patients atteints de la MP.
L’étude cas-contr6les de Kim et al.,, 2017 a montré une diminution des taux de B-caroténe
dans le sang des patients parkinsoniens, mais pas d’effet sur les taux de rétinol, comparé aux
cas contréles. Les autres études cliniques ayant mesuré les taux de caroténoides et de rétinol
plasmatique n’ont pas observé de différence significative entre les patients parkinsoniens et
les cas controles (Foy, 1999; Jiménez-Jiménez et al., 1993) (Tableau 2). Les taux de rétinol
plasmatique sont corrélés a I'apport nutritionnel en vitamine A et augmentent suite a un repas
riche en vitamine A (Li et al., 2014a). Néanmoins, la concentration de rétinol plasmatique est
finement régulée par I'organisme et revient rapidement a la normale (2 puM) suite a la prise
alimentaire. Ainsi la concentration plasmatique de rétinol n’apparait pas comme un indicateur
fiable du statut en vitamine A et de la signalisation de 'AR. La mesure de la concentration en
AR sanguin et dans le liquide cérébrospinal pourrait étre un indicateur plus pertinent (Royal et
al., 2002). Pourtant, la mesure de I'AR sanguin n’est pas ou peu réalisée chez 'Homme. En
effet de par leur structure, les rétinoides et en particulier 'AR et ses isoformes, sont instables
en présence d'oxydants, de lumiére ou de chaleur excessive (Das et al., 2014). Ceci rend

difficile I'extraction de I'AR circulant et les méthodes utilisées pour son dosage.
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L’ALDH1A1 a été suggéré comme un potentiel biomarqueur périphérique pour prédire le
risque de développer la MP. Il a été montré que la concentration plasmatique d’ALDH1A1 était
significativement diminuée chez les patients parkinsoniens comparés aux cas contrbles
(Grunblatt et al., 2010) (Tableau 2). De plus, il a également été montré que I'expression
d’ALDH1A1 était diminuée dans les neurones dopaminergiques de la SNc chez les patients
parkinsoniens comparés aux cas contréles (Galter et al., 2003; Grunblatt, 2018; Liu et al.,
2014) (Tableau 2).

Les résultats de ces études sont donc controversés mais laissent néanmoins supposer une
implication de la signalisation des rétinoides, en particulier de 'AR et son enzyme de synthése
ALDH1A1, dans la physiopathologie de la MP.
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Design Indicateur quantifié Taille de I'échantillon Méthode Effet sur la SNc Résultats principaux Etude
Mesure des taux de Pas d' iati tre les t
as d'association entre les taux
Etude cas- rétinol et 61 MP sporadiques, Sang total . R L. Jimenez-limenez
R L R . plasmaique de B-caroténe/rétinol et le
contréles caroténoides 61 cas contlles collecté R . etal., 1993
. risque de développer la MP
plasmatiques
Questionnaire , L a
Facteurs . Pas d'association trouvée entre la
Etude cas- - 103 MP sporadiques, sur les . . Anderson etal.,
. nutritionnels dans . X consommation d'aliments contenant de la
controles 103 cas contdles habitudes - 1999
MP . ) vitamine A et la MP
alimentaires
Fact Questionnaire Pas d' iation t . trel
acteurs as d'association trouvée entre la
Etude cas- " 144 MP sporadiques, sur les | o Johnson etal.,
R nutritionnels dans R X consommation d'aliments contenant de la
contréles 432 cas contbles habitudes ) R 1999
MP . . vitamine A et la MP
alimentaires
Diminution de : . 0
Bl es l'expression B e Coupes L'expression de I'ARNm de ALDH1A1 est
u - X i iques, - P P
. , P P Aq cérébrales de ALDH1A1 N spécifiguement diminuée dans la SNcdes Galter et al., 2003
contréles d'ALDH1A1 dans les 14 cas contdles . X X
SNc patients parkinsoniens
neurones DA
ALDHIAT utilisée
comme ) ALDH1A1 comme biomarqueur potentiel
Etude cas- i 22 MP sporadiques, Sang total . ‘q, P ... Grunblattetal.,
N biomarqueur N ) avec une bonne spécificité et sensibilité
contréles L, 33 cas contdles collecté L R , 2010
périphérique de la pour prédire le risque de développer MP
MP
La localisation des neurones DA ALDH1A1
Diminution de Coupes positifs et négatifs dans la SNc humaine
Etude cas- I'expression 10 MP sporadiques,9 |, R ALDH1A1 N difféere entre les cas de MP et les cas .
N , N cérébrales de . N ; Liu etal., 2014
contréles d'ALDH1A1 dans les cas contoles SNe neurones DA N témoins. Une diminution de 'ALDH1A1
neurones DA peut rendre les neurones DA plus enclins a
la dégénérescence.
Le taux de B-carotene (mais pas de rétinol)
Mesure des taux de est diminué pour les patient MP comparé
Etude cas- rétinol et 104 MP sporadiques, Sang veineux aux contrdles. Il est égalements plus bas Kim et al.. 2017
contréles caroténoides 52 cas contoles collecté chez les MP jeunes comparés aux MP a un v
plasmatiques stade avancé. Effet de I'dge et de la
progression de la MP
Mesure des taux de Pas de changements significatifs des taux
Etude cas- rétinol et 41 MP sporadiques, Sang total de rétinol et caroténoides plasmatiques
A - A p . ., Foy et al., 1999
contréles caroténoides 41 cas contdles collecté chez les patients MP comparé aux
plasmatiques controles
13 979 personnes au . .
, Questionnaire , o .
. départ, avec 395 Pas d'association entres la consommation RV
Etude Facteurs de risques J sur les ) K h Paganini-Hill et al
. développent MP, 2 . de la vitamine A et le développement de la
prospective pour MP . habitudes ., 2001
320 cas controles 17 . . MP
alimentaires

ans apres

Etude
prospective

Association apports
nutritionnels en
vitamines anti-

oxydantes et risque

MP

371 développent MP
sur une cohorte de
124 221 personnes

Questionnaire
sur les
habitudes
alimentaires

La consommation de doses élevées de
caroténoides ne semble pas diminuer le
risque de développer la MP

Zhang et al., 2002

Etude
prospective

Association entre
apports
nutritionnels en
vitamines anti-
oxydantes et risque

1329 développent
MP sur une cohorte
de 84 774 personnes

Questionnaire
sur les
habitudes
alimentaires

La consommation de B-caroténe est
associée a une diminution du risque de
développer la MP

Yang et al., 2017

MP
Diminution de Coupes
Etude cas- I'expression 8 MP sporadiques, 12 L, P ALDH1A1 N Diminution du nombre de neurones N
. N cérébrales de L. R Grunblatt, 2018
contréles d'ALDH1A1 dans les cas contoles SNe neurones DA N ALDH1A1+ ches MP comparés a contréle

neurones DA

Tableau 2 : Synthese des principales études
étudié la relation entre la vitamine A et la maladie de Parkinson
Abréviations : MP, Maladie de Parkinson ; SNc, substance noire compacte (adapté de Marie et al.,

2021).

clinigues qui ont directement ou indirectement
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2. Les études pré-cliniques

Les études pré-cliniques analysant le réle de la vitamine A dans la pathogenése de la MP ont
été réalisées par diverses manipulations de la vitamine A et de ses voies de signalisation :
supplémentation ou carence nutritionnelle, souris KO pour les récepteurs, traitements
pharmacologiques avec des agonistes/antagonistes naturels ou synthétiques des rétinoides,

in vivo ou in vitro.

a. Etudes pré-cliniques portant sur 'effet d’'une altération de la signalisation des rétinoides

sur l'intégrité de la voie nigro-striée

* Implication de la vitamine A via le systéme dopaminergique

La premiere preuve de l'implication des rétinoides dans la physiologie de la voie nigro-striée
est l'effet d’'une délétion des récepteurs RAR et RXR ou d’une inhibition de ces récepteurs
chez la souris (Tableau 3). L'étude de Krezel et al., 1998 a montré que des souris avec un
double KO constitutif pour les récepteurs RARB-RXRy ou RARB-RXRB présentaient des
déficits locomoteurs dans le test de I'open field et le test du rotarod (Tableau 3). Par ailleurs
les simples mutants RARB ou RXRy présentent un déficit dans le test du rotarod mais pas
dans I'open field, tandis que les fonctions motrices du simple mutant RXRB ne sont altérées
ni dans un test ni dans l'autre. Ces résultats suggérent que I'hétérodimére RARB-RXRy
représente I'unité fonctionnelle impliquée dans le contrdle de la locomotion, et que RXRp et
RXRYy sont fonctionnellement redondant (Krezel et al., 1998). De plus il a également été montré
que le double KO RARB-RXRYy induisait une diminution de I'expression des D1R et D2R dans
le striatum ventral et le striatum dorso-médial, sans effet pour les simples mutants (Krezel et
al., 1998). De facon similaire, 'administration d’'un antagoniste du RAR[ a des souris adultes
pendant 4 semaines induit une diminution de I'expression de D1R et de la TH dans le striatum,
mais sans effet de cette diminution d’expression de la TH sur les taux de DA mesurés par
HPLC (Kitaoka et al., 2011) (Tableau 3). L’administration de drogues, comme les antagonistes
des récepteurs de 'AR, permet d’observer I'implication de la signalisation des rétinoides a
I'age adulte chez ces animaux, contrairement aux KO constitutifs qui affectent également la
période développementale de I'animal et donc la mise en place du systéme dopaminergique.
Le récepteur RXRy est également impliqué dans la régulation de l'activité du D1R, puisque
des souris avec un KO constitutif pour le récepteur RXRy présentent un défaut de la réponse
cataleptique suite a 'administration de différents antagonistes de la DA (Saga et al., 1999)
(Tableau 3). Ces résultats mettent en avant le role de la signalisation des rétinoides, via les

récepteurs RARB et RXRy, dans la signalisation dopaminergique de la voie nigro-striée.
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Outre le rble des récepteurs, des études se sont également intéressées a I'effet d’'une carence
nutritionnelle en vitamine A, et donc a une diminution globale de la signalisation des rétinoides
sur la pathogénése et la pathophysiologie de la MP (Tableau 3).

Des rats carencés en vitamine A (VAD, Vitamin A Deficiency) pendant 6 mois, a partir de la
période post-natale, présentent des troubles moteurs dans le test du rotarod, semblables a
ceux que I'on peut observer chez des animaux modéles de la MP (Carta et al., 2006) (Tableau
3). Les rats VAD présentent également une réponse comportementale différente de celle des
animaux sous régime contréle, suite a I'injection d’agoniste du D1R et d’antagoniste du D2R,
sans pour autant voir de changement dans I'expression de ces récepteurs au niveau striatal
(Carta et al.,, 2006). L’altération motrice est également retrouvée chez des souris de 9
semaines carencées en vitamine A par l'alimentation pendant 1 mois (Kitaoka et al., 2007)
(Tableau 3). Les souris VAD présentent une diminution des taux de DOPAC, le métabolite de
la DA produit suite a la dégradation du DOPAL, mais sans différence pour les taux de DA
(Kitaoka et al., 2007). Les souris VAD présentent donc une altération du catabolisme de la DA.
L’ensemble de ces études illustre I'importance de la signalisation des rétinoides médiée par
ses récepteurs, en particulier RARB et RXRYy, pour l'intégrité de la fonction motrice chez les
rats et les souris. Concernant la signalisation dopaminergique, I'implication de la vitamine A
semble plus subtile et d’autres mécanismes pourraient étre mis en jeu pour expliquer les

déficits moteurs observés chez les animaux déficients en vitamine A.
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N Comportement Protéines Survie neurones a-synucléine a
Modele Tests comportement . L. Etude
moteur* Striatum* SNc* agrégation*
L, D1R, D2R, TH,
rotarod, activité Carta etal.,
Rats VAD . NN DA/DOPAC =
motrice 2006
ChAT N\
Rats VAD aecrt]|:/elis;[r:zrt]:|eczt cE>E(e3n N DA et SHT = Kitaoka et
otfice, lop DOPAC N\ al., 2007
field
Ré talepti S tal.,
Souris KO RXRY eponse cataleptique N I ChaT agaeta
agoniste DA 1999
open field et activité  Locomotion 2 MOR1, TH, Liao et al
Souris KO RARB redressement en redressement DARP-32 (post- 2008 v
réponse agoniste DA N natal)
Ki letal.
Souris KO RAR/RXR  rotarod, open field NN D1R; D2R N\ rezfg:g al
DOPAC et HVA =
Antagoniste RARB . N période Kitaoka et
. enregistrement EEG e . TH,D1R N
souris d'éveil X al., 2011
ratio HVA/DA N
KO aldhlal ch Liu et al.
a X azchez rotarod, open field N A a-synucléine N A luetat,
souris A53T 2014
DA, DOPAC,
souris KO rotarod, open field, . DOPAC/DA N Wey et al.,
aldhlal/aldh1a2 actimétrie, Y-maze 2012
DOPAL 7
baseline DA 7
: o . Anderson et
souris KO aldhlal libération DAN 7 neurones TH al. 2012
DOPAC N ’
souris KO constitutif , Locomotion =
ur . Ut open field, acitivité ! N MOR1 (post Pan etal.,
et conditionnel redressement
redressemnt natal et adulte) 2019
aldhlal N
NN
.S.OUI’IS KO rotarod, open field aprer.mssage et Wu et al.,
conditionnel aldhlal vigueur 2019
mouvment

* comparé au groupe controle

Tableau 3 : Synthése des principales études pré-cliniques portant sur I'effet d’'une altération de la
signalisation des rétinoides (VAD, KO récepteurs et ALDH1A1) sur l'intégrité de la voie nigro-striée
Abréviations : EEG, Electroencéphalogramme ; VAD, Vitamin A deficiency (adapté de Marie et al.,

2021).

* Implication de la vitamine A via l'acétylcholine et les striosomes

Les antagonistes des récepteurs muscariniques de I'ACh ont été les premiers traitements
utilisés contre les symptdmes de la MP, avant la découverte de la L-DOPA (Fahn, 1989). Ces
observations ont conduit a [I'hypothése que les deux systemes, cholinergique et
dopaminergique, doivent fonctionner en équilibre pour permettre une régulation optimale du
mouvement volontaire par le striatum (Ztaou and Amalric, 2019). Plusieurs études suggérent
que la signalisation des rétinoides pourrait contribuer a 'homéostasie de régulation des deux
systémes en régulant l'activité des marqueurs cholinergiques.

Une diminution significative de la libération d’ACh au niveau de I'hippocampe en réponse a

I'injection de scopolamine (anticholinergique) est observée chez des rats de 3 semaines
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carencés en vitamine A pendant 12 semaines (Cocco et al., 2002). Les rats carencés en
vitamine A dans I'étude de Carta et al., 2006, présentent également une diminution forte de
30 % des taux d’ACh dans le striatum. Cette diminution des taux d’ACh dans le striatum
pourrait étre expliquée par une diminution de l'activité de I'acétylcholine transférase (ChAT),
'enzyme de synthése de I'ACh, , qui est sous contréle de 'AR (Berse and Blusztajn, 1995;
Diebler et al., 1998). Cette hypothése est cohérente avec la diminution de I'expression de
ChAT observée au niveau des interneurones cholinergiques du striatum de souris KO pour le
récepteur RXRy (Saga et al., 1999) (Tableau 3). La diminution de I'expression de ChAT est
également retrouvée dans la partie antérieure du cerveau de rats de 4 semaines carences en
vitamine A pendant 6 mois (Corcoran et al., 2004). A l'inverse, il a été montré in vitro que des
traitements avec différentes isoformes de I'AR (AR-all-trans, AR-9-cis et AR-13-cis), sur des
neurones cholinergiques de souris, induisaient une augmentation de 'activité de la ChAT et
de I'expression de son ARNm, se traduisant par une augmentation intracellulaires des taux
d’ACh (Pedersen et al., 2002). Ces résultats confirment que I'expression et I'activité de la
ChAT sont sous contréle de la signalisation des rétinoides médiée par 'AR et ses récepteurs.
De plus, I'étude de Carta et al., 2006, suggére que les effets moteurs observés chez les rats
carencés en vitamine A pourraient étre dus a un dysfonctionnement des interneurones
cholinergiques du striatum. Ainsi il est possible que les effets de la carence en vitamine A a
I'’age adulte ne soient pas uniquement médiés par la signalisation dopaminergique de la voie

nigro-striée, mais également par le systeme cholinergique.

Comme dit précédemment, 'ACh est également un marqueur du compartiment matriciel du
striatum (voir Chapitre 2.) (Lanciego et al., 2012; Sgroi and Tonini, 2018). En ce sens, I'étude
de l'implication de la signalisation des rétinoides dans l'intégrité des compartiments striataux
pourrait apporter des informations complémentaires sur le réle de la vitamine A dans
I’'hnoméostasie de signalisation de la voie nigro-striée et les fonctions motrices associées.

L’homéostasie des compartiments striataux (striosomes et matrice), est également régulée
par la signalisation des rétinoides. Un KO constitutif du RARB chez des souris induit une
diminution significative de la surface occupée par les striosomes, marqués par MOR1, dans le
striatum antérieur de ces souris (Liao et al., 2008) (Tableau 3). La délétion de RARR a un effet
moins drastique sur la formation des striosomes, reflétée par 'immunomarquage avec MOR1,
au niveau de la partie postérieure du striatum. Ces résultats sont cohérents avec I'étude de
Miyamoto et al., 2018, qui étudie la diversité des striosomes au sein du striatum selon les
marqueurs neurochimiques qu’ils contiennent. Cette étude a révélé 5 types de population de
striosomes, ayant chacune un territoire d’expression défini le long de I'axe rostro-caudal. Les
striosomes exprimant MOR1 sont localisés au niveau de la partie antérieure du striatum, tandis

que ceux contenant la substance P sont localisés au niveau de la partie postérieure ; les
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striosomes contenant de I'enképhaline sont quant a eux retrouvés au hiveau du striatum
ventral (Miyamoto et al., 2018). Par ailleurs la délétion de RARP durant la période
développementale induit également une diminution de la taille du striatum chez les nouveau-
nés comparés aux contrélés ainsi qu’une diminution de I'expression de TH et DARPP-32, en
plus de celle de MOR1 (Liao et al., 2008) (Tableau 3). Ainsi un défaut de signalisation des
rétinoides, médiée par le récepteur RARRB, durant le développement induit une altération de la
cyto-architecture du striatum associée a une atrophie du striatum et un défaut d’expression
des protéines impliguées dans la maturation des MSNs (DAPR-32) et la signalisation
dopaminergique (TH).

Concernant I'implication de la signalisation des rétinoides dans la compartimentation du
striatum a 'age adulte, TALDH1A1 est nécessaire au maintien de I'expression post-synaptique
de MOR1 et son activité dans le striatum a I'dge adulte (Pan et al., 2019a; Sgobio et al., 2017)
(Tableau 3). La perte d’expression d’ALDH1A1 résultant de la dégénérescence des neurones
dopaminergiques ALDH1A1* de la SNc pourrait donc expliquer la diminution d’expression de
MOR1 dans le cerveau de patients parkinsoniens (Pan et al., 2019a; Sgroi and Tonini, 2018).
En effet, 'ALDH1Al dans le striatum provient essentiellement des afférences
dopaminergiques de la SNc (Pan et al., 2019a). Le r6le de MOR1 dans la contribution a
I'étiologie de la MP reste a définir. La diminution de son expression dans le cerveau des
patients parkinsoniens laisse supposer une altération de la signalisation inhibitrice sur le D1R
médiée par ce récepteur couplé aux protéines G, conduisant a un déséquilibre de la
signalisation dans les ganglions de la base et a I'apparition des symptdémes moteurs (Pan et
al., 2019a). Cependant, les études montrent des effets contradictoires suite a l'inhibition ou a
I'activation de MOR1 dans le striatum d’animaux modélisant la MP. L’injection d’antagoniste
de MOR1 augmente la sévérité des dyskinésies induites par le traitement a la L-DOPA dans

certaines études, et les réduisent dans d’autres (Bezard et al., 2020).

En conclusion de ces études pré-cliniques, un défaut de signalisation des rétinoides pendant
le développement est associé a I'apparition de troubles moteurs similaires a ceux observés
chez les animaux modélisant la MP. Ces altérations motrices pourraient étre expliquées par
une dérégulation du systeme dopaminergique et du systéme cholinergique en réponse a une

diminution de la signalisation médiée par la vitamine A.
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b. Etudes pré-clinigues portant sur I'effet d’'un renforcement de la signalisation des

rétinoides sur l'intégrité de la voie nigro-striée dans des modéles de la MP

A linverse des études portant sur un déficit en rétinoides, d’autres études ont regardé I'effet
d’'une augmentation de la signalisation des rétinoides dans des modéles animaux de la MP
(Tableau 4). L’injection d’AR encapsulé dans des nanoparticules au niveau du striatum
diminue la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc induite par I'injection
de MPTP chez des souris de 3 mois (Esteves et al., 2015). L’injection des nanoparticules d’AR
induit également une augmentation de I'expression de TH et de NURR1 dans le striatum des
souris injectées au MPTP agées de 3 mois et de 26 mois (Esteves et al., 2015) (Tableau 4).
Un effet similaire sur la survie des neurones dopaminergiques de la SNc est retrouvé chez des
animaux modélisant la MP, par une injection de 6-OHDA ou de métamphétamine, injectées
préalablement avec l'isoforme 9-cis de 'AR (Reiner et al., 2014; Yin et al., 2012a) (Tableau
4). De plus, l'injection intra-cérébro-ventriculaire (i.c.v.) d’AR 9-cis permet de diminuer les
déficits moteurs relatifs a la modélisation de la MP, et d’augmenter I'expression de la TH dans
la SNc et le striatum de ces animaux (Reiner et al., 2014; Yin et al., 2012a). In vitro, la présence
d’agonistes des RXR permet également d’'augmenter la survie des neurones dopaminergiques
dans des cultures primaires de cellules traitées a la 6-OHDA (Friling et al., 2009) (Tableau 4).
L’effet d’agonistes des RAR/RXR (agoniste des récepteurs ou injections pharmacologiques de
rétinoides) sur la préservation de la voie nigro-striée et les comportements moteurs associés
est donc clairement établi dans la littérature.

Cependant, une seule étude a regardé I'effet d’'une supplémentation nutritionnelle en vitamine
A dans un modéle de la MP induit par l'injection de 6-OHDA dans la SNc de rats (Kunzler et
al., 2019) (Tableau 4). Dans cette étude, les animaux ont été supplémentés en rétinol pendant
4 semaines avant l'injection de 6-OHDA. Cette étude n’a pas montré de réel effet de la
supplémentation en vitamine A sur les déficits moteurs induits par la 6-OHDA. Cependant cette
étude montre plusieurs points faibles, comme par exemple l'effet de [linjection sur la
dégénérescence dopaminergique et la déplétion en dopamine du striatum qui n'est pas

significative. Cette seule étude n’est donc pas suffisante pour conclure.
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L Survie o i
. , 5 in vitro [ Tests Comportement Protéines Protéines S .
Modéle MP Supplémentation .. neurones . a-synucléine Etude
in vivo comportement moteur* . SNc* Striatum*
c

Vitamine A et B- L N Agrégation Ono & Yamada,
in vitro

a-synucléine N .
td carotéene a-synucléine 2006

Surexpression RXR ;

. . . - A oligomeres  Yakunin et al.,
Souris A53T  supplémentation AR in vitro

i a-synucléine 2012
9-cis
6-OHDA sur
lul
‘ce u es Agonistes RXR in vitro A Friling et al., 2009
primaires de
souris
TH, Pitx3, TH, NURR1
. Injection ARdansle = 1 i Esteves et al.,
Souris MPTP . in vivo AN NURR1 (souris
striatum . 2015
AN agées) A
Rats 6-OHDA Vitamine A invivo  Rotarod Noeffect  Noeffect —TH= TH = Kunzler etal,
(alimentation) 2019
DA
libération
Rats 6-OHDA AR 9-cis (i.c.v.) les deux Test rotation A AN THAA et Yin etal., 2012
catabolisme
AN
Souris MPTP; 6- .
ourts NURRL:RXRat TH, DA Spathis etal.,
OHDA; AAV a- . les deux Rotarod AN AN THAA
L. agoniste AN 2017
synucléine
Injection At
2 2 . Activité .
Métamphét. AR 9-cis (i.c.v.) les deux - A AN TH A Reiner et al., 2014
chez rats

* Comparé au modéle sans supplémentation

Tableau 4 : Synthése des principales études pré-cliniques portant sur 'effet d’'un renforcement de la
signalisation des rétinoides (supplémentation nutritionnelle, injections d’AR et de ses dérivés, agonistes
des récepteurs) sur 'intégrité de la voie nigro-strié

Abréviations : AAV, adenos-associated virus ; i.c.v., injection intra cérébro ventriculaire (adapté de
Marie et al., 2021).

En conclusion, ces études précliniques illustrent I'implication des dérivés de la vitamine A et
leurs récepteurs dans 'homéostasie des neurones dopaminergiques de la SNc et la régulation
de la signalisation dopaminergique nécessaires au contrdle du mouvement volontaire dans les
ganglions de la base. Cependant, I'implication directe du métabolisme de la vitamine A dans
la pathogénese de la MP n’a pas encore été établie. Parmi les hypothéses avancées, celle du

role pivot de TALDH1A1 a retenu notre attention tout au long de cette thése.
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lll. Le réle pivot d’ALDH1A1 dans le systéme dopaminergique nigro-strié

Plusieurs études convergent vers I'hypothése que I'action de la vitamine A dans la voie nigro-
striée implique spécifiquement 'enzyme ALDH1A1 au niveau des neurones dopaminergiques
de la SNc.

Premierement, comme indiqué précédemment, il a été montré qu’'une altération de
I'expression d’ALDH1A1 chez 'Homme représentait un facteur de risque pour la MP (Liu et
al., 2014). Plusieurs études révélent que le polymorphisme génétique du géne codant pour
ALDH1A1 est associé a une augmentation du risque de développer la MP (Fan et al., 2021;
Salas-Leal et al., 2019). Par ailleurs, outre son role comme facteur de risque, la variabilité
génétigue de ALDH1Al a été incorporée a un algorithme mathématique, compilant la
variabilité de plusieurs génes identifiés comme facteur de risque de la MP, pour prédire le
développement et la progression de la MP (Rabey et al., 2020).

Deuxiemement, une étude utilisant des souris présentant des doubles KO constitutifs pour
ALDH1A1 et ALDH2 a montré que ces souris présentaient des déficits moteurs dans le test
du rotarod, dont la sévérité augmente avec I'age des souris. Les altérations motrices induites
par le double KO sont réduites suite a l'injection de L-DOPA, montrant le lien avec la
transmission dopaminergique (Wey et al., 2012) (Tableau 3). La double délétion d’ALDH1A1
et d’ALDH2 induit également une diminution de la survie des neurones dopaminergiques de
la SNc dans I'étude de Wey et al., 2012. Cependant un résultat opposé a été observé chez
des souris simple KO constitutif pour ALDH1A1, avec une augmentation de I'expression de
TH dans les neurones dopaminergiques et une absence d’altération motrice chez ces souris
(Anderson et al., 2011). Ces résultats suggérent un réle compensatoire de ALDH2 chez la
souris pour la survie des neurones dopaminergiques et la fonction motrice sous contréle de la
signalisation dopaminergique. Néanmoins, les 2 études montrent une altération du
métabolisme de la DA et de sa libération (Anderson et al., 2011; Wey et al., 2012). Plus
récemment, I'étude de Wu et al.,, 2019 a mis en évidence le réle spécifique de la sous-
population de neurones dopaminergiques exprimant ALDH1A1 au niveau de la SNc dans les
altérations motrices citées ci-dessus. lls ont montré que I'ablation génétique (c’est a dire KO
conditionnel, inductible a 'dge adulte dans des régions spécifiques par l'injection de virus AAV,
systeme Cre-Lox) de cette sous-population de neurones dopaminergiques dans la SNc
induisait de séveres déficits d’apprentissage moteur dans le test du rotarod et une diminution
de la vitesse de marche dans I'open field. Un traitement a la L-DOPA permet d’augmenter la
vitesse de marche mais pas la capacité d’apprentissage du mouvement, étudiée par la

répétition du test du rotarod. Cette étude montre le role essentiel de cette sous-population de
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neurones dopaminergiques exprimant ALDH1A1 dans I'apprentissage moteur.

Une autre étude a mis en évidence l'importance des neurones ALDH1AL1* dans la vigueur du
mouvement lors de I'apprentissage moteur, en utilisant l1a aussi des KO conditionnels de
ALDH1A1 dans la SNc (Carmichael et al., 2021). La vigueur d’'un mouvement est définie
comme le résultat de plusieurs paramétres prenant en compte la vitesse, I'amplitude, la durée
et le nombre de répétition d’'un mouvement (Dudman and Krakauer, 2016).

Les territoires de projection des neurones dopaminergiqgues ALDH1AL1* ont également été
étudiés. Les afférences dopaminergiques de ces neurones ALDH1Al* projettent
majoritairement sur le striatum antérieur et intermédiaire au niveau de la partie dorsolatérale.
Cependant, seule une petite partie de ces projections innerve les striosomes (Poulin et al.,
2014; Sgobio et al., 2017; Wu et al., 2019). Compte tenu de la forte expression d’ALDH1A1
dans ces compartiments et du réle de 'enzyme de synthése de I'AR dans le maintien de
I'intégrité de ces compartiments a 'adge adulte, on peut supposer I'existence d’'une synthése
locale ’ALDH1A1 au niveau des striosomes. A l'inverse, la majorité des projections regues
par les neurones dopaminergiques ALDH1Al1l* de la SNc proviennent des striosomes
(Carmichael et al., 2021; Sgobio et al., 2017; Wu et al., 2019). Ces données suggérent une
innervation partiellement réciproque des neurones ALDH1AL1* de la SNc et des striosomes du
striatum (Wu et al., 2019).

Troisiemement, il a été montré que les neurones dopaminergigues exprimant ALDH1A1 sont
plus susceptibles de dégénérer dans la MP (Damier et al., 1999; Liu et al., 2014; Poulin et al.,
2018). Les données obtenues a partir de cerveaux de patients parkinsoniens suggérent une
diminution de I'expression du géne codant pour ALDH1A1 et une dégénérescence précoce
des neurones ALDH1AL* par rapport aux autres neurones dopaminergiques(Cai et al., 2014;
Liu et al., 2014). Cette sous-population ALDH1A1* représente 63 % du nombre total de
neurones dopaminergiques de la SNc chez la souris (Wu et al., 2019). Lorsque I'on s’intéresse
aux sous-territoires de la SNc, on remarque que 95 % des neurones dopaminergiques
présents dans la partie ventrale de la SNc sont ALDH1AL*, or c’est la partie de la SNc ou la
dégénérescence des neurones dopaminergiques est la plus importante dans la MP (Cai et al.,
2014; Kordower et al., 2013; Liu et al., 2014). De plus cette distribution topographique des
neurones dopaminergiques ALDH1A1" est conservée entre la souris et 'lHomme (Liu et al.,
2014).

Ces observations amenent a se questionner sur le réle ALDH1A1 ; est-ce un marqueur de
neurodégénérescence ou un marqueur de neuroprotection ? Il semblerait que ALDH1A1 soit
un marqueur de neuroprotection, puisqu’il a été montré que chez 'Homme les neurones
dopaminergiques perdaient I'expression de ALDH1A1 avant de dégénérer (Cai et al., 2014,
Galter et al., 2003; Grunblatt, 2018; Liu et al., 2014). Pour confirmer cette hypothése, I'étude
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de Liu et al., 2014, a utilisé des souris mutantes A53T, modélisant la MP via une surexpression
de la protéine a-synucléine. lls ont montré que les neurones ALDH1A1* de la SNc étaient plus
résistants face a la neurodégénérescence induite par I'a-synucléine, ce résultat ayant été
confirmé in vitro avec une surexpression d’ALDH1A1. De plus ils ont montré qu'un KO
constitutif ’ALDH1A1 chez ces souris A53T induisait une augmentation de I'agrégation d’a-
synucléine, probablement médié par une accumulation de DOPAL en I'absence d’ALDH1A1
(Tableau 3).

L’hypothése des catécholaldéhydes citée précédemment (Voir Chapitre 2.) permettrait
d’expliquer cette prédisposition a la dégénérescence des neurones dopaminergiques perdant
l'expression de ALDH1A1. Pour rappel, le DOPAL est toxique pour les neurones
dopaminergiques puisqu’il induit une augmentation du stress oxydatif et favorise I'agrégation
de la protéine a-synucléine (Burke et al., 2008; Goldstein, 2020). Le DOPAL peut étre dégradé
en DOPAC par les enzymes ALDH, dont le sous-type ALDH1A1 (Marchitti et al., 2007). La
perte d’expression de ALDH1A1 favoriserait donc la mort des neurone dopaminergiques via
une accumulation de DOPAL (Goldstein, 2020; Goldstein et al., 2014; Panneton et al., 2010).
Cette hypothése est en accord avec 'augmentation des taux de DOPAL dans le striatum de
souris constitutivement KO pour ALDH1A1 et ALDH2, associée a une augmentation de la mort
des neurones dopaminergiques (Wey et al., 2012).

Par ailleurs il a été montré, de fagon empirique, qu'une inhibition d’ALDH1A1 suite a une
intoxication au disulfiram (molécule du médicament Antabuse® pour le traitement de
I'alcoolisme) a conduit a I'apparition de symptoémes parkinsoniens chez ces patients (Charles
et al., 2006). L’activit¢ des enzymes ALDHs peut également étre inhibée par certains
pesticides, comme la roténone et le bénomyl (Casida et al., 2014; Fitzmaurice et al., 2014;
Leiphon and Picklo, 2007). La roténone ayant été identifiee comme un facteur de risque de la
MP, ces études soulignent le role crucial des enzymes ALDHs dans la survie des neurones
dopaminergiques (Bourdenx et al., 2015b; Goldman, 2014).

Bien que I'on ait mis en évidence I'importance de l'activité ’ALDH1A1 dans I’homéostasie du
systeme dopaminergique nigro-strié et par extension son réle dans la signalisation des
ganglions de la base, 'origine de la perte d’expression d’ALDH1A1 pour cette sous-population

de neurones dopaminergiques reste inconnue.

En conclusion, on observe une diminution inhérente a I'dge du nombre de neurones
dopaminergiques de la SNc, cette dégénérescence étant accélérée dans le cadre de la MP
(Fearnley and Lees, 1991) conduisant a un déséquilibre entre la voie directe et la voie indirecte
dans les ganglions de la base et in fine a I'apparition des symptdmes moteurs caractéristiques

de la MP. L’ensemble des études cliniques citées précédemment suggére que la vitamine A,
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par I'intermédiaire de son métabolite actif, 'AR, et de ses récepteurs RAR et RXR, pourrait
jouer un réle protecteur dans I'étiologie de la MP. Plus précisément, la signalisation des
rétinoides pourrait contribuer au maintien de I'équilibre dynamique entre la signalisation
cholinergique et dopaminergique au sein de la voie nigro-striée, nécessaire au contrdle du
mouvement volontaire. L’expression de I'enzyme de synthése de 'AR, ALDH1A1, semble
également jouer un réle crucial dans la préservation des neurones dopaminergiques de la SNc
et la signalisation bi-directionnelle entre la SNc et le compartiment striosomal du striatum.

Si le lien entre l'altération, ou le renforcement, de la signalisation des rétinoides et le systéme
dopaminergique nigro-strié semble clairement établi, il est moins évident en ce qui concerne
les interventions nutritionnelles. Par ailleurs, I'altération de la signalisation des rétinoides dans
ces études est principalement initi€e des la période développementale (KO constitutif des
récepteurs, carence post-natale). Ainsi, des études complémentaires sont nécessaires pour

comprendre l'implication de cette altération sur l'intégrité de la voie nigro-striée a 'age adulte.
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HYPOTHESES & OBJECTIFS

La vitamine A est apportée a I'organisme exclusivement par voie alimentaire, et agit par
lintermédiaire de son métabolite actif, 'AR. La signalisation des rétinoides, médiée par la
fixation de '’AR sur ses récepteurs nucléaires RAR et RXR, contribue notamment a la mise en
place et a la fonctionnalité du systéme dopaminergique nigro-strié, systéme qui est altéré dans
la MP. Bien que les origines de la MP restent mal connues, son développement est attribué a
une perte progressive des neurones dopaminergiques de la SNc dont les projections innervant
le striatum forment la voie nigro-striée. Selon le dogme actuel, la perte de transmission
dopaminergique au sein de la voie nigro-striée conduit a un déséquilibre entre les voies directe
et indirecte des ganglions de la base et in fine a I'apparition des symptébmes moteurs
caractéristiques de la MP.

Si I'age reste le facteur de risque majeur dans le développement de la maladie, la MP est une
maladie multifactorielle impliquant des interactions entre un polymorphisme génétique
prédisposant et des facteurs environnementaux et métaboliques. L’ensemble des hypothéses
évoquées pour expliquer la dégénérescence des neurones dopaminergiques converge vers
une augmentation du stress oxydatif auquel les neurones dopaminergiques sont
particulierement sensibles de par leur forte activité.

Compte tenu de son implication dans l'intégrité du striatum et de la voie nigro-striée, une
altération de la signalisation des rétinoides pourrait constituer un facteur de risque important

et contribuer a I'étiologie de la MP.

Les données obtenues chez 'Homme et I'animal indiquent un affaissement de la voie de
signalisation des rétinoides au cours du vieillissement (Feart et al., 2005; van der Loo et al.,
2004). Des études menées chez le rat &gé suggerent que cette diminution de la signalisation
des rétinoides avec I'dge serait due a une altération du métabolisme hépatique de la vitamine
A, conduisant a une diminution de la biodisponibilité de I'AR au niveau cérébral (Dawson et
al., 2000; Dumetz et al., 2020c; Touyarot et al., 2013). Une supplémentation nutritionnelle en
vitamine A semble étre une piste prometteuse pour contrebalancer 'altération du métabolisme
de la vitamine A liée a I'&ge et ainsi maintenir 'homéostasie de la signalisation des rétinoides
dans le cerveau (Dumetz et al., 2020c; Mingaud et al., 2008; Touyarot et al., 2013).

Outre I'age, d’autres facteurs interviennent dans l'altération de la signalisation des rétinoides.
Parmi ces facteurs, certains sont communs aux facteurs de risques de la MP, suggérant une
fois encore I'hypothése d’un lien entre l'altération du métabolisme de la vitamine A et le

développement de la MP. Cette hypothese est renforcée par différentes études pré-cliniques
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montrant qu’une altération de la signalisation des rétinoides est associée a l'apparition de
troubles moteurs similaires a ceux observés chez les animaux modélisant la MP (Carta et al.,
2006; Krezel et al., 1998; Liao et al., 2008; Wey et al., 2012).

Parmi les mécanismes possibles par lesquels la signalisation de I'AR favorise la survie des
neurones dopaminergiques, 'enzyme de synthése de 'AR, ALDH1A1, semble jouer un rbéle
prépondérant. L’ALDH1A1 contribuerait notamment a Ila survie des neurones
dopaminergiques en dégradant le DOPAL, un métabolite de la dégradation de la DA, dont
'accumulation est toxique pour les neurones dopaminergiques.

L’expression d’ALDH1A1 est modulée directement par 'AR, via sa séquence RARE située
dans son promoteur, et indirectement par le facteur de transcription PITX3, dont 'expression
est diminuée dans le cerveau de patients parkinsoniens (Elizondo et al., 2000; Jacobs et al.,
2007; Jankovic et al., 2005). Plus précisément, 'AR active I'expression de PITX3 et ce facteur
de transcription module I'expression d’ALDH1A1 (Jacobs et al., 2007; Smidt, 2017) (Figure
20). Cette régulation de PITX3 par 'AR a été montrée chez des souris injectées au MPTP,
pour lesquelles l'injection d’AR dans le striatum augmente I'expression de PITX3 dans la SNc
et prévient la mort des neurones dopaminergiques induite par 'injection de MPTP (Esteves et
al., 2015).

Ainsi, nous formulons I’hypothése qu’une diminution du métabolisme de la vitamine A,
au cours du vieillissement ou induite par des facteurs génétiques et/ou

environnementaux, entraine une diminution de la synthése d’AR par ’ALDH1A1.

La diminution de la synthése d’AR contribuerait de surcroit a la diminution d’expression
d’ALDH1A1 par manque d’activation de PITX3, cette boucle formant un premier cercle vicieux
favorisant la perte d’expression d’ALDH1A1 (Figure 20).

Cette diminution de I'expression d’ALDH1A1 conduirait & une diminution de la dégradation du
DOPAL en DOPAC, favorisant son accumulation. De plus, il est connu que le DOPAL exerce
un rétrocontréle négatif sur les enzymes responsables de sa dégradation, dont ALDH1Al
(Wey et al., 2012). Cette accumulation de DOPAL conduirait donc a un deuxiéme cercle
vicieux favorisant son accumulation en induisant la perte d’expression d’ALDH1A1.

Nous savons que lorsqu’il n’est pas dégradé, le DOPAL s’accumule dans les terminaisons pré-
synaptiques des neurones dopaminergiques qui projettent sur le striatum (Goldstein, 2020).
Cette accumulation de DOPAL est toxique pour les neurones dopaminergiques en induisant
une augmentation du stress oxydatif et 'agrégation de la protéine a-synucléine (Goldstein,
2020).
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Au vu de ces données nous supposons que la perte d’expression d’ALDH1A1 participe in fine
a une augmentation de la mort des neurones dopaminergiques. Cette hypothése pourrait
expliquer la vulnérabilité a la dégénérescence de la sous-population de neurones
dopaminergiques présente dans la SNc, qui perd I'expression d’ALDH1A1 durant le
développement de la MP (Liu et al., 2014).
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Figure 20 : Représentation schématique du double réle d’ALDH1A1 dans le maintien de
I'intégrité de la voie nigro-striée

ALDH1A1 permet la synthése d’AR d’une part, et la dégradation du DOPAL en DOPAC d’autre part.
(Adapté de Marie et al., 2021)
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A partir de I’ensemble de ces données, nous avons formulé I’hypothése générale
qu’une altération du métabolisme de la vitamine A pourrait-étre responsable de la perte
d’expression d’ALDH1A1, et par extension étre impliquée dans la pathogénése de la
MP. A l'inverse nous supposons qu’une supplémentation nutritionnelle en vitamine A
permettrait de préserver ’homéostasie de signalisation des rétinoides en maintenant a
un niveau suffisant la biodisponibilité de ’AR au niveau cérébral, préservant ainsi la

signalisation dopaminergique nigro-striée.

Pour répondre a cette hypothese, nous avons défini deux objectifs principaux au cours de cette
these.

Objectif 1: Evaluer 'impact d’une supplémentation nutritionnelle préventive en

vitamine A dans un modeéle de la MP chez le rat.

La premiére partie de ces travaux de these a été consacrée a la validation de notre hypothése
d'un potentiel effet bénéfique induit par une supplémentation nutritionnelle dans un modéle
mécanistique de la MP. Pour cela nous avons modélisé la MP par une injection unilatérale
dans le striatum de rats de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) une toxine qui détruit sélectivement
les neurones dopaminergiques. Les rats de 180-200g ont été soumis a un régime contrdle ou
enrichi en vitamine A pendant 5 semaines avant la lésion, et les régimes ont été poursuivis 3
semaines apres linjection. Trois semaines aprés la Iésion nous avons évalué les troubles
moteurs induits par la 6-OHDA et I'effet protecteur de la vitamine A avec différents tests
moteurs. L'effet de la supplémentation en vitamine A sur [lintégrité du systéme
dopaminergique nigro-strié et I'expression d’ALDH1A1 ont été évalués par immunohistochimie
et western-blot.

Les résultats de cette premiére étude sont décrits dans Etude 1.

Objectif 2: Comprendre I'impact d’une carence nutritionnelle en vitamine A sur le

systeme dopaminergique nigro-strié de rats a I’age adulte.

La deuxieme partie des travaux de cette thése a été consacrée a évaluer l'effet dose-
dépendant d’'un apport nutritionnel en vitamine A sur l'intégrité du systéme nigro-strié de rats.
Les rats ont été soumis a trois régime différents, un régime sub-carencé en vitamine A, un
régime dit ‘suffisant’ et un régime enrichi en vitamine A. Cette étude a été réalisée chez des
rats adultes pour une durée totale de 26 semaines. Un quatrieme groupe expérimental sub-
carencé durant 20 semaines puis sous régime enrichi pendant 6 semaines a été réalisé afin

de voir si les effets de la carence pouvaient étre reversés. Différents tests comportementaux

Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 98



classiguement utilisés dans les modeles animaux de la MP ont été réalisés de facon
hebdomadaire a partir de la troisieme semaine de régime afin d’étudier 'impact des régimes
sur le comportement moteur des rats. Les effets des différentes doses de vitamine A sur le
métabolisme et la signalisation de la vitamine A dans le foie et le striatum ont été mesurés par
gPCR. L’intégrité du systéme dopaminergique nigro-strié et I'expression d’ALDH1A1 ont été
évalués par immunohistochimie dans la SNc et le striatum.

Les résultats de cette deuxiéme étude sont décrits dans Etude 2.

Ainsi, I'objectif général de cette thése est de mieux caractériser les mécanismes d’action de la
vitamine A dans le maintien de I'intégrité du systéme nigro-strié dans le contexte de la MP.

L’originalité de ces travaux de recherche repose sur I'approche nutritionnelle pour évaluer
I'effet d’'un déficit ou d’'un renforcement de la signalisation des rétinoides sur le systeme nigro-
strie de rats adultes et les fonctions motrices associées. Par ailleurs une approche
nutritionnelle est aisée a mettre en ceuvre chez les patients et permet une approche préventive
contre le développement de la maladie. A long terme, ce travail pourrait amener a reconsidérer

a la hausse les besoins en vitamine A des personnes de 50 ans et plus.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

Au cours de cette these nous avons choisi de travailler chez le rat pour réaliser nos différentes
approches expérimentales. Les tests comportementaux et analyses post-mortem effectués
pour le modéle de la MP (Etude 1) et le modéle nutritionnel (Etude 2) sont décrits en détail
dans les articles présentés dans la partie résultats de ce manuscrit. Dans cette partie
démarche expérimentale nous nous focaliserons sur le choix des modéles expérimentaux

puisque c’est une question fondamentale pour les études pré-cliniques en biomédical.

I. Description des modeéles animaux

L’ensemble des expérimentations animales de cette thése a été conduit sur des rats males
afin de raffiner le nombre d’animaux utilisés. Les territoires d’expression des récepteurs RAR
et RXR au niveau cérébral varient entre les rats males et femelles, de méme que les effets de
la carence en vitamine A sur les taux de rétinol dans le cerveau (Arfaoui et al., 2009, 2013).
Une étude comparative entre males et femelles constitue donc un projet a part entiere et
nécessite au préalable la caractérisation des mécanismes d’action de la vitamine A sur la voie
nigro-striée.

Concernant le choix de la souche de rat, nous avons utilisé des rats Wistar pour le modéle de
la MP, tandis que I'étude nutritionnelle a été réalisée sur des rats Sprague-Dawley, chacune
des souches étant non-consanguine. La souche Wistar est la souche utilisée au laboratoire
par d’autres équipes et est classiquement retrouvée dans la littérature pour modéliser la MP
par injection de 6-OHDA. Néanmoins durant cette thése, en discutant notamment avec
d’autres équipes travaillant sur des modéles de la MP, nous avons compris que la souche
Sprague-Dawley pouvait-étre plus adaptée pour I'étude de la fonction motrice, ce qui explique

la différence de souche entre les deux études.

II.  Modélisation pharmacologique de la MP chez le rat

1. Choix du modele animal de la MP

Pour modéliser la MP chez I'animal, on distingue 2 grands types de modéles, les modéles par
injection de neurotoxines et les modeéles génétiques, chacun présentant des spécificités. Le
choix va dépendre de la question posée (pour revue, voir : Blesa and Przedborski, 2014; Kin
et al., 2019; Salari and Bagheri, 2019) (Tableau 5).
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Animal model

Motor behavior

SNc neuron loss

Striatal DA loss

Lewy body/Syn

pathology
Toxin-based MPTP Mice Reduced locomotion, bradykinesia +11 11 NO
MPTP Monkeys  Reduced locomotion, altered behavior, +11 11 NO
tremor, and rigidity
6-0OHDA rat Reduced locomotion, altered behavior + 11 11 NO
Rotenone Reduced locomotion + 1 t+ 11 YES
Paraguat/maneb  Reduced locomation + 1 + 44 YES
MET/MDMA Reduced locomation 11 11 MO
Genetic mutations®  a-Synuclein Altered behavior, reduced or increased + Mot consistent ¢ 1 (in old animals)
motor activity
LRKK2 Mild behavioral alteration MO NO MO
PINK1 Mo obvious alterations or reduced NO NO NO
locomation
PARKIN Mo obwvious locomotion or reduced NO + NO
lacomation
DJ-1 Decreased locomotor activity MO NO NO
ATP134A2 Late onset sensorimotor deficits MO NO MO
Others SHH Reduced locomotion 11 11 MO
Murr1 Reduced locomotion 11 11 NO
Engrailed 1 Reduced locomotion 11 + NO
Pitx3 Reduced locomotion +11 t 11 NO
C-Rel-NFKB Gait, bradykinesia, rigidity 11 11 YES
MitoPark Reduced locomotion, tremor, and rigidity t+ 1 11 YES
Atg? Late onset locomotor deficits + 1 t 1 YES
WVMATZ2 Reduced locomotion and altered behavior + 1 t 1 YES

1t t, Severe loss; + 1, Moderate loss; +, Mild loss.

Tableau 5 : Tableau résumant les caractéristiques essentielles des principaux modeles de la MP
présents dans la littérature
Source : Blesa and Przedborski, 2014

* Modéles génétiques

Les modeéles génétiques sont essentiellement réalisés chez la souris, par manipulation
génétique de lignée (KO ou mutation d’'un géne), ou par injection de vecteurs viraux permettant
la surexpression d’'une protéine. Les plus connus consistent en une mutation des génes
impliqués dans les formes familiales de la MP. Parmi eux on peut citer le modele A53T qui
induit une surexpression de la protéine a-synucléine, mais seulement une faible
neurodégénérescence dans la voie nigro-striée et dont les effets moteurs associés sont
variables d’'une étude a l'autre (Blesa and Przedborski, 2014). L’injection par virus AAV d’a-
synucléine humaine mutée dans la SNc semble mieux mimer la dégénérescence progressive
des neurones dopaminergiques et est associée a des déficits moteurs et des inclusions
cytoplasmiques d’a-synucléine (Bourdenx et al., 2015b; Dehay and Fernagut, 2016; Van der
Perren et al., 2014). Néanmoins I'observation des altérations comportementales nécessite
d’attendre plusieurs semaines, voire plusieurs mois apres l'injection en fonction du type d’AAV
utilisé (Blesa and Przedborski, 2014; Bourdenx et al., 2015b) (Tableau 5). Ainsi, les modéles
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génétiques ou utilisant les vecteurs viraux permettent de mieux mimer la physiopathologie de
la MP et son développement progressif que les modeles par injection de toxine. Toutefois ils
nécessitent un délai plus long pour observer des altérations du systéeme dopaminergique nigro-
strié et des fonctions motrices associées. Compte-tenu du fait que notre premier objectif était
de valider notre hypothése nous avons choisi un modéle plus mécanistique de la MP par

I'injection de toxine, dont la mise en place et la génération de résultats sont plus rapides.

* Modéles par injection de toxine

Les modéles utilisant l'injection de neurotoxine sont les plus utilisés pour étudier I'effet du
traitement sur la dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée (Blesa and
Przedborski, 2014). Parmi ces modéles, linjection de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) et
I'intoxication au 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) sont les plus étudiés
dans la littérature et induisent tous deux une sévere délétion des neurones dopaminergiques
de la SNc.

Le rb6le du MPTP dans le développement de la MP a été initialement mis en évidence chez
des toxicomanes consommant de la drogue contaminée au MPTP et développant de sévéres
dyskinésies. Suite a son injection, le MPTP passe la BHE et est convertit en sa forme active,
le MPP+, par la MAO-B au niveau des cellules gliales. Le MPP+ est ensuite stocké dans les
neurones dopaminergiques, via le transporteur de la DA (DAT), ou il inhibe le complexe | de
la chaine mitochondriale, induisant une augmentation du stress oxydatif et la mort des
neurones dopaminergiques (Goldstein et al., 2014; Salari and Bagheri, 2019). L’intérét du
MPTP est sa capacité a passer la BHE, permettant son administration par voie systémique.
Néanmoins l'intoxication au MPTP induit peu d’effet sur le comportement moteur des animaux,
cet effet pouvant étre réversible en cas d’injection aiglie, induisant un biais dans
I'expérimentation pour I'étude des fonctions motrices (Kin et al., 2019; Salari and Bagheri,
2019).

Contrairement au MPTP, la 6-OHDA ne passe pas la BHE et doit étre injectée en intracérébral
(les différents sites d’injection sont détaillés dans la partie suivante). La 6-OHDA possede une
structure similaire a celle de la dopamine et de la norépinéphrine et possede donc une forte
affinité pour les transporteurs des catécholamines, qui suite a son injection la transporte
jusqu’aux neurones catécholaminergiques, dont les neurones dopaminergiques de la SNc
(Salari and Bagheri, 2019). En paralléle de l'injection cérébrale de 6-OHDA, une injection intra-
péritonéale de désipramine (un inhibiteur de la recapture de la noradrénaline capable de
passer la BHE) permet de protéger les neurones noradrénergiques de la dégénérescence

induite par la 6-OHDA (Simola et al., 2007) (Figure 21). La neurodégénérescence induite par

Anais MARIE | These de doctorat | Université de Bordeaux | 103



la 6-OHDA est principalement due a une augmentation massive du stress oxydatif induit par
cette toxine. Suite a son incorporation dans les neurones dopaminergiques, la 6-OHDA subit
une auto-oxydation rapide non enzymatique entrainant la production de ROS dont I'H-0; et
des quinones (Kin et al., 2019) (Figure 21). D’autres études suggérent qu’elle induirait
également une inhibition du complexe | de la chaine mitochondriale (Blandini et al., 2008)
(Figure 21). La neurodégénérescence provoquée par l'injection de 6-OHDA est associée a
des déficits moteurs, dont la sévérité varie en fonction du ou des sites d’injections et de la
dose de toxine (Blandini et al., 2008; Blesa and Przedborski, 2014). L’injection de 6-OHDA ne
permet pas de reproduire toutes les caractéristiques de la MP, comme I'accumulation d’a-
synucléine, mais ses effets sur le systéme nigro-strié sont reproductibles d’une étude a l'autre,
ce qui en fait un modeéle de choix pour étudier I'effet d’un traitement sur la dégénérescence
nigro-striée et le comportement moteur associé (Blandini et al., 2008; Salari and Bagheri,
2019).

nucleus

proteins
(=

\ mitochondria
ROS, H o oy

- complex |
MAO-A
quinones
autoxidation
/ NAT

6- OHDA

Figure 21 : Mécanismes neurotoxiques d’action de la 6-OHDA

Abréviations : DAT, transporteur de la dopamine ; DMI, Désipramine ; MAO-A, Monoamine oxydase A ;
NAT, transporteur de la noradrénaline ; ROS, espéces réactives de I'oxygéne. Source : Simola et al.,
2007.
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L’exposition aux pesticides étant reconnue comme un facteur de risque de la MP, certains
d’entre eux, comme la roténone, sont également utilisés pour modéliser la MP. Tout comme
le MPTP, la roténone a la capacité de passer la BHE, et son administration chronique par
injection intra-péritonéale induit une dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée
associée a des inclusions intracytoplasmiques similaires aux corps de Lewy (Blesa and
Przedborski, 2014). Cependant ce modéle présente plusieurs inconvénients incluant un fort
taux de mortalité suite a 'administration de roténone et induit une variabilité phénotypique ainsi
que des altérations non spécifiques ciblant également les systemes sérotoninergique et
noradrénergique, le rendant peu reproductible (Kin et al., 2019; Salari and Bagheri, 2019). De
plus, la roténone étant connue pour induire une inhibition des ALDHSs, son utilisation aurait
donc introduit un biais dans notre étude pour évaluer I'expression dALDH1A1 (Casida et al.,
2014).

Au regard de ces informations, et afin de pouvoir évaluer 'impact préventif d’'un régime enrichi
en vitamine A sur la dégénérescence nigro-striée et le comportement moteur associé, nous
avons choisi de modéliser la MP par des injections de 6-OHDA.

En ce qui concerne les modéles rongeurs, l'injection de 6-OHDA est, d’aprés la littérature
(lancu et al., 2005; Salari and Bagheri, 2019), principalement effectuée chez le rat chez qui
I'injection stéréotaxique de toxine est plus facilement réalisable que chez la souris. Par ailleurs
le step test et le test du cylindre, utilisés durant cette thése pour évaluer le comportement
moteur sont plus difficilement réalisables chez la souris (comptage du nombre de pas plus
difficile). De plus, la modulation nutritionnelle de la vitamine A est plus pertinente chez le rat
que chez la souris, car le métabolisme du rat est plus sensible aux taux de rétinol que la souris.
Pour I'ensemble de ces raisons nous avons choisi de réaliser les modéles expérimentaux de

cette thése chez le rat plutdt que la souris.

2. Caractérisation du modele 6-OHDA utilisé

* Le modele 6-OHDA

L’injection de 6-OHDA peut classiquement étre réalisée a 3 endroits différents dans le
cerveau ; le striatum, la SNc et le faisceau des fibres de la SNc au striatum (MFB pour « medial
forebrain bundle), la structure choisie dépend du résultat recherché. Une injection dans la SNc
ou le MFB induit une Iésion rapide et massive des neurones dopaminergiques de la SNc,
associée a de séveres déficits moteurs (Kin et al., 2019). L’injection intrastriatale de 6-OHDA

induit une détérioration rapide des terminaison axonales dopaminergiques dans le striatum,
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suivie d’'une dégénérescence rétrograde des neurones dopaminergiques de la SNc, un peu
plus lente comparée a l'injection dans le MFB ou la SNc¢ (Blandini et al., 2008; Kin et al., 2019).
La réduction du nombre de neurones dopaminergiques est également moins importante avec
I'injection intrastriatale, pour laquelle on observe un déplétion d’environ 50-70 % du nombre
total de neurones dopaminergiques de la SNc (Blandini et al., 2008). L’injection de 6-OHDA
est classiquement réalisée en unilatéral, 'lhémisphére contralatéral servant de contréle interne
des effets de I'injection (les effets de I'injection sont restreints a 'hémisphére injecté). Par
ailleurs, une injection bilatérale est associée a un fort taux de mortalité a la suite de la
procédure, surtout pour les injections qui ciblent la SNc ou le MFB (Blandini et al., 2008). Suite
a l'injection unilatérale dans le striatum, on observe une atteinte motrice claire et rapide des
membres controlatéraux de 'hémisphére injecté, la sévérité de ces atteintes pouvant étre
mesurées dans différents tests comme le rotarod et le step test (Blandini et al., 2008).
Cependant, les effets moteurs des injections dans le striatum sont trés dépendants des
coordonnées et du volume de la zone lésée, puisque le striatum a une régionalisation

fonctionnelle forte (voir Chapitre 2.).

» Caractéristiques du modéle 6-OHDA de notre étude

Dans le cadre de notre étude nous avons choisi de réaliser une injection unilatérale
intrastriatale permettant une dégénérescence rétrograde des afférences dopaminergiques. La
délétion partielle de la population de neurones dopaminergiques obtenue permet également

de mieux appréhender la régulation fine sur les fonctions motrices, médiée par la vitamine A.

Afin de s’affranchir d’un potentiel biais induit par le choix de 'hémisphére injecté, les animaux
ont été Iésés de fagon randomisée entre 'hémisphére gauche et ’hémisphére droit. L’analyse
des résultats comportementaux et biochimiques n’a pas montré d’effet de 'hémisphére injecté
sur l'efficacité de la lésion et l'altération comportementale, ce qui est cohérent avec les
résultats de I'étude de Marin et al., 2015.

L’étude de Kirik et al., 1998, a montré que les altération motrices induites par l'injection
unilatérale de 6-OHDA dans le striatum étaient plus importantes lorsqu’'une méme dose de
toxine était répartie entre différents sites d’injections dans I’hémisphére. Ainsi nous avons
choisi de réaliser 2 sites d’injections par hémisphére lésé.

Le choix des coordonnées des sites d’injections, de la dose de 6-OHDA injectée et de la
vitesse d’injection a été basé sur les études de Kirik et al., 1998; Lundblad et al., 2002; Su et
al., 2017.
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Ainsi pour modéliser la MP, nous avons réalisé des injections stéréotaxiques unilatérales dans
le striatum de rats Wistar, agés de 11 semaines (en accord avec les données de la littérature).
Nous avons réalisé 2 injections par hémisphére, de 3.5 pL chacune (7 pL/hémisphére au total)
a la concentration de 2 pg/uL de 6-OHDA (14 pg/hémisphére au total) et a la vitesse de 1.5
puL/min. Les animaux contréles ont été injectés dans les méme conditions, avec une solution
saline a 0.9 %, utilisée pour diluer la 6-OHDA, et additionnée de 0.05 % d’acide ascorbique
pour limiter 'oxydation de la 6-OHDA avant son injection. Les injections ont été réalisées aux
coordonnées suivantes (données vis-a-vis du bregma selon l'atlas de Paxinos and Watson,
2007) : anteroposterior (AP) +1.2 et +0.2 mm; mediolateral (ML), = 3.0-3.8 mm; dorsoventral
(DV) -5 mm.

La mise au point des injections de 6-OHDA et des tests comportementaux utilisés a été
réalisée sur une cohorte préalable a celle générée pour les résultats de I'étude 1. L’efficacité
de la lésion sur la dégénérescence dopaminergique a été évaluée pour chaque animal, par
immunomarquage anti-TH ou western-blot dans le striatum (voir résultats Partie 1).

La perte des terminaisons dopaminergiques dans le striatum suite a une injection intrastriatale
unilatérale de 6-OHDA augmente de facon linéaire a partir de 24h aprés l'injection, et atteint
son maximum environ 3 semaines apres la lésion. La perte des neurones dopaminergiques
de la SNc est initiée plus tardivement, environ 2 semaines apres l'injection et est la plus
effective 4 semaines aprés la lésion (Blandini et al., 2008). Afin de mieux appréhender I'effet
de l'injection de 6-OHDA sur le comportement moteur et le potentiel effet bénéfique de la
prévention nutritionnelle en vitamine A nous avons réalisé les tests comportementaux 3

semaines aprés la Iésion (résultats, voir Etude 1).

lll.  Caractérisation des régimes en vitamine A

1. Choix des régimes en vitamine A

Les régimes en vitamine A utilisés au cours de cette thése ont été développés et caractérisés
au laboratoire, et sont fabriqués par I'équipe régimes a fagon (RAF, UE 1298) du centre de
recherche INRAE & Jouy-en-Josas. Ces régimes sont isocaloriques et équilibrés, ils
contiennent les macronutriments et micronutriments nécessaires au bon fonctionnement de
'organisme des animaux (Tableau 6). La vitamine A présente dans ces régimes est sous
forme de rétinyl palmitate, qui est pour rappel la forme majoritaire de stockage des esters de
rétinol dans le foie (Li et al., 2014b). Les régimes utilisés dans les 2 études de cette these
différent uniquement par leur concentration en vitamine A, c’est a dire 0.4 Ul, 5 Ul ou 20 Ul/g
d’aliments, correspondant respectivement a un régime sub-carencé, un régime suffisant et un

régime enrichi en vitamine A. Les raisons concernant le choix d’'un régime sub-carencé en
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vitamine A a 0.4 Ul/g d’aliments et 'dge des animaux pour linitiation de la carence sont
détaillées dans la partie suivante.

Plusieurs études, notamment celles menées a Bordeaux, ont montré qu’un régime contenant
5 Ul/g d’aliments de rétinol était suffisant pour couvrir les besoin en vitamine A de 'organisme,
chez le rat et la souris (Bonhomme et al., 2014b; Carta et al., 2006; Enderlin et al., 2000;
Etchamendy et al.,, 2003; Mingaud et al., 2008). Différentes doses et durées de
supplémentation nutritionnelle en vitamine A ont été testées dans la littérature. Les études de
Mingaud et al., 2008; Touyarot et al., 2013, utilisent une supplémentation a 45 Ul/g d’aliments
tandis que les études de Bonhomme et al., 2014b; Dumetz et al., 2020a, 2020b, utilisent une
supplémentation a 20 IU/g d’aliments. L’ensemble de ces études a montré un effet bénéfique
de la supplémentation en vitamine A sur les déficits mnésiques induits par 'age ou une
carence en vitamine A. Par ailleurs les études de Bonhomme et al., 2014b et Dumetz et al.,
2020a, 2020b ont montré que seulement 4 semaines de supplémentation (contre 4 mois dans
'étude de Touyarot et al., 2013) suffisaient pour améliorer les fonctions cognitives chez le
rongeur agé ou carencé en vitamine A. Les 4 semaines de supplémentation a 20 Ul/g
d’aliments sont également suffisantes pour normaliser les niveaux de rétinol plasmatique, d’AR
dans I'hippocampe, ainsi que le niveau d’expression des enzymes hépatiques du métabolisme
de la vitamine A (Dumetz et al., 2020c).

A partir de ces données de la littérature nous avons choisi d’utiliser une supplémentation
nutritionnelle en vitamine A modérée, a 20 Ul/g d’aliments, afin de limiter le risque éventuel
d’intoxication aux rétinoides. En effet, en vue d’'une étude chez 'Homme, il est intéressant de
rechercher la plus faible dose a laguelle la supplémentation induit un effet. La supplémentation
est ainsi plus facile a mettre en place et moins susceptible d’engendrer des effets déléteres.
D’aprés la littérature existante, nous avons choisi dans le modéle 6-OHDA de la MP, une
supplémentation nutritionnelle préventive en vitamine A de 5 semaines avant la Iésion, avec

une poursuite du régime pendant les 3 semaines post-lésion.
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Description Quantité (en %)

Cellulose 2
Caséine chlorhydrique 18
Composé minéral 102 4
Composé vitaminique 102 sans vitamine A 1
Vitamine A 0.4 UI, 5UI ou 20UI /g d’aliment
DL Méthionine 0,1
Amidon de mais 45

Sucre semoule 24.9

Huile d’arachide 2,5

Huile de colza 2,5

Tableau 6 : Composition des régimes sub-carencé (0.4 Ul), suffisant (5 Ul) et enrichi en vitamine A
(20 UI)
Abréviation ; Ul, Unité internationale ; 1 Ul = 0.3 ug de rétinol

2. Le modeéle de carence nutritionnelle en vitamine A

Plusieurs études ont montré que la carence nutritionnelle en vitamine A était plus difficile a
induire chez la souris que chez le rat (Etchamendy et al., 2003; Lane and Bailey, 2005;
McCaffery et al., 2003). En effet dans I'étude de Etchamendy et al., 2003, il faut attendre 39
semaines de carence chez la souris pour observer des déficits de mémoire spatiale, contre 14
semaines chez le rat dans I'étude de (Bonhomme et al., 2014b). Cette variabilité inter-espece
peut étre expliquée par le fait que les souris naissent avec un stock hépatique de vitamine A
suffisant pour couvrir les besoins de I'organisme tout au long de leur vie (McCaffery et al.,
2003). Ces observations constituent un argument fort, qui nous a poussé a choisir le modele
rat plutdt que souris pour nos études.

Le modeéle de carence nutritionnelle en vitamine A permet de mimer une altération de la
signalisation des rétinoides, induite par 'age chez 'lHomme (Enderlin et al., 2000; Etchamendy
et al., 2003). Compte tenu des stocks hépatiques en vitamine A qui se forment tout au long de
la vie, plus on avance dans le développement de I'animal et plus la carence nutritionnelle est
difficile a induire. En effet, les stocks hépatiques sont mobilisés en fonction des besoins de
I'organisme et en cas de déficit d’apport en vitamine A (Alapatt et al., 2013; D’Ambrosio et al.,
2011). Ces observations pourraient expliquer pourquoi la majorité des carences nutritionnelles

en vitamine A réalisées dans la littérature sont initi€ées durant la période développementale du
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rat ou de la souris (Carta et al., 2006; Dumetz et al., 2020a; Enderlin et al., 2000; Etchamendy
et al., 2003). Néanmoins il a été montré que ces carences développementales (a partir du
sevrage ou plus tét dans la gestation) induisaient des déficits de prise de poids chez les
animaux carencés comparés aux animaux sous régime contréle, assimilables a des déficits

de croissance (Bonhomme et al., 2014b; Cocco et al., 2002; Dumetz et al., 2020a).

Afin de s’affranchir de la période développementale et d’étudier I'implication de la signalisation
des rétinoides sur ’lhoméostasie du systéme dopaminergique nigro-strié a 'dge adulte, nous
avons fait le choix d’initier la carence nutritionnelle chez des rats de 180-200g (environ 6
semaines), soit au début de 'age adulte.

Des études préalablement menées au laboratoire ont montré qu’un carence nutritionnelle
totale en vitamine A (0 Ul/g) a partir du sevrage (rats de 60 g maximum) induisait des déficits
moteurs sévéres a partir de 13 semaines de carence, allant jusqu’a une paralysie du train
arriere (Figure 22). Afin de pouvoir évaluer les performances motrices des animaux durant les
6 mois de I'étude nutritionnelle, nous avons choisi de réaliser une sub-carence en vitamine A
avec un régime contenant 0,4 Ul/g d’aliments (résultats, voir Etude 2).

Pour pouvoir mesurer I'effet d’'une diminution de la signalisation des rétinoides sur le systéme
nigro-strié de rats adultes sur le long terme nous avons maintenu la déprivation en vitamine A
durant 6 mois. L’effet de la sub-carence sur le statut en vitamine A des animaux a été évalué
par des dosages plasmatiques de rétinol & 7 et 16 semaines de régime (résultats, voir Etude
2). L'effet bénéfique d’'une supplémentation nutritionnelle en vitamine A avec 20 Ul/g
d’aliments pour reverser les déficits mnésiques induits par 'dge (Dumetz et al., 2020c) ou par
10 semaines de carence chez le rat (Bonhomme et al., 2014b) a été observé dés 4 semaines
de supplémentation. Etant donné que la déprivation en vitamine A chez nos animaux était 2
fois plus longue et que nous ne connaissions pas les effets qu’elle induirait au niveau
moléculaire sur le systéme nigro-strié, les animaux ont été maintenus sous régime enrichi en

vitamine A pendant 6 semaines (résultats, voir Etude 2)
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Figure 22 : Effet d’'une carence totale en vitamine A initiée au sevrage sur le poids et le
comportement moteur des rats.

Etude réalisée au laboratoire, ou des rats sevrés ont été soumis a un régime carencé en vitamine A (0
Ul/g d’aliments) ou suffisant (5 Ul/g d’aliments) pendant 13 semaines. La carence totale en vitamine A
initiée pendant la période développementale induit une diminution du poids des rats a partir de la 7¢
semaine de régime (A) ainsi que des déficits moteurs évalués par le test du rotarod dés la 13¢ semaine

(B).

IV. Choix des tests comportementaux

L’objectif de ces tests comportementaux était d’évaluer le comportement moteur des rats en
réponse a l'injection de 6-OHDA et des différents régimes en vitamine A. Le test du rotarod, le
step test et le test du cylindre sont classiquement utilisés dans les modéles de la MP pour
évaluer I'effet de la dégénérescence dopaminergique et des différents traitements sur I'activité
locomotrice des animaux. Ces tests ont également été utilisés dans I'étude nutritionnelle afin
d’évaluer le role de la vitamine A dans l'intégrité fonctionnelle de la voie nigro-striée et les

comportements moteurs associés.

1. Le test du rotarod

Dans le test du rotarod on mesure la capacité de I'animal & maintenir son équilibre sur un axe
rotatif. Le rat est placé sur un axe rotatif a vitesse croissante (5-45 rpm) et 'on mesure le temps
de latence avant la chute du rat ; plus le rat tombe vite, plus sa coordination motrice est altérée
(Carter et al., 2001). Afin d’évaluer uniquement les aptitudes motrices du rat, les animaux sont
préalablement entrainés (avant l'injection pour le modéle MP ; a 3 semaines de régime pour

le modéle nutritionnel), a vitesse constante, avant linitiation du premier test. Cependant, le
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test du rotarod a été réalisé plusieurs fois dans les 2 études de cette thése, ce qui a
vraisemblablement induit un apprentissage moteur chez les animaux. Comme discuté ensuite
dans les résultats et la discussion, cet apprentissage a pu masquer certains déficits moteurs

chez les animaux.

2. Le step test

Le step test permet également d’évaluer la capacité du rat 8 maintenir son équilibre et a initier
un mouvement. Le rat est maintenu par I'expérimentateur de fagon a ce que seule une de ses
deux pattes avant repose sur la paillasse. L’expérimentateur induit un mouvement latéral, vers
la gauche ou vers la droite, de fagon a déséquilibrer le rat qui doit en retour déplacer sa patte
avant pour maintenir son équilibre. Le rat est manipulé plusieurs jours consécutifs avant
l'initiation du premier test pour le familiariser & la procédure et limiter son anxiété (Kirik et al.,
1998). Les rats avec des altérations de la voie nigro-striée n’initient pas le mouvement de leur
patte antérieure pour maintenir leur équilibre (Schallert et al., 1979). Ce test est classiquement
utilisé dans les modéles 6-OHDA avec une injection unilatérale de toxine, pour étudier le
nombre de pas fait par la patte contralatérale de 'hémisphére injecté (Kirik et al., 1998). Dans
le modéle nutritionnel le step test est utilisé pour mesurer I'équilibre postural du rat et sa
capacité a initier un mouvement en réponse a un déséquilibre induit par I'expérimentateur
(Fleming, 2004; ljomone et al., 2014).

3. Le test du cylindre

Le test du cylindre évalue linitiation d'un mouvement volontaire par le rat pour explorer un
nouvel environnement en réponse a son instinct naturel (Su et al., 2017). Les animaux sont
placés dans un cylindre vertical en plexiglas pendant 3 minutes. L’instinct explorateur des rats
les pousse a se redresser sur leurs pattes arriére pour explorer les parois du cylindre. A l'aide
d’'un enregistrement vidéo, I'expérimentateur compte le nombre d’appuis fait avec chaque
patte avant par le rat sur la paroi du cylindre. Dans le cas d’'une Iésion unilatérale a la 6-OHDA,
le rat continue & avoir une activité de redressement pour explorer le cylindre, mais le nombre
de pas fait par la patte contralatérale de ’hémisphére injecté est significativement diminué
(Winkler et al., 2000). Contrairement au test du rotarod et au stept test, dans le test du cylindre
le rat n'est pas contraint par I'expérimentateur a initier un mouvement, on évalue donc
linitiation d’'un mouvement volontaire par I'animal. Le mouvement volontaire est controlé
implicitement par la motivation & produire un mouvement, laquelle est modulée par les
neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée (Dudman and Krakauer, 2016). Ainsi, une

diminution du nombre d’appuis dans le test du cylindre laisse suggérer une diminution de la
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motivation de I'animal a initier un mouvement.

4. Evaluation de l'activité locomotrice dans des cages d’actimétrie

Ce test n’a été realisé que pour le modéle nutritionnel. A la fin des 6 mois de régime en vitamine
A, l'activité locomotrice spontanée des rats a été enregistrée pendant 24h dans des cages
d’actimétrie. L’enregistrement sur 24h permet de prendre en compte l'activité des animaux
pendant la phase nocturne (18h-6h) et pendant la phase diurne (6h-18h), correspondant
respectivement a la phase d’activité et la phase de repos des rats. Les cages sont équipées
de cellules photovoltaiques déclenchées lors du passage des animaux. L’activité locomotrice
des rats correspond a l'activité horizontale dans la cage et a été enregistrée par ordinateur
(Bonhomme et al., 2019). Néanmoins, ce test comportemental n’a pas apporté d’information
complémentaire sur un potentiel effet des régimes en vitamine A sur I'activité locomotrice des

rats. C’est pourquoi ces résultats ne seront pas montrés dans la suite du manuscrit.

V. Analyses post-mortem

1. Utilisation des tissus

Un des obijectifs de cette thése était d’optimiser I'information apportée par chaque animal et
de limiter ainsi le nombre d’animaux utilisés sans perdre en puissance statistique, notamment

au niveau des analyses biochimiques.

+ Euthanasie et utilisation des cerveaux

L’expression des récepteurs RAR et RXR peut étre modulée en fonction des phases du
rythme-circadien des animaux (Navigatore-Fonzo et al., 2013). Ainsi 'ensemble des rats ont
été euthanasiés le matin.

Pour les animaux modélisant la MP, la méthode utilisée pour récupérer les tissus differe en
fonction du type d’analyse post-mortem effectuée sur les cerveaux. En effet, pour ces animaux
nous ne pouvions pas diviser les cerveaux en 2 parties, 'hémisphére controlatéral a la 1ésion
servant de contrdle interne de I'injection ; nous avons donc utilisé une partie des animaux pour
les analyses biochimiques (WB et HPLC) et lautre partie pour les analyses
immunohistochimiques sur les cerveaux. Les animaux utilisés dans les analyses biochimiques
ont été anesthésiés avec de lisoflurane puis décapités, tandis que pour les animaux utilisés

en immunohistochimie on a réalisé une perfusion intracardiaque au paraformaldéhyde (PFA),
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pour fixer les tissus, avant la décapitation (voir Etude 1).

Pour les animaux de I'étude nutritionnelle, 'hémisphére droit de chaque animal a été utilisé
pour les analyses par RT-gPCR, tandis que 'hémisphére gauche a été utilisé pour les analyses
immunohistochimiques. Les perfusions intracardiaques au PFA, ne permettent pas de réaliser
des analyses de gPCR sur les tissus par la suite. Les animaux ont donc été perfusés avec du
PBS puis post-fixés avec du PFA pour I'hémisphére gauche ; I'hémisphére droit étant

immédiatement congelé dans de l'isopentane puis conservé a -80°C (voir Etude 2).

*  Optimisation des tissus pour les analyses biochimiques

Pour mieux comprendre I'impact des régimes sur le systeme dopaminergique nigro-strié dans
le modéle de la MP, nous avons analysé la fonctionnalité du systéme dopaminergique par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) et par western-blot (WB). Les
protocoles d’extraction préexistants au laboratoire permettaient soit 'analyse des monoamines
par HPLC, soit le dosage des protéines par WB. Or ces protocoles nécessitaient des tampons
d’extraction incompatibles entre les deux techniques d’extraction. Durant cette thése, nous
avons donc mis au point un protocole permettant d’extraire a partir d'un méme tissu les

monoamines d’'une part et les protéines d’autre part.

2. Analyses immunohistochimiques du striatum et de la SNc

Comme nous l'avons vu précédemment, le striatum et la SNc ne sont pas des structures
uniformes. Afin d’appréhender cette complexité anatomique, nous avons dans un premier
temps imageé le striatum et la SNc sur 3 niveaux selon I'axe rostro-caudal, en accord avec
I'étude de Favier et al., 2017. Les 3 niveaux sont définis comme : antérieur (bregma striatum :
+2.2, SNc : -5.2), intermédiaire (bregma striatum : +1.6, SNc : -5.3) et postérieur (bregma
striatum : +0.7, SNc : -5.8).

Le striatum entier a été imagé au grossissement 20X en utilisant un microscope a champ large
(Hamamatsu Nanozoomer 2.0 HT). Pour imager la SNc nous avons utilisé un microscope
confocal au grossissement 40X afin de pouvoir visualiser les neurones dopaminergiques et
analyser les co-marquages. Pour obtenir une image de l'intégralité de la SNc au 40X nous
avons réalisé des mosaiques d’'images. Les paramétres d’acquisition, tel que la puissance du
laser et le gain de 'image sont restés constants pour un marquage donné entre chaque animal.
Les différents marquages réalisés dans les 2 études ont été mis au point au laboratoire durant
la these. Etant donné que la TH et TALDH1A1 présents dans le striatum proviennent des fibres
dopaminergiques de la SNc, nous avons quantifié l'intensité de fluorescence dans le striatum

pour ces marquages, tandis que pour la SNc nous avons réalisé un comptage des neurones
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dopaminergiques positifs pour l'un ou les deux marquages. Le marquage TH est
classiguement utilisé pour identifier les neurones dopaminergiques dans la SNc et les fibres
dopaminergiques dans le striatum (Spathis et al., 2017).

Les images numériques obtenues pour le striatum et la SNc ont été analysées a l'aide du
logiciel Image J. Afin d’'automatiser la tache et de limiter le biais induit par I'analyse d’'une
coupe a l'autre, nous avons semi-automatisé I'analyse en réalisant des macros sur Image J.
L’utilisation des macros Image J dans le striatum a permis de définir de maniére reproductible
la partie 1ésée par I'injection de 6-OHDA, correspondant a une absence de marquage TH, et
ainsi de définir une partie Iésée et une partie non Iésée pour chaque animal injecté avec la 6-
OHDA. Cette régionalisation de I'analyse nous a permis d’étudier s’il y avait une différence
d’expression du marquage TH ou ALDH1A1 au niveau du site d’injection, induit par la
supplémentation préventive en vitamine A. Nous n’avons pas observé de différence statistique
du marquage entre les deux groupes nutritionnels, de méme que nous n’avons pas observé

d’effet compensateur au niveau de 'hémisphére non-injecté (résultats non montrés).

Concernant le marquage TH et ALDH1ALl dans le striatum des rats de I’étude 2 (modeles
nutritionnels) nous avons voulu explorer un peu plus les sous-territoires du striatum. Comme
dit précédemment, outre une division selon l'axe rostro-caudal, les territoires anatomo-
fonctionnels du striatum peuvent également étre divisés en striatum dorsolatéral (DLS) et
striatum dorsomédial (DMS) (Durieux et al., 2012; Voorn et al., 2004). De plus, les études
existantes chez la souris montrent clairement que le marquage ALDH1A1 n’est pas homogéne
dans le striatum.

En utilisant une macro image J, nous avons régionalisé le striatum en 6 parties, pour les 3
niveaux de coupe (antérieur, intermédiaire, et postérieur) et pour chaque animal de I'étude 2
(Figure 23). Brievement, en utilisant le marquage TH et I'outil « freehand » dans Image J, nous
avons défini la zone correspondant au striatum entier pour chaque coupe. Les coordonnées
X,y de cette zone ont ensuite été intégrées a la macro qui a divisé le striatum en 6 régions
d’intérét (ROI). Ces ROIs sont integrées au ROl manager et sauvegardées. Etant donné que
nous avons réalisé un double marquage TH-ALDH1A1l sur les coupes de striatum, les
coordonnées de ces régions sont transposables entre le marquage TH et le marquage
ALDH1AZ1 ; nous avons donc quantifié l'intensité de fluorescence pour chaque région, pour le
marquage TH et pour le marquage ALDH1A1. Néanmoins, cette régionalisation du striatum
n’a pas apporté d’information complémentaire sur un potentiel effet des régimes en vitamine
A sur I'expression de TH et d’ALDH1A1 dans cette structure. C’est pourquoi ces résultats ne

seront pas montrés dans la suite du manuscrit.
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Figure 23 : Exemple de régionalisation du striatum sous image J
Abréviations : ALDH1A1, aldéhyde-déshydrogénases 1 sous-type Al ; TH, Tyrosine hydroxylase.

VI.  Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé avec le logiciel GraphPad prism 7.0.

Pour les analyses des résultats de I’étude 1 sur le modéle de la MP nous avons considéré
qu’il y avait 2 facteurs, un facteur injection et un facteur régime. Nous avons donc réalisé des
ANOVA a deux facteurs. Une analyse ANOVA a trois facteurs a été réalisée pour évaluer
I'évolution du poids des animaux et les résultats du test du rotarod afin de pouvoir intégrer le
facteur temps (version 8.0 de GraphPad Prism). Une analyse post hoc, utilisant la méthode
« two-stage-step-up of Benjamini” a été réalisée dans le cas d’une interaction significative
entre les 2 ou les 3 facteurs. Les détails des analyses statistiques sont résumeés par un tableau

dans I'étude 1.

Pour I'analyse des résultats de I’étude 2 sur les modéles nutritionnels, nous avons considéré
qu’il n’y avait qu’un seul facteur, le facteur régime. En effet, nous avons considéré les 3
régimes en vitamine A utilisés (0, 5 et 20 Ul/g d’aliments) comme un continuum, avec des
doses progressives de vitamine A. Etant donné le petit nombre d’animaux par groupe (n = 8),
'ensemble des analyses a été fait avec des tests non-paramétriques. Pour la premiéere partie
de I'étude, nous avons compareé I'effet du régime entre trois groupes expérimentaux (0, 5 et
20 Ul/g d’aliments), en utilisant le test de Krustal-Wallis. Une analyse ANOVA & deux facteurs,

en mesure répétée a été réalisée pour analyser I'évolution du poids des animaux, le dosage
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plasmatique de rétinol et les résultats du step test afin de prendre en compte le facteur temps.
Une analyse post hoc, utilisant la méthode « two-stage-step-up of Benjamini” a été réalisée
dans le cas d’une interaction significative entre les groupes expérimentaux ou les 2 facteurs.
Afin d’évaluer I'effet du gradient de vitamine A sur le comportement moteur, le métabolisme
hépatique de la vitamine A, ainsi que la signalisation des rétinoides et le systéme
dopaminergique dans le striatum, nous avons réalisé une analyse par composante principale
(sparse PCA, R Studio). Cette analyse nous a permis d’identifier 20 variables, réparties en 2
composantes principales et expliqguant au mieux la variabilité entre les animaux. Nous avons
ensuite sélectionné ces 20 variables pour réaliser une analyse corrélative, représentée par
une matrice de corrélation.

Dans la deuxiéme partie de I'étude, nous avons compare I'effet d’'un régime enrichi en vitamine
A a l'effet d’un régime de sub-carence par immunohistochimie ainsi que sur I'expression des
genes d’intérét dans le striatum en utilisant des tests de Mann-whitney (t-test non apparié et
non paramétrique).

Enfin, pour étudier la potentielle réversibilité de I'effet de la sub-carence nous avons étudié
des rats sub-carencés pendant 20 semaines (0.4 Ul) puis resupplémentés (20 Ul) pendant 6
semaines. Ce groupe expérimental (0.4/20 Ul) a été comparé avec les résultats obtenus pour
le groupe sub-carencé et le groupe enrichi en vitamine A. Pour cela, les résultats du groupe
0.4/20 Ul (xresup) ONt été normalisés aux deux autres groupes avec une normalisation de type
‘min to max’, le ‘min’ correspondant a la médiane des résultats du groupe sub-carencé (Mcar)
pour chaque paramétre, et le ‘max’ a la médiane des résultats du groupe enrichi (msyp) pour

chaque paramétre :

(Xresup —Mcar)
(Msup—Mcar)

resup=
Les résultats normalisés (yresup) ONt €té€ analysés en comparaison des médianes des groupes
sub-carencés et enrichis séparément, par une analyse de t-test. Si les valeurs sont
significativement différentes de la médiane du groupe carencé et de la médiane du groupe
enrichi cela indique que les effets de la carence ne sont pas complétement réversibles par les
6 semaines de supplémentation en vitamine A. A l'inverse, si les valeurs normalisées ne sont
pas significativement différentes de la médiane du groupe enrichi alors les 6 semaines de
supplémentation en vitamine A ont été suffisantes pour reverser les effets de la carence sur
ce parametre.

Les détails des analyses statistiques sont réesumés par un tableau dans I’étude 2.
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RESULTATS
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Etude 1 : Effet d’une supplémentation nutritionnelle préventive
en vitamine A dans un modele de la MP chez le rat.

Article publié dans Frontiers in Nutrition, Special Issue “Nutritional Approaches for

Prevention and Treatment of Neurodegenerative Diseases”

L’'objectif de cette premiére étude était de déterminer l'effet d’'une supplémentation
nutritionnelle en vitamine A sur les déficits moteurs et l'altération de la voie dopaminergique
nigro-striée induits par une injection de 6-OHDA dans le striatum de rats adultes. Pour cela,
les rats ont été soumis a un régime suffisant (5 Ul/g d’aliments) ou enrichi (20 Ul/g d’aliments)
en vitamine A pendant 5 semaines avant la Iésion. Trois semaines aprés la Iésion, le
comportement moteur des rats a été évalué dans le test du rotarod, le step test et le test du
cylindre. Des analyses post-mortem ont permis d’évaluer le rble préventif de la
supplémentation en vitamine A sur le métabolisme de la DA et sa signalisation médiée par le
récepteur D2 au sein du striatum via des dosages par HPLC et western blot respectivement.
L’implication d’ALDH1A1 dans la voie nigro-striée chez les animaux modélisant la MP a été
étudiée par immunohistochimie. Une amélioration des déficits moteurs induits par la 6-OHDA
a été observée dans le test du cylindre chez les animaux supplémentés en vitamine A, mais
sans effet du régime dans le test du rotarod et le step test. De facon surprenante en
comparaison des données de la littérature, la supplémentation en vitamine A n’induit pas
d’effet sur le métabolisme de la DA. Les analyses immunohistochimiques ne révélent pas non
plus d’effet significatif du régime enrichi en vitamine A sur I'expression ’ALDH1A1 au sein de
la voie nigro-striée et la survie des neurones dopaminergiques. Ainsi, I'amélioration motrice
observée dans le test du cylindre pourrait-étre expliquée par I'augmentation des niveaux
protéiques de D2R et de RXRy en réponse a la supplémentation en vitamine A observée dans
le striatum des rats injectés a la 6-OHDA.

Cette étude représente une premiere étape de caractérisation de I'implication de la vitamine

A dans l'intégrité de la voie nigro-striée chez le rat adulte dans un contexte pathologique.
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Background: The mechanisms leading to a loss of dopaminergic (DA) neurons from
the substantia nigra pars compacta (SNc) in Parkinson’s disease (PD) have multifactorial
origins. In this context, nutrition is currently investigated as a modifiable environmental
factor for the prevention of PD. In particular, initial studies revealed the deleterious
consequences of vitamin A signaling failure on dopamine-related motor behaviors.
However, the potential of vitamin A supplementation itself to prevent neurodegeneration
has not been established yet.

Objective: The hypothesis tested in this study is that preventive vitamin A
supplementation can protect DA neurons in a rat model of PD.

Methods: The impact of a 5-week preventive supplementation with vitamin A (20
IU/g of diet) was measured on motor and neurobiological alterations induced by
6-hydroxydopamine (6-OHDA) unilateral injections in the striatum of rats. Rotarod, step
test and cylinder tests were performed up to 3 weeks after the lesion. Post-mortem
analyses (retinol and monoamines dosages, western blots, immunofluorescence) were
performed to investigate neurobiological processes.

Results: Vitamin A supplementation improved voluntary movements in the cylinder
test. In 6-OHDA lesioned rats, a marked decrease of dopamine levels in striatum
homogenates was measured. Tyrosine hydroxylase labeling in the SNc and in the striatum
was significantly decreased by 6-OHDA injection, without effect of vitamin A. By contrast,
vitamin A supplementation increased striatal expression of D2 and RXR receptors in the
striatum of 6-OHDA lesioned rats.

Conclusions: Vitamin A supplementation partially alleviates motor alterations and
improved striatal function, revealing a possible beneficial preventive approach for PD.

Keywords: vitamin A, dopamine, Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine (6-OHDA), aldehyde dehydrogenase
ALDH1A1, substantia nigra pars compacta (SNc), striatum
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Marie et al.

Vitamin A Diet in 6-OHDA Rats

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease with
multifactorial origins that involves interactions between
genetic and environmental factors (1, 2). PD mainly results
from the degeneration of dopamine (DA) neurons from
the substantia nigra pars compacta (SNc) innervating
the striatum (3). PD is characterized by disabling motor
symptoms, such as akinesia, bradykinesia and tremor
at rest, but these motor symptoms generally appear
when a large proportion of DA neurons have already
degenerated (4). In this context, nutrition has recently
attracted attention as a potent modifiable environmental
factor for the prevention of neurodegeneration in PD
(5, 6).

Vitamin A (retinol) is a lipophilic vitamin that is critical
for brain development and function along life (7). Vitamin
A acts through its active metabolite, retinoic acid, that binds
to nuclear receptors and modulate gene transcription (8).
Supporting the relevance of vitamin A for PD, vitamin A-
deficient rats display motor alterations (9) and conversely,
DA neurons degeneration in mouse and rat PD models is
prevented by pharmacological administration of retinoic acid
or derivatives (10-13). Further supporting an implication
of vitamin A signaling in PD is the observation that the
sub-population of DA SNc neurons that is more prone to
degenerate expresses the enzyme aldehyde dehydrogenase 1
subtype Al (ALDHI1A1) (8, 14-16), the synthesis enzyme of
retinoic acid. Interestingly, mice lacking ALDH1A1 enzyme or
ALDH1A1" neurons, exhibit motor impairments along with
alterations of DA metabolism (17, 18). This evidence highlights
a role for vitamin A signaling in dopamine-related motor
behaviors. However, the relevance of vitamin A nutritional
supplementation for the prevention of PD, which can be easier
to implement in humans compared to synthetic retinoids, has
been overlooked.

Here, we hypothesized that preventive vitamin A
supplementation can protect DA neurons, especially those
expressing ALDHIA1 enzyme. We modeled DA fibers
degeneration in rats with unilateral 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) lesion in the striatum (19). We investigated the
impact of preventive vitamin A supplementation with dietary
vitamin A (20 IU/g of diet) for 5 weeks before 6-OHDA or
sham lesion. Motor behaviors were analyzed 1 to 3 weeks
after the lesion. Post-mortem analyses were performed to
study retinoid metabolism and DA transmission, with a
focus on ALDH1A1" DA neurons. This work shows that
vitamin A supplementation in 6-OHDA rats improves striatal
function, with a mild protective effect measured on ALDHIA1"
DA neurons.

Abbreviations: 6-OHDA, 6-hydroxydopamine; TH, tyrosine hydroxylase;
ALDHI1AI, aldehyde dehydrogenase 1 subtype Al; SNc, substantia nigra pars
compacta; PD, Parkinson’s disease; DA, dopamine; RXR, retinoid X receptor; RAR,
retinoic acid receptor; D2R, dopamine D2 receptor; IBA1, Ionized calcium binding
adapter molecule 1; DOPAC, dihydroxyphenylacetic acid; HVA, homovanillic acid;
GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HPLC, high performance
liquid chromatography; Ctrl, control; PBS, phosphate buffer saline.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Diet

Animals experiments were performed according to criteria of
the European Communities Council Directive (2010/63/UE)
and the French National Committee (authorization 16476-
2018052314372190). All efforts were made to reduce the number
of animals used and to minimize their suffering. A total of
66 male Wistar rats (Janvier Labs, France) was used (6-weeks
old, 180-200g). Rats were housed 2 per cage and maintained
in enriched and controlled environment (22°C + 2°C, 40%
of humidity), with a 12-h light/dark cycle (light on at 7a.m.)
with ad libitum access to water and food. Upon their arrival,
rats were randomly allocated to two groups with different
diet. One group received a diet with sufficient amount of
retinol (5 IU retinol/g, INRAE, Jouy-en-Josas, 1 IU = 0.3
pg retinol), the second group received a similar diet but
supplemented with vitamin A, with 20 IU retinol/g (INRAE,
Jouy-en-Josas). The two diets differed only by the amount of
retinol (retinyl acetate). Rats were weighted weekly and no body
weight difference existed between the two groups at experiment
onset. Animals were handled daily throughout the duration of
the experiment.

Surgery

After 5 weeks of dietary treatment (5 or 20 IU/g of diet),
rats were subjected to unilateral stereotaxic injections in the
striatum. Animals in both groups were randomly assigned to
sham (0.9% saline containing 0.05 % of ascorbic acid, ref
95210 Sigma, St.Louis, MO, USA) or 6-hydroxydopamine (6-
OHDA, 2 pg/pl in 0.9% saline and 0.05% of ascorbic acid
solution, Sigma, St.Louis, MO, USA) injections. 6-OHDA is a
neurotoxic dopaminergic analog carried out via monoamines
transporters which allows the selective loss of catecholaminergic
neurons, including dopaminergic and noradrenergic neurons
(20). Unilateral injections in the striatum consisted in 2 injections
of 3.5 pl each (7 pl/hemisphere in total). Briefly, Animals
received carprofen (5 mg/kg, i.p, CARPROX VET®), Virbac,
France) for analgesia and desipramine (15 mg/kg, i.p, ref D3900,
Sigma, St.Louis, MO, USA) to protect noradrenergic neurons
from 6-OHDA injection. Then, rats were placed on a stereotaxic
apparatus (RWD life science) under body-temperature control
and constant isoflurane anesthesia (3.5 % for induction, 1.5-2
% for maintenance, in 0.2% in air at 400 ml/min). The injected
hemisphere (right or left striatum) was assigned randomly for
each rat and the following coordinates for the 2 injection sites
were chosen (19, 21): anteroposterior from bregma (AP) +1.2
and +0.2 mm; mediolateral (ML), £ 3.0-3.8 mm; dorsoventral
(DV) —5mm. Delivery rate for injections was 1.5 pl/min (10
ul 36G nanofil syringe, World Precision Instruments, USA, and
ultra-micro pump UMP3, World Precision Instruments, USA)
and the syringe was left in place for 5min after each injection
before slow removal. At the end of the injections, animals were
sutured and lidocaine gel (Xylocaine ® 2 % Gel, AstraZeneca,
UK) was applied on the sutures. Animals were kept on a heating
pad until recovery and they were monitored twice a day for 4 days
following the surgery.
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Behavioral Tests

Stepping Test

In order to quantify the akinesia of the contralateral forepaw
induced by 6-OHDA injection, we performed stepping test
as previously described (19, 22). For this test, animals were
habituated for two consecutive days, three days before the first
test. Briefly, rats were hold by a trained experimenter over a 90
cm-long bench and only one forepaw was placed on the bench.
Rats were slowly moved along the bench (right to left and reverse)
and the number of adjusted steps made by each paw on the
bench was counted. The procedure was performed 3 times for
each paw, on both directions. The stepping test was performed
twice, the first test occurring before 6-OHDA (or sham) injection
(named “pre-test” thereafter), and 3 weeks after for the second
test. The result for each paw is the average of 3 consecutive trials.
Results are presented as the percentage of steps made by the paw
contralateral to the injected hemisphere (named “lesioned paw”
thereafter) compared to the total number of steps. To assess the
effect of 6-OHDA injection, the result of the test 3 weeks after the
injection is normalized to pre-test.

Cylinder Test

Spontaneous forelimb use was tested in the cylinder test. In
a clear plexiglass cylinder (diameter: 16 cm; height: 31 cm), we
quantify the number of touches made by the rat with each
forepaw on the cylinder wall while rearing during 3 min-sessions
(23). The cylinder test was made at only one time point, 3 weeks
after stereotaxic surgery. Results are presented as the percentage
of touches made by the lesioned paw, compared to the total
number of touches.

Rotarod Test

Motor coordination and balance of rats were tested with rotarod
test (Rota-Rod ENV-578(R), MedAssociates) as previously
described (24). Briefly, rats were placed on a rotative axis and
their latency to fall was measured. Each session had a maximum
duration of 5min. Three days before the first test, training
sessions were performed on three consecutive days, with two
sessions per day at constant speed (day 1 at 12 rpm, day 2 at 10
rpm, day 3 morning at 12 rpm and day 3 afternoon 14 rpm). For
test sessions, the rotative axis followed a linear acceleration from
5 to 45 rpm. Test sessions were performed 1 week before, and 1, 2
and 3 weeks after striatal unilateral injections. Data are presented
as latency to fall (s) for each animal, as automatically registered
by the apparatus.

Sample Collection

Three weeks after stereotaxic injections, animals were euthanized
following 2 different procedures. On one side, 36 rats were deeply
anesthetized with isoflurane (5 %) and decapitated. Blood was
collected from the trunk and brain was immediately frozen in
isopentane and stored at —80°C. The liver was also collected
and stored at —80°C for retinol assay. On the other side, 30
rats were euthanized with intraperitoneal injection of hexagon
(150 mg/Kg)/lidocaine (230 mg/Kg). Blood was collected via an
intracardiac puncture and then rats were transcardially perfused
with paraformaldehyde (PFA) 4% solution in order to fix brain

tissues. Brains were quickly extracted, post-fixed in PFA 4% for
24 h and plunged in 30 % sucrose solution for 48 h before storage
at —80°C. All Blood samples were centrifuged (10 min, 10 000 x
g, 4°C) and plasma was stored at —80°C until used.

Retinol Assays

Retinol was measured in liver extracts (the storage organ of
vitamin A), that have been homogenized in sodium phosphate-
EDTA (0.05M, pH 7.8) buffer, and in the plasma. Retinol was
extracted with a solution of tocopherol acetate (1.057 mmol/L,
T3376, Sigma St.Louis, MO, USA) used as internal standard,
added with a solution of hexane and butyl-hydroxy-toluene (20
mg/mL, ref B1378, Sigma St.Louis, MO, USA). Homogenates
were centrifuged (2 min, 20°C, 16,000 x g) and the supernatant
containing retinol was recovered and evaporated under nitrogen.
Following evaporation, residues were treated with methanol and
assayed by high performance liquid chromatography (HPLC) as
previously described (25). Two vitamin A calibration standard
(Chromsystems 34004) were processed in parallel with samples.
Results are given in pmol/g for the liver and in pmol/L for
the plasma.

Monoamines Measures

HPLC analyses were performed on 1 mm-punches of the striatum
from brains frozen in isopentane and then stored at —80°C. To
do so, 200 pm-coronal brain sections were performed using a
cryostat tissue slicer (Leica Biosystems, Germany). According to
rat brain atlas (21), punches of the striatum were taken between
2.20 and —1.20-mm from bregma. Punches were immediately
stored at —80°C.

As previously described (26) monoamines were extracted
from striatum punches using a TissuLyser system (Qiagen,
Courtaboeuf, France) in extraction buffer containing 12mM
perchloric acid, 56 M EDTA, 026 mM sodium disulfite
and 3mM octanesulfonic acid. One part of the supernatant
(containing proteins) was frozen at —80°C for subsequent
western-blot analysis, the other part (300 wL) was used for
measure of monoamines content. Total protein level for each
sample was quantified using bicinchoninic acid (BCA) assay, in
order to normalize HPLC results.

The monoamines of interest, DA and its main metabolites,
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic
acid (HVA) were identified using HPLC coupled with an
electrochemical detector as previously described (26). Results
for the lesioned side were normalized to the control side for
each animal.

Western Blot

Expression levels of proteins (RXR, D2R and ALDHI1AI)
were measured by western-blot in striatum punches. Briefly,
10 pg of proteins with 2 pL of NaOH 1M were added
to loading buffer to basify the extraction medium used for
monoamines extraction. Proteins samples were loaded on 12 %
sodium polyacrylamide-dodecyl sulfate gel and then transferred
to nitrocellulose membranes. Membranes were saturated with
a solution of PBS-tween (0.1%, TWEEN®?20, P1379, Sigma
St.Louis, MO, USA) milk (5%) and incubated overnight at
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TABLE 1 | Reagents and resources used for western blot experimentation.

Antibodies Host species Dilution Reference
Primary ALDH1A1 Rabbit 1:2000 HPA002123, Sigma
Secondary Anti-rabbit IgG-HRP conjugated Donkey 1:5000 711-035-152, Jackson ImmunoResearch
Primary RXRy Rabbit 1:1500 ab53162, Sigma
Secondary Anti-rabbit IgG-HRP conjugated Donkey 1:5000 711-035-152, Jackson ImmunoResearch
Primary D2R Rabbit 1:2000 AB5084P, Merck
Secondary Anti-rabbit IgG-HRP conjugated Donkey 1:5000 711-035-152, Jackson ImmunoResearch
Primary GAPDH Rabbit 1:15 000 D16H11, Cell Signaling
Secondary Anti-rabbit IgG-HRP conjugated Donkey 1:20 000 711-035-152, Jackson ImmunoResearch
Primary a-tubuline Mouse 1:10 000 T5168, Sigma
Secondary Anti-mouse IgG-HRP conjugated Donkey 1:10 000 715-035-151, Jackson ImmunoResearch

TABLE 2 | Reagents and resources used for immunostaining experimentation.

Antibodies Host species Dilution Blocking solution Reference
Primary ™ Mouse 1:1000 3% bovine serum albumine, mab 318, Merck
Secondary Anti-mouse 1gG-Alexa 488 Donkey 1:1000 0.3% Triton X-100, PBS ab150105, Abcam
Primary ALDH1A1 Rabbit 1:1000 3% bovine serum albumine, HPA002123, Sigma
Secondary Anti-rabbit IgG-Alexa 568 Donkey 1:1000 0.3% Triton X-100, PBS ab175470, Abcam
Primary IBA1 Rabbit 1:500 10% normal donkey serum, 019-19741, Fuijifilm
Secondary Anti-rabbit IgG-Alexa 488 Goat 1:1000 0.5% Triton X-100, PBS A11008, Invitrogen

4°C with different primary antibodies (Table1). After 1 h-
incubation with secondary antibody solution (Table 1) coupled
to horseradish peroxidase (HRP), chemiluminescence has
been detected with peroxidase revealing solution (SuperSignal
West Dura, ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and were
revealed using ChemiDoc MP (Biorad, Hercules, CA, USA).
Signal intensity was quantified and normalized on GAPDH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) or o-tubuline
protein expression for each sample. Results are given in % of the
lesioned side, normalized to the control side.

Immunofluorescence Staining

Coronal sections of 40-pum thickness were made using a cryostat
tissue slicer (Leica Biosystems, Germany) from brains post-fixed
in PFA and stored at —80°C. According to (27), we selected
3 levels of interest for striatum and SNc. The 3 levels were
designated as anterior (bregma striatum: +2.2, SNC: —5.2),
intermediate (bregma striatum: +1.6, SNC: —5.3) and posterior
(bregma striatum: +0.7, SNC: —5.8). Sections were processed
for simple or double-fluorescent immunohistochemistry. After
washes with PBS, sections were blocked with appropriate
blocking solution depending on primary antibodies (Table 2)
for 1h at room temperature. Sections were then incubated
with primary antibodies diluted in blocking solution, overnight
at 4°C. The next day, sections were washed with blocking
solution [or PBS for IBA1 (Ionized calcium binding adapter
molecule 1) labeling] and incubated with the secondary antibody
conjugated to a fluorochrome for 2h at room temperature,
protected from light. Sections were washed with PBS and
then mounted in mounting medium with DAPI (sc-359850,
CliniSciences, France).

Image Analysis

All striatum sections were scanned using a widefield microscope
(Hamamatsu Nanozoomer 2.0 HT) with 20X (20X, NA 0.75)
objective to visualize the whole striatum. SNc sections were
scanned using a laser scanning confocal microscope (Leica
DM5500 TCS SPE) with 40X oil-immersion objective to visualize
dopaminergic neurons in the tissue. Setting parameters for
acquisition, such as laser power or photomultipliers gain, were
kept constant between all animals for a given labeling. Digital
images obtained were processed with Image J software. In order
to limit analysis bias, we used semi-automated quantification
with macros on Image J.

For the striatum, image of each brain section was divided
in two parts, the lesioned side, corresponding to the injected
hemisphere (with 6-OHDA or saline solution) and the control
side. Each side has been analyzed. For TH and ALDHIALl
staining in the striatum, we quantified the intensity of
staining. We assigned green color to TH-associated fluorescence
channel and magenta color to ALDH1A1-associated fluorescence
channel. From TH channel, we selected the striatum from the
whole brain section using the “wand” set tool in Image J, which
defines the region of interest (ROI). Area and staining intensity
for TH and ALDH1A1 were measured based on this ROI.

For IBA1 labeling, only the lesioned side was analyzed. We
assigned green color to IBA1-associated fluorescence and we first
delimited the striatum using the “freehand” set tool in image
J. Then we defined parameters for “subtract background” and
“rolling” that we applied to all brain sections analyzed. These
tools allowed us to better isolate activated microglia labeled
by IBAI and count them afterwards. To select each activated
microglia, we used the tool “process find maxima” and “analyze
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TABLE 3 | Summary of statistical analysis.

Figure 2 Statistical n Outcome 6-OHDA effect Vitamin A effect Time effect
test measure
Figure 2A: BOdy S—Way 16-18 BOdy Welght F(W 62) = p= 0.591 F(W,SZ) = p = 0.778 F(1 494,92.65) = p < 0.001***
weight ANOVA (9) 0.2926 0,0802 3.778
6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction post-hoc test
Figure 2B: liver retinol 2-way 7-9 Retinol level F29 = p = 0.443 F 29 = p < 0.001*** F 29 = p =0.856
level ANOVA (rmol/g) 0.6026 15,19 0,03328
Figure 2C: Plasma 2-way 8-9 Retinol level Fasy= p = 0.038" Fasy= p=0.111 Fusy= p = 0.331
retinol level ANOVA (rmol/l) 4.661 2,687 0,9726
Figure 2D: RXRV 2—way 5-8 RXRV/GAPDH F (1,28) = p= 0.558 F (1,28) = p = 0.012* F (1,23 = p= 0.843
expression ANOVA (AU) 0.3524 7,447 0,03963
Figure 3 6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction
Figure 3A: Step test - 2-way 16-18 Total # steps Fe = p =0.706 Frey= p=0.874 Fue = p = 0.422
Pre-test ANOVA 0.1438 0.0255 0.6536
Figure 3A: Step test 2-way 16-18 step test Faey = p < 0.001** Fae = p =0.457 Fae = p=0.612
ANOVA score 15.21 0.5599 0.2593
Figure 3B: Cylinder 2-way 16-18 Total # Fley = p = 0.033" Fueo= p =0.809 Faey = p =0.781
test number total of ANOVA touches 4.704 0,05835 0,07746
steps
Figure 3B: Cylinder 2-way 16-18 Touches (% Faey = p < 0.001** Fae = p =0.367 Fae = p = 0.008"* 51U sham vs 5 IU 6-OHDA p <
test ANOVA ctrl paw) 27.83 0,8238 7,439 0.001; 20 IU sham vs 5 IU
6-OHDA p = 0.006; 20 IU
6-OHDA vs 5 IU 6-OHDA p =
0.007
Figure 3C: Rotarod 2-way 16-18 Time on Fre) = p=0.727 Frey= p =0.834 Frey = p =0.839
week—1 ANOVA rotarod (s) 0.1225 0,0441 0,04134
6-OHDA effect Vitamin A effect Time effect
Figure 3C: Rotarod 3-way 16-18 Time on F (162 = p= 0.059" F (162 = p=0.912 F (19381202 = P = 0.161
ANOVA rotarod (s) 3.687 0.01228 1.860
Figure 4 6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction PostHoc test
Figure 4A: DA 2-way 6-9 DA Level (% Fos = p < 0.001** Fo8 = p=0.710 Fo8 = p = 0.468
ANOVA ctrl side) 57.82 0,141 0,5414
Figure 4B: DOPAC 2-way 6-9 DOPAC Level  F (109 =179 p <0.001™* Fog = p =0.420 Fo8 = p =0.849
ANOVA (% ctrl side) 0,6695 0,03669
Figure 4C: HVA 2-way 6-9 HVA Level (% F (128 = p < 0.001** F 108 = p = 0.401 F 108 = p = 0.492
ANOVA ctrl side) 30.74 0,7256 0,4844
Figure 4D: DA/DOPAC  2-way 7-9 Ratio Fo9 = p =0.012* F 29 = p =0.568 F 29 = p =0.319
ANOVA 7.079 0,3332 1,024
2-vvay 7-9 Ratio F (1,29) = p= 0.050* F (1,29 = p= 0.619 F (1,29 = p= 0.871
Figure 4E: DA/HVA ANOVA 4.185 0,2515 0,02674
Figure 5 6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction post-hoc test
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TABLE 3 | Continued

Figure 5B: TH 2-way 6-7 TH Intensity F (1,23) = p < 0.001*** F (1,23) = p =0.868 F (1,23 = p= 0.064* 51U shamvs. 51U B'OHDA[) <

intermediate striatum ANOVA (%ctrl side) 207.2 0,02812 3,779 0.001; 20 IU sham vs. 20 IU
6-OHDA p < 0.001; 5 IU sham
vs. 20 IU 6-OHDA p < 0.001; 20
U sham vs 5 IU 6-OHDA p <

0.001
Figure 5C: TH 2-way 5-8 TH Intensity Faoo= p < 0.001** Feg= p =0.280 Fe2o = p = 0.025* 51U shamvs. 20 IU sham p =
posterior striatum ANOVA (%ctrl side) 210.5 1,224 5,718 0.031; 51U shamvs. 51U

6-OHDA p < 0.001; 20 IU sham
vs. 20 IU 6-OHDA p < 0.001; 5
IU sham vs. 20 U 6-OHDA p <
0.001; 20 IU sham vs. 51U
6-OHDA p < 0.001

Figure 5E: TH 2-way 6-9 #THneurons  F (105 = p < 0.001*** F 128 = p=0.735 F 125 = p =0.654

intermediate SNc ANOVA 17.66 0,1169 0,2052

Figure 5F: TH 2-way 6-8 #THneurons  F (124 = p = 0.028* Fos= p =0.598 Fom = p=0.475

posterior SNc ANOVA 5.407 0,2853 0,5264

Figure 6 Statistical n Outcome 6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction post-hoc test

test measure

Figure 6: D2R 2—Way 8-9 D2R/a- F (1,29) = p= 0.008** F (1,29 = p= 0.164 F (1,29) = 6,87 p= 0.013* 51U shamvs. 51U 6'OHDAD <

expression ANOVA tubuline 8.001 2,031 0.001; 20 IU sham vs. 51U
6-OHDA p = 0.006; 5 U
6-OHDA vs. 20 IU 6-OHDA p =
0.007

Figure 7 6-OHDA effect Vitamin A effect Interaction post-hoc test

Figure 7B: ALDH1A1 2-way 6-9 # ALDH1A1 Flios = p < 0.001** F 25 = p =0.086"* F 125 = p = 0.491 51U sham vs. 20 IU sham p =

intermediate SNc ANOVA neurons 26.38 3,186 0,4866 0.09 #; 51U sham vs. 5 IU
6-OHDA p = 0.006; 20 IU sham
vs. 20 IU 6-OHDA p < 0.001; 5
U sham vs. 20 U 6-OHDA p =
0.019; 20 IU shamvs. 5 IU
6-OHDA p < 0.001

Figure 7C: ALDH1A1 2-way 6-8 # ALDH1A1 Fon= p =0.001** Fon= p=0.275 F s = p =0.390

posterior SNc ANOVA neurons 13.25 1,248 0,7636

Figure 7E: Merge 2-way 5-9 % ALDH1A1 Fliog = p = 0.025* F (100 = p=0275 F 100 = p=0.677

intermediate SNc ANOVA neurons 5.675 1,247 0,1778

Figure 7F: Merge 2-way 6-8 % ALDH1A1 Fog = p = 0.002** Fos= p=0.178 F s = p =0.958

posterior SNc ANOVA neurons 11.09 1,921 0,0028
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6-OHDA p < 0.001

Statistical significance was assessed as *p < 0.09, *p < 0.05,"*p < 0.01, ***p < 0.001.

particles” with common thresholds for all cuts. Finally, we
measured the area of the striatum previously delimited and we
used the function “count” to determine the number of IBA1
positive microglia in the striatum. Results are expressed in
number of IBA1"/ striatum area (mm?) which correspond to
a density of activated microglia. We also quantified the total
intensity of staining for IBA1 in the striatum contralateral to the
lesion, using the ROI previously defined for the counting.

For SNg, final images of the whole SNc correspond to a
mosaic of several images taken individually at 40X. Both sides
of SN, lesioned and control, were imaged and analyzed. For
TH and ALDHI1A1 labeled in SN¢, we quantified the number
of positive neurons. Similar to the striatum, we assigned green
color for TH staining and magenta color for ALDH1A1 staining.
The silver color on figures corresponds to the merge of both
colors and indicates TH and ALDHI1AI positive neurons.
From TH channel, we isolated neurons from the background
with a median filter and applied a threshold with common
parameters for all cuts. Then, we selected labeled neurons with
the tool “analyze particles” and we used the function “count”
to determine the number of TH positive neurons in the SNc.
The process was repeated for ALDH1A1 and merge channels,
in order to determine the number of TH+ALDHI1A1 positive
neurons. Note that all ALDH1A1 positive neurons were also TH
positive neurons.

These analyses were carried out for the anterior, intermediate
and posterior level of striatum and SNc. For the striatum, results
of the lesioned side are expressed as normalized to the staining
intensity of the control side.

Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad prism 7.0 an 9.2.0
(Graphpad software). Two-way ANOVA were used when the
effects of 2 factors (factors “vitamin A diet” and “6-OHDA
injection”) were tested. Three-way ANOVA (mixed-effects
model) were performed for repeated data across time points
(factors “diet”, “6-OHDA” and “time”). In case of significant
interaction for 2-way and 3-way ANOVAs (p < 0.06), a post-
hoc test was performed based on the two-stage step-up method
of Benjamini. All data are presented as means &= SEM. Details
of the statistical analysis are summarized in Table 3. Statistical
significance in statistics tables is expressed as *p < 0.05, **p <
0.01, *™*p < 0.001. The significance on the figure is expressed
with letter a, b, ¢ and d, which differed from each other. The
notation ab indicates that the experimental group does not differ
from either group with notation a or notation b.

RESULTS

Impact of 6-OHDA Injection and Dietary

Vitamin A on Retinol Levels

Adult male rats were subjected to 5 weeks of dietary treatment,
either sufficient diet (5 IU retinol/g of diet, referred to as 5 IU
thereafter) or supplemented diet (20 IU retinol/g of diet, referred
to as 20 IU thereafter). Rats then received a sham or 6-OHDA
unilateral injection in the striatum, leading to 4 experimental
groups (Figure1). Dietary treatments were continued for 3
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additional weeks during which, behavioral tests were performed.
Body weight curves were not different between the 4 groups (6-
OHDA effect p = 0.591; diet effect: p = 0.778), indicating that
dietary treatment and intrastriatal injections had no effect on
body weight (Figure 2A).

The effect of dietary treatment was first assessed on retinol
levels, both in the plasma and the liver. Vitamin A supplemented
diet almost doubled retinol levels in the liver (p < 0.001), but did

controlled by retinoic acid levels (28, 29). Thus, we quantified
in the striatum the expression of retinoid X receptor (RXRy),
an isoform highly expressed in this structure (30). Vitamin A
enriched diet significantly increased RXRy expression in both
sham and 6-OHDA-injected rats (p = 0.012) (Figure 2D). Of
note, 6-OHDA injection did not modify expression of RXRy in
the striatum (p = 0.558).

Additionally, we quantified microglia in the striatum,

not alter retinol levels in the plasma (p = 0.111) (Figures 2B,C).  as reflected by IBAIl staining, since 6- OHDA and
These results confirm the impact of dietary vitamin A treatment  dietary vitamin A can act on neuro-inflammatory
on retinol metabolism. Of note, 6-OHDA injection slightly but  processes (8, 31). In our conditions, quantification

yet significantly increased retinol levels in the plasma (p = 0.038),
but not in the liver (p = 0.443).

In the brain, the best proxy for retinoid signaling is the
measure of retinoids receptors, since their expression is directly

of the number of IBA1' cells, as well as total IBA1
intensity in the striatum did not reveal any significant
effect of 6-OHDA or vitamin A supplementation
(Supplementary Figure 1).
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Altogether these results validate the positive impact of 8-week
dietary vitamin A supplementation on retinol function at the
periphery and in the striatum.

Impact of 6-OHDA Injection and Dietary

Vitamin A on Motor Behavior

The effect of preventive vitamin A supplementation and 6-
OHDA injection on motor behavior was measured with three
classical tests: the stepping test, the cylinder test and the
rotarod test.

The stepping test was used to validate the impact of unilateral
injection of 6-OHDA on the mobility of the paw contralateral to
the lesion. The stepping test training and the first stepping session
were performed before the unilateral injection, and the number
of steps made by both paws was not different between groups
(Table 3). Three weeks after 6-OHDA injection, the number
of steps made by the paw contralateral to the lesion (named
‘lesioned paw’ thereafter) was reduced by half compared to sham
rats (6-OHDA effect: p < 0.001) (Figure 3A). No significant effect
of vitamin A supplementation was observed.

In the cylinder test, rats were freely moving and the number
of touches made by each paw on the wall of the cylinder while
rearing was quantified. This test was used to measure forelimb
akinesia. In order to avoid habituation, this test was performed
only once, 3 weeks after the lesion. In total, sham rats made
significantly more paw touches than 6-OHDA lesioned rats (6-
OHDA effect: p = 0.033). Under sufficient diet, 6-OHDA rats
used significantly less their lesioned paw, compared to sham
rats (5 IU sham vs. 5 IU 6-OHDA: p < 0.001). By contrast, the
use of the lesion paw in vitamin A supplemented rats was not
significantly different between sham and 6-OHDA rats (20 IU
sham vs. 20 IU 6-OHDA: p = 0.072) (Figure 3B). Proportion of
touches made with the lesioned paw was significantly higher for
6-OHDA rats under vitamin A supplementation, compared to 6-
OHDA rats without supplementation (5 IU 6-OHDA vs. 20 IU 6
OHDA: p = 0.007).

In the rotarod test, we measured the latency to fall of rats
placed on an accelerating rotative axis (4-40 rpm). The rotarod
training and the first test were performed before the lesion, in
order to ensure the absence of initial difference between groups
(Table 3). Rotarod tests were then performed 1, 2 and 3 weeks
after the lesion. In sham rats under sufficient or enriched diet,
latency to fall remained stable across sessions (Figure 3C). In
6-OHDA rats, the 3-way ANOVA analysis revealed a strong
tendency for shorter latency to fall, compared to sham rats (p
= 0.059). Despite statistical analysis did not reveal significant
effect, we observed that the impact of the lesion was not stable
across time, and differ between 6-OHDA rats under sufficient or
supplemented diet. In 6-OHDA rats under sufficient diet, latency
to fall was more affected 1 week after the lesion that 3 weeks later.
Conversely, in 6-OHDA rats with supplemented diet, latency to
fall was close to sham rats 1 week after the lesion, but was shorter
at 2 and 3 weeks after the lesion.

Taken together, these results reveal that beneficial effect of
vitamin A supplementation on motor impairments induced by
unilateral 6-OHDA injection in the striatum is only observable in
the cylinder test.

Impact of 6-OHDA Lesion and Dietary
Vitamin A on Dopamine Transmission in

the Nigro-Striatal Pathway

We then focused on the integrity of the DA system, in
order to investigate the mechanisms by which vitamin A
supplementation improved motor function. First, we measured
the levels of DA and metabolites in striatal homogenates. Since
no difference was observed in the contralateral side of the lesion
between groups, results were normalized to the contralateral
side. As expected, 6-OHDA lesion significantly reduced DA
levels in the lesioned hemisphere (p < 0.001) compared
to sham rats. Similar results were observed for two major
degradation products of DA, namely 3,4-Dihydroxyphenylacetic
acid (DOPAC) (p < 0.001) and homovanillic acid (HVA) (p
< 0.001) (Figures 4A-C). Similarly, DA/DOPAC and DA/HVA
ratios were significantly reduced by 6-OHDA lesion (p =
0.012 and p = 0.05 respectively) (Figures4D,E), suggesting
increased metabolism of DA. However, no effect of vitamin A
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supplementation was detected on monoamines measurements
(Figures 4A-E).

Next, we quantified the intensity of the TH signal as
a proxy for the density of DA fibers in the striatum by
immunofluorescence, and the number of THT neurons in
the SNc. Analyses were performed on three antero-posterior
levels for the striatum and the SNc: anterior (bregma striatum:
+2.2, SNC: —5.2); intermediate (bregma striatum: +1.6, SNC:
—5.3); and posterior (bregma striatum: 40.7, SNC: —5.8). The
anterior levels are presented in Supplementary Figures 2-4.
In the striatum (Figure 5A, Supplementary Figures 2A,B), TH
intensity was clearly reduced at the injection site, in 6-OHDA
rats but not in sham rats, for both intermediate (5 IU sham
vs. 5 IU 6-OHDA: p < 0.001; 20 IU sham vs. 20 IU 6-
OHDA: p < 0.001) (Figure5B), and posterior (5 IU sham
vs. 5 IU 6-OHDA: p < 0.001; 20 IU sham vs. 20 IU 6-
OHDA: p < 0.001) (Figure 5C) levels. This is in accordance
with measurements of DA in the striatum (Figure4). Of
note, TH intensity in the posterior striatum was increased
by vitamin A supplementation in sham rats, but not in 6-
OHDA rats (5 IU sham vs 20 IU sham: p = 0.031). In the
SNc (Figure 5D, Supplementary Figures 2A,C), the number of
positive neurons significantly decreased in rats injected with
6-OHDA, in both intermediate (p < 0.001) (Figure 5E) and
posterior (p = 0.028) (Figure 5F) levels, with no difference
between dietary groups.

Finally, dopamine D2 receptor (D2R) expression was
measured in the striatum by western blot, since its expression is
under the control of retinoic acid (32). We found that 6-OHDA
injection significantly reduced D2R protein level in the striatum
(Figure 6). However, this effect was not observed in 6-OHDA
rats under supplemented diet, for which D2R expression levels
were similar to sham rats (5 IU sham vs. 5 IU 6-OHDA: p <
0.001; 20 IU sham vs. 20 IU 6-OHDA: p = 0.882) (Figure 6). This
suggests that increased retinoid signaling induced by vitamin
A supplementation (Figure 2) prevented the decrease in striatal
D2R expression in 6-OHDA rats. Of note, the decrease of D2R
expression observed in 6-OHDA rats under sufficient diet is not
usual, since studies have mainly found increased binding of D2R
(33) or no change in D2R expression (34, 35). This discrepancy
may be due to technical reasons, such as protein quantification
vs. binding assays, or the conditions of the lesion.

Impact of Vitamin A Supplementation on
ALDH1A1* Dopaminergic Neurons

Analysis of global DA transmission in the nigro-striatal pathway
did not reveal a clear effect of vitamin A supplementation, in
comparison to motor improvement. This may be due to a specific
impact of vitamin A on the sub-population of DA neurons
expressing ALDHIAL. To test whether ALDHIA1T DA neurons
were specifically protected by vitamin A supplementation,
we quantified the number of ALDHIA1"™ DA neurons in
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the anterior, intermediate and posterior SNc (Figure 7A,
Supplementary Figure 3). Analysis revealed that 6-OHDA lesion
significantly decreased the number of ALDH1AI" neurons in
intermediate (p < 0.001) (Figure 7B) and posterior SNc (
0.001) (Figure 7C). Of note, we generally observed a tendency for
more ALDH1A1" neurons with vitamin A supplementation, in
both sham and 6-OHDA rats. However, statistics only revealed
a trend (p = 0.086) for the intermediate level of the SNc
(Figure 7B).

Since ALDHI1A1" neurons are also THT neurons, we
quantified the proportion of THT neurons that expressed
ALDHI1ALI (Figure 7D), in order to identify this sub-population
of DA neurons. In sham rats fed with sufficient diet, the
proportion of THT neurons that expressed ALDH1A1 was 36, 36,
and 20%, for the anterior, intermediate and posterior levels of the
SN, respectively. These proportions are smaller than previous
reports in the literature, with about 70% in mice as in humans
(15, 16, 18). This difference may be due to the rat model, as
well as the analysis methods. Proportions of ALDHIAIT DA
neurons were significantly reduced by 6-OHDA lesion, at every
level of the SNc (Figures 7E,F, Supplementary Figure 3) (8E: p
= 0.025; 8F: p = 0.002). Of note, a trend for a higher proportion

of THT neurons expressing ALDH1A1 was observed in vitamin
A supplemented rats.

Lastly, we quantified ALDH1A1 expression in the striatum
by western-blot, as a reflect of the amount of DA afferents
from ALDH1A1" DA neurons. As for ALDHIAI™ neurons in
SNc, 6-OHDA injection significantly reduced ALDH1A1 levels
in the striatum compared to sham-injected rats (p < 0.001)
(Figure 8A). However, no effect of vitamin A supplementation
was observed.

We refined the analysis with ALDHI1A1 staining, in the
anterior, intermediate and posterior parts of the striatum
(Figure 8B, Supplementary Figure 4). Confirming western
blot measurements, 6-OHDA lesion significantly reduced
ALDHIALI staining in the striatum, at the anterior (p =
0.033, Supplementary Figure 4B), intermediate (p < 0.001,
Figure 8C) and posterior (p < 0.001, Figure8D) Ilevels.
Vitamin A supplementation induced no effect on ALDH1Al
staining in the striatum of 6-OHDA rats. By contrast,
sham rats supplemented with vitamin A showed increased
ALDHIALI staining in the posterior striatum, compared to
sham rats fed sufficient diet (5 IU sham vs. 20 IU sham: p
=0.039).
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DISCUSSION

In this study, we examined the impact of preventive
vitamin A supplementation in a PD rat model on motor
behavior and dopamine transmission with the initial
hypothesis that vitamin A would protect ALDHIALY
DA neurons.

First of all, when one is studying vitamin A supplementation,
the levels of vitamin A intake have to be precisely controlled
since chronic high doses of vitamin A can lead to oxidative
stress and toxicity for the liver (8, 36, 37). In rats, common
levels for sufficient retinol intakes range between 5 and 8 IU/g
of diet, while vitamin A supplementation ranges from 20 to
~50 IU/g (31, 38, 39). In the current study, we used a dose
at the bottom range of supplementation, with 20 IU/g of diet,
which corresponds to ~600 IU/ day or 180g retinol/day. This
level of vitamin A supplementation is considered as comparable
to therapeutic doses used in humans (40, 41). However, the
toxicity of this dose is unclear. Indeed, oxidative stress has
been observed (40, 41), but other reports showed no deleterious
effect on behavior and inflammatory status (31, 38). In our
conditions, vitamin A supplementation (20 IU/g of diet) for 8
weeks was sufficient to increase retinol in the liver, the storage
organ for retinol, but we did not identify any adverse effect
of vitamin A supplementation, as illustrated by measures of
body weight, motor function and DA transmission. Thus, we

conclude that in our conditions, vitamin A supplementation
was adequate.

Second, we explored the impact of 6-OHDA lesion and
vitamin A supplementation on motor function using 3
complementary motor tests (23, 42). We did not observe
strong effect of 6-OHDA and vitamin A supplementation in
the rotarod test, and only an effect of the injection in the
step test. In both tests, the animal was forced to move to
maintain its equilibrium. By contrast, our data revealed positive
effects of vitamin A supplementation in the cylinder test,
where the animals were free to make voluntary movements,
in accordance with their natural instinct of exploration
(43). Voluntary movements are controlled by the implicit
motivation of producing movement, which is modulated by
nigrostriatal DA neurons (16, 44). Yet, motor motivation is
reduced in PD patients, as measured by reduced vigor of
movement (45, 46). Here, our data suggests that vitamin A
supplementation in 6-OHDA lesioned rats has a beneficial impact
on motor function through the improvement of motivation for
voluntary movements.

In order to identify neurobiological mechanisms by which
vitamin A supplementation improved motor function in 6-
OHDA lesion rats, we focused our analyses on ALDHI1A1l
expressing DA neurons. These neurons constitute the sub-
population of DA neurons that are preferentially degenerating
in PD patients (15, 16), and their role in motor learning and
motor vigor has been recently revealed in mice (18). Intriguingly,
these neurons lose their ability to express ALDH1A1 before
degenerating, suggesting that ALDH1A1 enzyme may have a
protective effect for these neurons (15, 47). Yet, ALDH1Al
expression is controlled by retinoic acid, the active metabolite
of vitamin A, therefore, we initially hypothesized that vitamin
A intake was able to modulate ALDHIAI expression in
SNc neurons.

In humans, ALDHI1AL is also an enzyme that raises interest,
since it has been identified as a potential biomarker for PD
(15, 48-50). Indeed, mRNA levels of ALDHI1ALI in peripheral
blood are significantly decreased in PD patients compare to
control cases (50). Moreover, clinical studies showed that the
genetic variability of ALDHIAI is a good predictive factor for
PD diagnosis and the progress rate of the disease (51-53). Yet,
if vitamin A is necessary for ALDH1A1 expression, a decreased
vitamin A bioavailability may constitute a risk factor for the
disease. However, no clear link has been established yet in PD
patients between vitamin A function, ALDHI1A1 expression and
PD symptoms (8).

Here, we show that in sham rats, vitamin A supplementation
tended to increase the number of ALDH1A1" DA neurons in
the SNc, which leads to a significant increase of ALDH1A1 fibers
in the posterior striatum. This supports the fact that dietary
vitamin A supplementation can sustain ALDH1A1 expression in
DA neurons. However, this increase of ALDHIA1Y neurons and
fibers in the striatum with vitamin A supplementation was not
significant in 6-OHDA rats. This may be explained by the delay
after the lesion chosen here. Indeed, it is possible that protection
of ALDHIAI™T neurons with vitamin A supplementation was
effective after the lesion but not maintained in time. In addition,
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we used a mild supplementation (20 IU/g of diet), therefore, —an important function for the development of the striatum
a higher vitamin A intake, still in therapeutic range (e.g. 40  and the nigro-striatal pathway (59-61), and for dopamine
IU/g of diet) may exhibit more pronounced effects on 6-OHDA-  transmission at adult age (62). As a consequence, mice
induced motor and neurobiological alterations. Furthermore, lacking RARB and/or RXRy exhibit strong motor impairments
ALDHI1A1" DA neurons are distributed in certain territories  along with alteration of DA transmission, analog to PD
of the SNc and ALDH1A1" fibers are preferentially innervating ~ mice models (58). Of note, RXRy controls the expression
striosomes compartments of the striatum (16, 54-56). Therefore, ~ of D2R in the striatum (32, 63). Here, our data shows that
a more detailed analysis of ALDHIA1T DA neurons, accounting  increased retinol level in the liver is reflected in the striatum
for these sub-territories may reveal a more specific impact of by the increased expression of RXRy. Consequently, D2R
vitamin A on ALDH1A1" neurons. expression is also significantly increased in 6-OHDA rats under

Finally, this work revealed that the stronger improvement vitamin A supplementation, compared to 6-OHDA rats under
induced by vitamin A supplementation in 6-OHDA rats  sufficient diet. This increase in D2R expression may explain
in addition to voluntary movement, concerned RXRy and improved motor function in 6-OHDA rats under vitamin A
D2R expression in the striatum. RXRy is a sub-type of  supplementation. For future studies, a deeper analysis of retinoid
RXR; its expression is directly controlled by retinoic acid  and dopamine receptors may help to better understand the role

levels and its most potent endogenous ligand is 9-cis-  of retinoid signaling in improving striatal function with vitamin
dihydro retinoic acid (57). The striatum is the brain structure A supplementation.
containing the highest levels of RXRy (58), indicating its In conclusion, our study revealed beneficial impact of

crucial role for striatum function. Through dimerization with  vitamin A supplementation on striatal function, with improved
other nuclear receptors, such as RARB or Nur77, RXRy has  voluntary movements, increased expression of RXRy and
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of the statistical analysis are summarized in Table 3.
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FIGURE 8 | Impact of 6-OHDA lesion and dietary vitamin A on extent of ALDH1A1* fibers in the striatum. (A) Representative western blot for aldehyde
dehydrogenase A subtype a1 (ALDH1A1) in striatum homogenates (left inset) and quantification (graph). Protein expression levels were normalized with GAPDH for
each sample. (B) Representative images for the 4 experimental groups of intermediate and posterior striatum (lesioned and control sides) immunostained for
ALDH1A1 (magenta). Scale bar: 1000 um. (C,D) Quantification of fluorescence intensity of ALDH1A1 staining in intermediate (C) and posterior (D) striatum. ALDH1A1
intensity is normalized to the ipsilateral side. Results are expressed as means + SEM with individual data points. a—c: values significantly different (p < 0.005). Details

D2R in the striatum, and a trend for more ALDHIA1"
DA neurons and fibers. A more sustained supplementation
(amount and/or duration) with a more degenerative rat
model, such as expression of human alpha-synuclein in SNc
(64) may help to better understand the role of dietary
vitamin A in the survival of DA neurons in the context
of PD. In addition, this work may trigger future research
to investigate the beneficial effect of preventive vitamin A
supplementation in patients, particularly for those with low
vitamin A metabolism.
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SUPPLEMENTAL MATERIALS
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Supp. Fig. 1. Impact of 6-OHDA lesion and dietary vitamin A on activated microglia in the striatum

(A) Representative immunofluorescence images of intermediate striatum labelled with lonized calcium
binding adapter molecule 1 (IBA1) (green) for the 4 experimental groups. The square shows a zoom on
IBA1* cells in the striatum. Scale bar: 1000 um for whole striatum and 25 um for zoom images. (B, C)
Quantification of density of IBA1* cells/area (mm?) in intermediate striatum (B) and posterior striatum
(C). (D, E) Quantification of fluorescence intensity of IBA1 staining in intermediate striatum (D) and
posterior striatum (E). The fluorescence intensity is ranging from 0 to 255. Results are expressed as
means = SEM with individual data points. No significant difference was found. Details of the statistical

analysis are summarised in (Supp. Table. 1).
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Supp. Fig. 2. Extent on DA fibres in the anterior striatum and DA neurons in the anterior SNc

(A) Representative immunofluorescence images, for the 4 experimental groups, of anterior striatum
(lesioned side on the right) and SNc (lesioned side only) immunostained for tyrosine hydroxylase (TH)
(green). The scale bar corresponds to 1000 um for striatum images and 200 um for SNc images. (B)
Quantification of fluorescence intensity of TH staining in anterior striatum. TH intensity is expressed
as percentage (%) of the ipsilateral side. (C) Quantification of number (#) of TH* neurons in anterior
SNc. Results are expressed as means + SEM with individual data points for histogram. a-b: values

significantly different. Details of the statistical analysis are summarized in (Supp. Table. 1).
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Supp. Fig. 3. Immunostaining of ALDH1A1 positive dopaminergic neurons in anterior SNc

(A) Representative immunofluorescence images, for the 4 experimental groups, of anterior SNc

(lesioned side) immunostained tyrosine hydroxylase (TH) (green) and aldehyde dehydrogenase A



subtype al (ALDH1A1) (magenta). Co-staining is highlighted in yellow. Scale bar: 200 um. (B)
Quantification of number (#) of ALDH1A1* neurons in anterior SNc. (C) Quantification of number of
ALDH1A1* and TH* neurons expressed in percent (%) of TH* neurons in anterior SNc. Results are
expressed as means = SEM with individual data points for histogram. No significant differences have

been found. Details of the statistical analysis are summarized in (Supp. Table. 1).
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Supp. Fig. 4. Inmunostaining of ALD1A1 in the anterior striatum

(A) Representative immunofluorescence images, for the 4 experimental groups, of anterior striatum
(lesioned and control side) immunostained for ALDH1A1 (magenta). The scale bar corresponds to 1000
um. (B) Quantification of fluorescence intensity of ALDH1A1 staining in anterior striatum. ALDH1A1
intensity is expressed as percentage (%) of the ipsilateral side. Results are expressed as means + SEM
with individual data points for histogram. a-b: values significantly different. Details of the statistical

analysis are summarized in (Supp. Table. 1).
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Supp. Table 1. Summary of statistical analysis

Statistical significance was assessed as #p < 0.09, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Etude 2 : Impact d’une carence nutritionnelle en vitamine A sur le
systeme dopaminergique nigro-strié de rats a I’age adulte.

Article en préparation

Au regard des résultats intéressants de la premiere étude, montrant un effet modulateur de
I'apport alimentaire en vitamine A sur la voie nigro-striée, nous avons décidé de poursuivre la
caractérisation des mécanismes sous-jacents. L'objectif de cette seconde étude visait a
évaluer I'impact d’'une diminution de la biodisponibilité en vitamine A sur l'intégrité du striatum
et de la voie nigro-striée a 'age adulte. Dans ce but, des rats adultes (180-200g) ont été soumis
a différentes doses de régimes en vitamine A, 0.4 |U/g, 5 IU/g et 20 IU/g, correspondant
respectivement a un apport sub-déficient, suffisant et enrichi en vitamine A. Cette étude
nutritionnelle a été conduite pendant 6 mois afin d’évaluer I'effet chronique d’'une modulation
de la signalisation des rétinoides, médiée par I'apport alimentaire en vitamine A, au niveau du
striatum. Les résultats obtenus pour les dosages plasmatiques et hépatiques de rétinol ainsi
que I'étude de I'expression des génes du métabolisme de la vitamine A nous ont permis de
valider I'utilisation de la sub-carence a 0.4 Ul/lg comme modele de déprivation en vitamine A
a I'age adulte en s’affranchissant des effets développementaux de la carence. De maniere
intéressante, les données obtenues par qPCR et immunohistochimie tendent a confirmer les
résultats obtenus dans l'étude 1 et suggérent une différence de sensibilité du systéme
dopaminergique nigro-strié vis-a-vis d’une altération de la signalisation des rétinoides entre
'age adulte et la période développementale chez le rat. Ces données surprenantes nous ont
amenées a étudier d’autres systémes impliqués dans la neuromodulation du striatum. Les
résultats obtenus suggérent une implication indirecte de la vitamine A dans l'activité nigro-
striée médiée par le systeme cholinergique et la compartimentation structurelle du striatum
(striosomes). Enfin, I'étude de la réversibilité des déficits induits par la sub-carence montre
gu’une supplémentation nutritionnelle de 6 semaines a 20 Ul/g d’aliments ne permet pas de
normaliser I'expression de 'ensemble des génes impactés par la carence, mettant en avant la
nécessité d’'un apport suffisant en vitamine A tout au long de la vie.

Ainsi, cette deuxiéme eétude apporte de nouveaux €léments de compréhension des
mécanismes qui sous-tendent I'implication de la vitamine A dans le maintien de l'intégrité du

striatum et de la voie nigro-striée a I'age adulte.

Anais MARIE | These de doctorat | Université de Bordeaux | 144



Anais MARIE | Thése de doctorat | Université de Bordeaux | 145



Non-developmental modulation of striatal signaling by
dietary vitamin A in adult rats

Anais MARIE?, Morgane DARRICAU?, Jean-Christophe HELBLING? Serge ALFOS? Aline
FOURY?, Emmanuel RICHARDP, Clementine BOSCH-BOUJU &

a Univ. Bordeaux, INRAE, Bordeaux INP, NutriNeuro, UMR 1286, F-33000, Bordeaux, France
b Univ. Bordeaux, INSERM, U1035, CHU Bordeaux, F-33000, Bordeaux, France
* Corresponding author: Clementine Bosch-Bouju (clementine.bosch-bouju@inrae.fr)

Abstract

The striatum is a brain structure involved in the control of voluntary movement that is highly
enriched in retinoic acid, the active metabolite of vitamin A, and retinoids receptors. The activity
of the striatum is also tightly modulated by dopaminergic and cholinergic systems. Initial
studies revealed vitamin A signaling failure was deleterious for dopaminergic and cholinergic
transmissions when initiated during development. However, the involvement of retinoid
signaling in the neuromodulation of the striatum and the maintenance of its integrity in
adulthood has not been established yet.

In the present study, we investigated the impact of vitamin A bioavailability on the appropriate
functionality of the striatum in adult rats using a nutritional approach. Six-week-old rats were
fed with specific diets, either sub-deficient, sufficient of enriched in vitamin A (0.4; 5 and 20
IU/g of diet respectively) during 26-week. Assessment of retinol levels, in the plasma and the
liver, and hepatic vitamin A metabolism validated sub-deficiency realized with 0.4 1U/g at
adulthood as a rat model of non-developmental nutritional vitamin A deprivation. The integrity
of the striatal function was assessed with immunofluorescence and qPCR analyses. Results
suggest a differential sensitivity of the dopaminergic system between adulthood and earlier
developmental periods. Additionally, this study revealed a decrease of retinoid signaling in the
striatum associated to a dysfunction of the cholinergic system, induced by 26-week vitamin A
sub-deficiency. Lastly, the reversibility of impairment induced by vitamin A sub-deficiency at
adulthood was assessed. A 6-week vitamin A enriched diet in sub-deficient rats allows only a
partial rescue of deficits induced by vitamin A deprivation, strengthening the necessity of
maintaining adequate vitamin A intakes along life.

Taken together these results demonstrated the importance of retinoid signaling in the
functional neuromodulation of the striatum at adulthood in rats and support the beneficial effect

of nutritional supplementation with vitamin A.

Key words: Vitamin A; dietary treatment; nutrition; striatum; acetylcholine; ALDH1AL,;

dopamine; SNc; adulthood
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1. Introduction

Vitamin A (retinol), is an essential micronutrient that requires to be provided through the diet
(Reboul, 2013) or pharmacological supplements. Vitamin A with its endogenous metabolites
and synthetic analogues belong to the family of retinoids (Carazo et al., 2021). Retinoid
signaling, mediated by the active metabolite of vitamin A, all-trans-retinoic acid (RA), is
essential for development and maintenance of the central nervous system throughout life
(Blomhoff and Blomhoff, 2006; Maden, 2007; McCaffery et al., 2006; Shearer et al., 2012). RA
acts by binding to its heterodimeric nuclear receptor. The activated receptors then bind to the
nuclear RA response element (RARE) and act as a transcription factor to modulate the
expression of targeted genes (Al Tanoury et al., 2013; Iskakova et al., 2015; Lane and Bailey,
2005). The retinoids receptors, namely retinoic acid receptor (RAR) and retinoid X receptor
(RXR), each exist in three isoforms, alpha, beta and gamma, that are encoded by different
genes and present different tissue expression patterns, including the striatum in the brain
(Krezel et al., 1999; Piskunov et al., 2014; Zetterstrom et al., 1999). Mice knockout for some
isoforms of retinoid receptors exhibit a significant impairment in forward locomotion and motor
coordination, suggesting an involvement of retinoids signaling in the control of voluntary
movement (Krezel et al., 1998).

Striatum is part of the basal ganglia network that is involved in the control of voluntary
movement, and the regulation of its function is dependent on dopamine (DA) (Dudman and
Krakauer, 2016). Striatum is the main input structure of the basal ganglia and it receives DA
inputs from the substantia nigra pars compacta (SNc), which constitute the nigro-striatal
pathway (Redgrave et al., 2010). Supporting the relevance of vitamin A for the nigro-striatal
pathway, the striatum is a retinoid-metabolizing region, highly enriched in RA and retinoids
receptors isoforms RARB and RXRy (Kane et al., 2005; Krezel et al., 1999; Zetterstrom et al.,
1999). Furthermore, RA synthesis enzyme ALDH1A1, aldehyde dehydrogenase 1 subtype Al,
is specifically expressed in a sub-population of dopaminergic neurons from the SNc (Wu et al.,
2019, Poulin et al., 2018). Mice knockout for ALDH1A1 exhibit motor impairment in the rotarod
and the open field tests as well as a degeneration of DA neurons (Liu et al., 2014; Wey et al.,
2012; Wu et al., 2019). In addition to these constitutive alterations of vitamin A pathway, studies
using vitamin A-deficient (VAD) rats and mice through dietary manipulations, showed similar
motor impairments (Carta et al., 2006; Kitaoka et al., 2007). Moreover, VAD rats also present
a decrease in acetylcholine release in the striatum (Carta et al., 2006). Both cholinergic and
dopaminergic signaling are necessary for the effective neuromodulation of the striatum to allow
the precise control of voluntary movement (Carta et al., 2006; Cocco et al., 2002; Ztaou and
Amalric, 2019). Altogether, these results suggest an important role for vitamin A and retinoids

signaling, in the integrity and signalization of the nigro-striatal pathway. If the importance of
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vitamin A in the homeostasis of basal ganglia motor function is commonly assumed, the
molecular mechanisms underlying these effects remain unclear (Lane and Bailey, 2005;
Podlesny-Drabiniok et al., 2017; Zetterstrém et al., 1997).

The vitamin A metabolism becomes disrupted with aging, including decreased RA signaling in
the brain (Dumetz et al., 2020a; Enderlin et al., 1997a; Etchamendy et al., 2001; Pallet et al.,
1997). This age-related decrease of retinoid signaling coincides with impairments in memory
performance similar to that observed in VAD rats (Cocco et al., 2002; Dumetz et al., 2020b;
Etchamendy et al., 2003). Interestingly, nutritional vitamin A supplementation can prevent this
age-related cognitive decline in rodents, and improves RA signaling pathways in the
hippocampus (Dumetz et al., 2020a; Mingaud et al., 2008; Touyarot et al., 2013). The
beneficial effects of vitamin A supplementation on the nigro-striatal pathway and dopaminergic-
related behavior, have mainly been investigated using retinoids derivatives, such as injection
of RA and its isoform 9-cis RA, or by manipulating retinoid signaling with administration of RXR
agonists (Esteves et al., 2015; Friling et al., 2009; Reiner et al., 2014; Yin et al., 2012).
However, the potential benefit of vitamin A using a nutritional, diet-based approach, has not

been investigated.

Additionally, the majority of studies evaluating the effect of an alteration of retinoid signaling
on motor behavior were initiated during the developmental period (i.e., constitutive knockout
or vitamin A deficiency from gestation / weaning). Beyond the developmental effect, it is
necessary to determine whether altered vitamin A signaling in adulthood results in similar
effects. Given the importance of vitamin A in striatum-related motor behavior, we investigated
the involvement of retinoid signaling in the neuromodulation (DA and Ach) of the striatum and
the maintenance of its integrity in adult rats with specific diets, either sub-deficient, sufficient

of enriched in vitamin A, starting at 6 weeks of age.

In the present study, we assessed the impact of gradual doses of nutritional vitamin A intake
on body weight, plasma retinol level and postural stability of rats over a 26-week feeding
period. Post-mortem analyses were performed to study the impact of dietary treatments on
retinoid metabolism and signaling in the liver, the storage organ of vitamin A, and in the
striatum. The integrity of striatal function was assessed through gPCR and
immunofluorescence analyses of the dopaminergic and cholinergic systems, since enzymes
expression implicated in both systems are controlled by RA (Berrard et al., 1993; Berse and
Blusztajn, 1995; Samad et al., 1997; Sodja et al., 2002). Finally, we investigated the

reversibility of retinoids signaling impairment incurred by vitamin A deficiency with a 6-week
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nutritional supplementation with vitamin A.
Our results show that retinoid signaling is required for effective function of the striatum and the
nigro-striatal pathway at adulthood and that moderate vitamin A supplementation contributes

to maintain striatal signaling homeostasis in adult rats.

2. Material and Methods

2.1. Animals and diet

Six-week-old (weight 180-200 g) Sprague dawley male rats were obtained from Janvier Labs
(France). Animals were housed in pairs with a 12-h light/dark cycle (light on at 7 a.m.) in
enriched and controlled environment (22 °C + 2°C, 40 % of humidity). Upon their arrival, the
batch of 32 rats were randomly divided into four experimental groups of 8 rats. The first group
received a diet with a retinol content considered sufficient to cover an adult animal body’s need
(5 IU retinol/g of diet, INRAE, Jouy-en-Josas, 1 IU = 0.3 ug retinol), the second group received
an enriched diet with vitamin A (20 IU retinol/g of diet, INRAE, Jouy-en-Josas). The two last
groups received a diet with retinol-deficient content (0.4 U retinol/g of diet, INRAE, Jouy-en-
Josas). At week 20, one of these two groups under deficient diet was switched to an enriched
diet for 6 additional weeks. Rats had ad libitum access to water and customs diets, which were
isocaloric and differed only by the amount of retinol provided under the form of retinyl palmitate.
Rats were weighted weekly and no body weight difference existed between the four groups at
experiment onset. The whole experiments were performed according to criteria of the
European Communities Council Directive (2010/63/UE) and the French National Committee
(authorisation 16476-2018052314372190). All efforts were made to reduce the number of

animals used and to minimize their suffering.

2.2. Step test

Postural stability of rats was assessed with the step test from week-4 of the diet until the end
of the 26-week feeding period (ljomone et al., 2014). The test was performed every two or
three weeks. Animals were habituated to the restraint for two consecutive days, three days

before the first test was performed. Rats were hold, by a trained experimenter, in a way to
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count the number of adjusting steps made by the rat with each forelimb in response to
experimenter-induced lateral movement. Rats were slowly moved over a 90 cm-long bench
(right to left and reverse). The procedure was performed 3 times for each paw, on both
directions. For analysis we used the average number of steps in 3 trials for both forelimbs.
Results are presented as the percentage of total number of adjusting steps made by the rat in

the first test for each experimental group.

2.3. Sample collection

In order to assess the effect of dietary treatment, blood was collected from the tip of the rat’s
tail at 7 and 16 weeks of diet. A cut at the end of the tail was made, in the least innervated
part, which heals quickly following the procedure. Following the 26-week feeding period, all
animals were euthanized for subsequent analyses. Rats were euthanized with intraperitoneal
injection of hexagon (150 mg/Kg)/lidocaine (230 mg/Kg). Blood was collected via an
intracardiac puncture and then rats were transcardially perfused with a solution of phosphate
buffer saline (PBS) in order to remove blood from tissues. After decapitation, brains were
quickly extracted and divided into 2 parts. The right hemisphere was immediately frozen in
isopentane and stored at -80 °C. The left hemisphere was post-fixed in paraformaldehyde 4 %
for 24 h and plunged in 30 % sucrose solution for 48h before storage at -80 °C. Samples of
liver were also collected and stored at -80 °C for retinol assay and RT-gPCR analysis. All Blood
samples were centrifuged (10 min, 10 000 x g, 4 °C) and plasma were collected and stored at
-80 °C until used.

2.4. Retinol assays

Serum and liver retinol levels were determined by high performance liquid chromatography
(HPLC) as previously described (Biesalski et al., 1983). Liver is the storage organ for vitamin
A in the body. Liver extracts were homogenized in sodium phosphate-EDTA (0.05 M, pH 7.8)
buffer. Briefly, 100 pL of liver homogenates or plasma were added to 150 pL of tocopherol
acetate (1.057 mmol/L, T3376, Sigma St.Louis, MO, USA) solution, used as internal standard.
After addition of 600 pL of hexane and butyl-hydroxy-toluene solution (20 mg/mL, ref B1378,
Sigma St.Louis, MO, USA), 200 uL of homogenates were centrifuged (2 min, 20 °C, 16,000 x
g) and the supernatant containing retinol was recovered and evaporated under nitrogen. The
resulting residues containing retinol were treated with methanol before HPLC analysis. Two
vitamin A calibration standards (Chromsystems 34004) were processed in parallel with

samples. Results are given in umol/g and pmol/L for the liver and plasma samples respectively.
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2.5. Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

The expressions of the different genes of interest in the striatum and in the liver were evaluated
by RT-gPCR. Samples of striatum were obtained from 1 mm-punches performed in the right
hemisphere of brain frozen in isopentane and stored at -80 °C at the time of euthanasia. To do
so, 200 um-coronal brain sections were performed using a cryostat tissue slicer (Leica
Biosystems, Germany). According to rat brain atlas (Paxinos and Watson, 2007), punches of
the striatum were taken between 2.20 and -1.20-mm from bregma and immediately stored at
-80 °C for subsequent RT-qPCR.

Prior to the gPCR, total RNA was extracted from aliquots of the liver stored at -80 °C and
punches of striatum using TRIzol® reagent (Invitrogen, Fisher Scientific, France) as previously
described (Dumetz et al., 2020a). The purity and quantity of RNAs obtained were measured
by using Nanodrop One (Life technologies, France), and their quality was assessed using the
RNA 6000 Nano LabChip kit in combination with the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
France). Next, 500 ng of RNA from the striatum and 1 pg of RNA from the liver, were reverse-
transcribed into complementary DNA using the enzyme ImProm-Il reverse transcriptase (ref
A3802, Promega, France) in a final volume of 20 pL. Then, the RT-gPCR was performed in
duplicate for each sample, with 10 ng of cDNA in a final volume of 10 uL, deposited in 384-
well plates, and using the LightCycler 480 Il system (Roche Diagnostics, Meylan, France).
Genes amplification was performed using SYBR Green | Master kit (ref RR420L, TAKARA BIO
Europe, France) and appropriate primers. The forward and reverse primer sequences used to
amplify genes of interest are summarized in (Table 1.). Data were analyzed using the
comparative threshold cycle method performed with the Light-cycler 480 1.5 version software.
Results were normalized with 2 house-keeping gene, B2-microglobulin (B2M) and
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Table 1.) and expressed as relative
expression of mMRNA.
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Gene Sequence Forward primer (5'- 3") Sequence reverse primer (5'- 3")
AADC CAGCTATGCTTGCGGACATG AGCCCAGGAGAAGCCAATG
AChE AGTATCTTCCGGTTTTCCTTCGT TGCAGGTCTTGAAAATCTCCAGTA
ALDH1A1 TGGCCTTCACGGGATCAA GCTTTTTCCTGCAGCTTCCTT
ChAT TCCCAGAAGCCTAAGAATGCA TCCCTTGGCAGCTATGTGAGA
CRABP2 TGTGGATGGGAGACCCTGTAA CGCACACCATTTTGTTTTCACT
CYP26 al AAGCGCAGGAAATACGGCTTC AAGATGCGCCGCACATTATCC
CYP26 bl ACTCCATTGGCGACATCCA GGTAGCTCTCGAGTGCCTCATG
D1R GCCCCGAGGCTCCATCT ACGGCATGAGGGATCAGGTA
D2R TTATCATGAAGTCTAATGGGAGTTTC(C CTTGACAGCATCTCCATTTCCA
LRAT ACCTTCTGAGTGCGTTCCTTG AGTGTCACGGACCCATTTTACC
MAOA GCTGGAGAACGAGCAGCTAGA TCCTTCTTCGCGACTTTTCC
MOR1 CATGCTATCGGGCTCCAAAG CAGCACCATCCGGGTGAT
NLRP3 GTGCGTGGGACTGAAGCAT GACAACACGCAGATGTGAGACA
NOS 1 CAACTATAGACTCACCCCGTCCTT GCCAATTTCTTAAAGCCGATAGC
NOS 3 GACCGATTACACGACATTGAGATC CCGGTAGAGATGGTCCAGTTG
P2RX7 CACCATCAAGTGGATCTTGCA GCTTGTCGCTCATCAAAGCA
RARB AGTGGGCATGTCCAAAGAGTCT TCTGTGCACTCCTGCTTTGAA
RBP4 TCCAGCGAGGAAACGATGAC TGCAGAGCGAAGGTGTCGTA
REH TGAAGTTCTGGGCCAACTTTGC TGGCACCAATCTGCAAATACCC
RXRy TTGGAGGACCAGGTCATTCTG AGAAGGAGGCAATCAGCAATTC
SOD 1 CCATCATTGGCCGTACTATGG TCCACCTTTGCCCAAGTCA
SOD 2 GCCAAGGGAGATGTTACAACTCA CCCCGCCATTGAACTTCA
STRAG6 TCTACACTCCAGAGCCAGGATTC CAGGGTGGCCGAGATCAC
B2M GCGTGGGAGGAGCATCAG TGTGCTGTAGGCCCAACAGA
GAPDH GCGTGGGAGGAGCATCAG TGTGCTGTAGGCCCAACAGA

Table 1. Sequences of primers used in gqPCR

2.6. Immunofluorescence staining

Right hemispheres of frozen brain post-fixed in 4 %-paraformaldehyde were used to cut 40-
pum thick coronal sections using a cryostat tissue slicer (Leica Biosystems, Germany).
According to (Favier et al.,, 2017), we targeted 3 levels of interest for striatum and SNc,
designated as anterior (bregma 228 striatum: +2.2, SNC: -5.2), intermediate (bregma striatum:
+1.6, SNC: -5.3) and posterior (bregma striatum: +0.7, SNC: -5.8). Sections were processed
for double-fluorescent immunohistochemistry targeting tyrosine hydroxylase (TH) and
ALDH1A1. Sections were washed with PBS and then blocked in a 3 % bovine serum albumin,
0;3 % Triton X-100, PBS solution for 1 h at room temperature. The sections were then
incubated with primary antibodies diluted in blocking solution over night at 4 °C, as follows:
mouse anti-TH (1:1 000; ref mab 318, Merck) and rabbit anti-ALDH1Al1 (1:1 000; ref
HPA002123, Sigma). The next day, sections were washed three times with blocking solution
and incubated for 2 h at room temperature with secondary antibodies conjugated to a
fluorochrome diluted in blocking solution as follows: donkey anti-mouse IgG-Alexa 488 (1:1
000; ref ab150105, Abcam) and donkey anti-rabbit IgG-Alexa 568 (1:1 000; ref ab175470,

Abcam). From the incubation with secondary antibodies until the end of the experiment,

Anais MARIE | These de doctorat | Université de Bordeaux | 152



sections were protected from light. Finally, sections were washed one time with blocking
solution and then three times with PBS before being mounted in mounting medium with DAPI

(ref sc-359850, CliniSciences, France).

2.7. Image analysis

Immunofluorescence staining and image acquisition were performed on half-brain sections
(right hemisphere). All striatum sections were scanned using a widefield microscope
(Hamamatsu Nanozoomer 2.0 HT) with 20X (20X, NA 0.75) objective to visualize the whole
half striatum. SNc sections were scanned using a laser scanning confocal microscope (Leica
DM5500 TCS SPE) with 40X oil-immersion objective to visualize dopaminergic neurons in the
tissue. Setting parameters for acquisition, such as laser power or photomultipliers gain, were
kept constant between all animals for a given labelling. Digital images obtained were
processed with Image J software. In order to limit analysis bias, we used semi-automated

quantification with macros on Image J.

For TH and ALDH1A1 staining in the striatum, intensity of staining was quantified. Green and
magenta fluorescence channels were assigned to TH and ALDH1Al associated signals
respectively. From TH channel, we selected the region corresponding to the whole striatum
using the “wand” set tool in Image J, which defines the region of interest (ROI). Area and

staining intensity for TH and ALDH1A1 were measured based on this ROI.

For SNc, final images of the whole half SNc correspond to a mosaic of several images taken
individually at 40X. For TH and ALDH1A1 labelled in SNc, we quantified the number of positive
neurons. Similar to the striatum, we assigned green color for TH staining and magenta color
for ALDH1AL1 staining. The silver color on figures corresponds to the merge of both colors and
indicates TH and ALDH1A1 positive neurons (TH+ and ALDH1A1+). From TH channel, we
isolated neurons from the background with a median filter and applied a threshold with
common parameters for all cuts. Then, we selected labelled neurons with the tool “analyze
particles” and we used the function “count” to determine the number of TH positive neurons in
the SNc. The process was repeated for ALDH1A1 and merge channels, in order to determine
the number of TH+/ALDH1A1+ neurons. Note that all ALDH1A1+ neurons were also TH+
neurons.

These analyses were carried out for the anterior, intermediate and posterior level of striatum
and SNc.

2.8. Statistical analysis
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Statistical analyses were performed with GraphPad prism 7.0 (Graphpad software) and details
are summarized in (Table 2). Results were analyzed with non-parametric tests and are
presented as means = SEM. In order to assess the time effect, Two-way ANOVA repeated
measure were used to analyze results in plasma retinol assay, step test and body weight
growth. The effect of the three dietary treatments was assessed with Krustal-Wallis test. A post
hoc test was performed, based on the two-stage step-up method of Benjamini, in case of
significant interaction (p<0.05). When we compared only two experimental groups we
performed Mann-Whitney tests. In order to assess the reversibility of deficiency, results
obtained in the fourth experimental group (0.4/20 1U) were normalized with a ‘min to max’
normalization. In this calculation, ‘min’ was the median of the sub-deficient group (0.4 1U) and
‘max’ the median of the enriched group (20 IU) for each parameter evaluated. Normalized
results were analyzed with one-sample t-test to compare mean of value with a theorical mean
(2 or0).

To assess the effect of gradual dose of dietary vitamin A intake on vitamin A metabolism,
retinoid signaling and the integrity of nigro-striatal pathway we performed a correlative analysis
a with R studio. First, we determined the number of principal components by plotting the
eigenvalues against the number of dimensions (fviz eig function). This analysis indicated that
the first two principal components explained 18.9 % and 10.9 % of data variability, respectively.
Then, a sparse principal component analysis (sPCA) was performed, which identified 20
variables of interest to explain variability between animals (spca function). With these 20
variables, a correlative analysis was performed (cor.mtest function) and illustrated by a
correlation matrix (corrplot function). The individual correlation between plasma retinol level at
26 week and liver retinol level were analyzed with linear regression. Statistical significance in
statistics tables is expressed as *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. The significance on the figure

is expressed with letter a, b and ¢, which differed from each other.
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3. Results

3.1. Characterization of the nutritional model with vitamin A diets

Adult male rats were subjected to three different dose of dietary vitamin A, leading to 3
experimental groups, which correspond to an enriched diet (20 IU retinol/g of diet, referred to
as 20 IU thereatfter), a sufficient diet (5 IU retinol/g of diet, referred to as 5 |U thereafter) or a
sub-deficient diet (0.4 1U retinol/g of diet, referred to as 0.4 1U thereafter). In order to assess
the long-term effect of vitamin A deprivation or, conversely, of vitamin A supplementation, the
nutritional model was carried out for 26 weeks from adult age (Fig. 1A).

We first evaluated the effect of diets on body weight. Rats were weighted weekly and different
dietary treatment did not induce body weight difference (diet effect: p=0.813) (Fig. 1B). Each
experimental groups exhibit a weight gain of about 400 % at the end of the experiment,
compared to experiment onset (p=0,697) (Fig.1C). Therefore, 26 weeks of nutritional vitamin
A sub-deficiency, as well as vitamin A supplementation, did not induce growth deficit compared
to rats fed with vitamin A sufficient diet.
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Fig.1. Characterization of the nutritional model with vitamin A diets

(A) Schematic overview of experimental design. 0.4 1U, 51U and 20 IU stand for 0.4 1U/g of diet, 5 IU/g
of diet and 20 1U /g of diet, respectively. (B, C) Evolution of rats’ body weight (g) throughout experiment
(B), and final weight expressed in percent (%) of weight at experiment onset (C). (D, E) Levels of retinol
in the plasma (umol/L) (D) and in the liver (umol/g) (E). (F) Step test: the number of steps made by both
forelimb paw as the percent (%) of steps performed at 4-week of diet. Results are expressed as means
+ SEM with individual data points. a, b and c: values significantly different (p<0.005). Details of the

statistical analysis are summarized in (Table. 2).

Then, we evaluated the effect of diets on vitamin A status through plasma and liver retinol
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assay. In physiological conditions, the concentration of plasma retinol is highly regulated by
the body and maintained at 2 pumol/l in rodents (Pallet and Enderlin, 2011). In order to define the
efficiency of nutritional vitamin A deprivation on vitamin A status of rats, we performed retinol
assay at 7 and 16 weeks of dietary treatment, and at the end of 26-week feeding period. Retinol
level in the plasma of 0.4 IU rat was significantly lower from week 16 of dietary treatment
compared to sufficient rats (p<0.001) and supplemented rats (p<0.001) and was almost divided
by 3 after 26 weeks of deprivation (5 IU vs 0.4 IU p<0.001 and 20 IU vs 0.4 IU p<0.001) (Fig.
1D). Plasma retinol levels of supplemented and sufficient rats were not statistically different at
each time point but decreased significantly over the 26-week feeding period (time effect:
p<0.001). In the liver, the storage organ of vitamin A, retinol level of 0.4 IU rats was drastically
decreased compared to sufficient (p=0.019) and supplemented rats (p<0.001). Of note, vitamin
A enriched diet significantly increased retinol level in the liver compared to sufficient rats
(p=0.047) (Fig. 1E). These results confirm the impact of dietary vitamin A treatment on retinol
metabolism and allowed us to validate the sub-deficiency as model of nutritional deprivation
with vitamin A in rats.

Additionally, we measured the effect of dietary vitamin A treatment on postural stability with
the step test, as a measure of the functional impact of dietary treatment on motor ability. The
first stepping session was performed from 4-week of diet and corresponds to the stepping
baseline. Results are expressed in percent of this baseline for each group. The number of
adjusting steps significantly decreased with time for the 3 experimental groups (time effect:
p<0.001) (Fig. 1F). However, the decrease in number of adjusting steps was significantly lower
for supplemented rats compared to 0.4 IU rats (week 7-26 p<0.001) as well as sufficient rats
(week 7-26 p<0.001). Furthermore, the number of adjusting steps was not significantly different
between 0.4 IU and sufficient rats excepted at 21 weeks of diet (p=0.007).

Altogether these results validate a dose-dependent effect over time of dietary vitamin A intake

on vitamin A status and consequences on motor function.

3.2. Impact of dietary vitamin A on liver retinol metabolism

In order to further characterize the metabolic impact of vitamin A diets, we measured the mRNA
expression level of genes coding for proteins involved in retinol metabolism in the liver
(illustrated in Fig. 2). In particular, we focused our analysis on retinyl ester hydrolase (REH)
and the retinol binding protein 4 (RBP4), both involved in the mobilization of hepatic retinol
storage to its target tissues, lecithin:retinol acyltransferase (LRAT), the enzyme responsible
for storage of retinol in the form of retinyl ester (esterification), and cytochrome P26al (CYP26
al), the enzyme implicated in the degradation of RA. The mRNA expression of REH and RBP4

in the liver does not seem to be impacted by dietary vitamin A treatment (p=0.474 and p=0.517
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respectively) (Fig. 2A, B). By contrast the gene expression of LRAT was strongly decreased

in 0.4 1U rats compared to sufficient (p<0.001) and supplemented rats (p=0.003) (Fig. 2C).
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Fig.2. Impact of dietary vitamin A on liver retinol metabolism

The illustration (top left) shows vitamin A metabolism in the liver. (A-D) mRNA relative expression of
genes coding for REH (A), RBP4 (B), LRAT (C) and CYP26 al (D). Results are expressed as means +
SEM with individual data points. a-b: values significantly different (p<0.005). Details of the statistical
analysis are summarized in (Table. 2). Abbreviations: RA, retinoic acid; REH, retinyl ester hydrolase;

RBP4, retinol binding protein 4; LRAT, lecithin:retinol acyltransferase; CYP26al, cytochrome P26al.

Moreover, a significant decrease of mRNA expression for CYP26al in the liver of 0.4 U rats
was observed compared to sufficient (p=0.044) and supplemented rats (p=0.002) (Fig. 2D).
These results demonstrate a clear decrease of liver retinol storage and catabolism of RA, the
active metabolite of vitamin A, in rats with nutritional vitamin A sub-deficiency. This regulatory

mechanism may help in maintaining vitamin A bioavailability for its target organs, such as brain.
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3.3. Correlative analysis between vitamin A metabolism and striatal

neuromodulation

In order to investigate the molecular consequences of dietary vitamin A in the striatum, several
RT-gPCR were conducted, targeting gene transcripts of proteins involved in retinol metabolism
and signaling, and in dopamine and acetylcholine neuromodulation in the striatum. First, a
correlative analysis was performed with data from rats with the three diets (0.4; 5 and 20 IU)
to identify potential links between gradual doses of vitamin A, retinoid signaling and striatal
neuromodulation. A sparse principal component analysis (SPCA) and representation clearly
showed a segregation of animals based on dose of vitamin A in the diet (Fig. 3A). From the
20 most relevant variables to explain variability given by sPCA analysis, we performed a
correlation matrix analysis and represented it as a correlogram (Fig. 3B). The correlogram
showed several significant associations between the expression of genes coding for proteins
involved in striatal neuromodulation and retinoid signaling pathway. A major result from this
correlogram is that liver retinol level correlates with more variables than plasma retinol level
measured at the end of the 26-week feeding period (Fig. 3B). Indeed, the individual correlation
between liver retinol level and plasma retinol level revealed a moderate correlation (R2 = 0.508,
p<0.001) and we observe that experimental groups are better segregated by retinol assay in
the liver (Fig. 3C).

Anais MARIE | These de doctorat | Université de Bordeaux | 159



sPCA representation Correlation matrix
S
’6& \\ﬁ < 3 s <& Q&
RA AR PR AR AL I
< R’ &S L RO R 070 @74 %
= FFFEFI LT TITPESIFL S
(o)) retinol_liver @& @& . o o (@ x| o @ .
('\i retinol_plasma . - oo = *  we = own | A 08
E Vit.A metabolism LRAT liver @ « - . | -
OC) CYP26A1_liver | = = x| o | wn | @ 06
o RBP4_Str 209005 - 2000 - -
g’ STRAB_str | = L,
- = °
2] ALDH1A1_Str @ ®0e a5
o A 5 . & . o P2 Str Q
= Striatal retinoid signaling CReF2sr © € @ © ® © @ @ =
Q RARb_Str @ oo e o 3
= - Q
& RRySr @ = & @ @@ S
= 0 02
= . AChE_Str ®*® =]
s 201U / 2:, ChAT_Str - ® i
e AADC_Str e
e 041U s . . MAO.A_S! e
| Sriatal neuromodulation -4 e
; : : DIRSr @ « w
Principal component 1: 10 % W | - [
P P i € MOR1_STR @

C . .
Correlation retinol level (week 26)
=
[e]
€
=
S
£
=
v
© e 201U
£ e 51U
3
= ) 041U

Liver retinol (umol/g)

Fig.3. Correlative analysis between vitamin A metabolism and striatal neuromodulation

(A) Representation of the sparse principal component analysis (sSPCA). (B) Correlogram representing
results of the correlation matrix analysis. The value of spearman R for each correlation is represented
by the intensity of the color and the size of the circle. Statistical significance: *p<0.05, **p<0.01,
***pn<0.001. (C) Individual correlation between liver retinol level (umol/g) and plasma retinol level

(umol/l).

3.4. Impact of high versus low dose of dietary vitamin A on retinol metabolism in the

striatum

Following the correlative analysis, we directly compared between 0.4 IU and 20 IU groups
MRNA expression of genes coding for vitamin A metabolism proteins in the striatum, which
contains all the cellular machinery necessary for the metabolism of retinol into RA (illustrated
Fig.4). Vitamin A sub-deficiency significantly decreased the gene expression for Stimulated by
Retinoic Acid gene 6 (STRAG) (p<0.001) (Fig. 4A), confirming a decrease of retinol entry in

the brain of 0.4 IU rats compared to supplemented rats. However, in contrast expression
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observed in the liver, we did not observe a dietary effect on catabolism pathway, mediated by
CYP26b1 in the striatum (p>0.999) (Fig. 4B).
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Fig.4. Impact of high vs. low dose of dietary vitamin A on retinol metabolism in the striatum

The illustration (top left) shows vitamin A signaling in the brain. (A-E) mRNA relative expression of genes
coding for STRAG (A), CYP26 b1 (B), CRABP2 (C), RARP (D) and RXRy (E). Results are expressed as
means + SEM with individual data points. a-b: values significantly different (p<0.005). Details of the
statistical analysis are summarized in (Table. 2). Abbreviations: RA, retinoic acid; STRAG, stimulated
by retinoic acid gene 6; CYP26 b1, cytochrome P26bl; CRABP2, cellular retinoic acid binding protein
2; RARB, retinoic acid receptor isoform ; RXRy, Retinoid X receptor isoform y.

After its synthesis from retinol, RA is transferred to the nuclei of cells by the Cellular Retinoic
Acid Binding Protein 2 (CRABP2) and binds to its nuclear receptor (RAR and RXR) to modulate
gene transcription (Blomhoff and Blomhoff, 2006; Marie et al., 2021). In particular, RARB and
RXRYy are the 2 isoforms of retinoids receptors highly expressed in the striatum (Krezel et al.,
1998). Expressions of retinoid receptors, as well as CRABP2, are directly controlled by RA
levels, and therefore reflect the homeostasis of retinoids signaling in the brain (Asson-Batres
and Rochette-Egly, 2016; Etchamendy et al., 2003; Husson et al., 2004). Here, the gene
expression coding for CRABP2 was not affected by different dose of vitamin A in the diet
(p=0.278) (Fig.4C), while the mRNA expression of RARB and RXRy was significantly

decreased in 0.4 IU rats compared to supplemented rats (p<0.001 and p=0.007 respectively)
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(Fig. 4D, E).
Taken together, these results reveal an impairment in retinol addressing to the striatum for 0.4
IU rats, leading to a decrease of RARB and RXRy mRNA expression.

3.5. Impact of vitamin A deficiency on neuromodulation in the striatum

Then, in order to study the impact of dietary vitamin A intake levels on striatal neuromodulation,
we measured mRNA expression of genes coding for proteins implicated in the dopaminergic
pathway, whose signaling is necessary for appropriate functionality of the striatum in basal
ganglia network (Calabresi, 2014; Hunger et al., 2019).

The mRNA expression of the L-dopa to DA-converting enzyme, Aromatic |-amino acid
decarboxylase (AADC), was not statistically different in the striatum of 0.4 1U rats compared to
those supplemented with vitamin A (p=0.083) (Fig. 5A). Likewise, vitamin A signaling is not
directly involved in the degradation of DA since we did not observe any difference in mRNA
expression level of Monoamine Oxidase A (MAOA) between groups (p=0.328) (Fig. 5B). We
also quantified the mRNA expression of dopamine receptors, D1R and D2R, since their
expression are under control of RA (Samad et al., 1997; Sodja et al., 2002). However, in our
conditions, the mRNA expression of D1IR and D2R in the striatum was not significantly
impacted by dietary vitamin A treatment (p=0.505 and p=0.083 respectively) (Fig. 5C, D). This
suggest that dopaminergic system in the striatum is less sensitive to vitamin A deficiency at

adulthood compared to earlier developmental periods (Fig. 4).
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Fig.5. Impact of vitamin A deficiency on neuromodulation in the striatum
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(A-G) mRNA relative expression of genes coding for AADC (A), MAOA (B), D1R (C), D2R (D), MOR1
(E), AChE (F) and ChAT (G). Results are expressed as means + SEM with individual data points. a-b:
values significantly different (p<0.005). Details of the statistical analysis are summarized in (Table. 2).
Abbreviations: AADC, aromatic l-amino acid decarboxylase; MAOA, monoamine oxidase A; D1R,
dopamine receptor subtype 1; D2R, dopamine receptor subtype 2; MOR1, p-opioid receptor; AChE,

acetylcholinesterase; ChAT, choline acetyltransferase.

Previous studies suggested that acetylcholine, as well as striosomes and matrices sub-
territories of the striatum can be modulated by vitamin A signaling (Carta et al., 2006; Sgobio
et al., 2017). Therefore, we analyzed gene expression of proteins related to acetylcholine and
striosomes. Striosomes compartments in the anterior striatum are particularly enriched in p-
opioid receptor (MOR1), used as a marker for these sub-territories (Lanciego et al., 2012;
Miyamoto et al., 2018), for which we observed a decrease of gene expression in 0.4 1U rats
compared to rats supplemented with vitamin A (p=0.030) (Fig. 5E). Conversely, matrix
compartment of the striatum highly expressed the degradation enzyme of the neurotransmitter
acetylcholine, acetylcholinesterase (AChE) (Brimblecombe and Cragg, 2017). The gene
expression level of AChE did not statistically differ between both groups (p=0.234) (Fig. 5E),
meanwhile the mRNA expression of Choline acetyltransferase (ChAT), the enzyme
responsible for the synthesis of acetylcholine, is significantly reduced in VAD rats compared
to supplemented rats (p=0.007) (Fig. 5G).

Overall, these results confirm a deleterious impact of altered retinoids signaling on the
neuromodulation in the striatum, specifically through dysfunction of striatal acetylcholine

synthesis and alteration of striosomes.

As a control, we measured the expression level of genes coding for proteins implicated in
neuroinflammation and oxidative stress associate since the antioxidant power of vitamin A and
its involvement on neuroinflammatory processes (Marie et al., 2021). In our conditions, results
did not reveal a significant effect of dietary vitamin A treatment on mRNA expression of protein
linked to neuroinflammation in the striatum such as the purinergic P2X7 receptor (P2X7R) and
NLRP3 inflammasome (p=0.1692 and p=0.7984 respectively) (Sup Fig. 1A, B). By contrast,
vitamin A sub-deficiency altered the balance between oxidants and antioxidants at the striatal
level. Indeed, mRNA expression of neuronal nitric oxide synthase (NOS 1) was significantly
decreased in VAD rats (p=0.009), but mRNA expression of superoxide dismutase 1 (SOD 1)
tent to be increased by vitamin A deficiency compared to supplemented rats (p=0.078) (Sup
Fig. 1C, E). However, this effect of dietary vitamin A was not observed for isoforms NOS3 and
SOD 2 in the striatum (p=0.458 and p=0.645 respectively) (Sup Fig. 1D, F).
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3.6. Impact of vitamin A deficiency on integrity of the nigro-striatal pathway

The next question was to determine if the decrease of vitamin A signaling observed in the
striatum of VAD rats was accompanied by an alteration of the nigro-striatal pathway.
Implication of retinoids signaling in the integrity of nigro-striatal pathway is notably highlighted
by the existence of a sub-population of dopaminergic neurons expressing ALDH1A1l, the
synthesis enzyme of RA (Carmichael et al., 2021; Liu et al., 2014). For this purpose, we first
quantified, by immunofluorescence, the number of TH* and ALDH1AL1* neurons in the SNc, as
well as TH and ALDH1A1 staining in the striatum (Fig. 6). TH is commonly used as a marker
of dopaminergic neurons in the SNc and DA fibers in the striatum, and of note, all ALDH1AL*
neurons are also TH* neurons.

Analyses of immunofluorescence were performed on three antero-posterior levels for the
striatum and the SNc: anterior (bregma striatum: +2.2, SNC: -5.2); intermediate (bregma
striatum: +1.6, SNC: -5.3); and posterior (bregma striatum: +0.7, SNC: -5.8). In the SNc, the
number of TH* neurons, as well as ALDH1A1" neurons, did not differ statistically between both
groups in each level (Table 2) (Fig.6A, B). However, the tiny proportion of ALDH1A1" neurons
revealed by the analysis in these 8-months-old rats suggested an age-related effect. Indeed,
when we compared these results to those obtained from a previous study with 4-month-old
rats under enriched diet (20 IU; Marie et al., in revision), we observed a clear reduction in the
number of TH* and ALDH1A1* neurons for each level in older rats, compared to young rats
(Fig.6B). This suggests a disappearance with age of TH+ neurons, especially those
expressing ALDH1AL, which is in accordance with previous studies (Liu et al., 2014; Cai et al.,
2014). By contrast, RT-gPCR analysis revealed that the gene coding for ALDH1A1 was still
express in the whole SNc of 8-months-old rats, without any effect of dietary treatment
(p=0.612) (Fig. 6C).
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(A) Representative images for 0.4 IU and 20 IU groups of anterior, intermediate and posterior SNc (right

hemisphere) immunostained for tyrosine hydroxylase (TH) (green) and aldehyde dehydrogenase A
subtype al (ALDH1A1) (magenta). Scale bar: 200 um. (B) Quantification of the number of ALDH1A1*

and TH* neurons in the present study (8 months old rats) and a previous study (20 1U; 4 months old rats

wistar, Marie et al., 2022) for three analyzed levels of SNc. (C) mRNA relative expression of genes

coding for ALDH1AL in the SNc. (D) Representative images for 0.4 1U and 20 IU groups of anterior,
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intermediate and posterior striatum (right hemisphere) immunostained for TH (green). Scale bar: 1000
um. (E) Quantification of fluorescence intensity of TH staining for three analyzed levels of striatum. (F)
Representative images for 0.4 1U and 20 1U groups of anterior, intermediate and posterior striatum (right
hemisphere) immunostained for ALDH1Al (magenta). Scale bar: 1000 pm. (G) Quantification of
fluorescence intensity of ALDH1Al staining for three analyzed levels of striatum. (H) mRNA relative
expression of genes coding for ALDH1A1 in the striatum. Results are expressed as means + SEM with
individual data points. a-b: values significantly different (p<0.005). Details of the statistical analysis are

summarized in (Table. 2).

Quantification of TH intensity in the striatum revealed results similar to SNc analysis (Fig. 6D).
Indeed, vitamin A sub-deficiency did not modify TH staining in the three analyzed levels of the
striatum (Anterior p=0.804; Intermediate p=0.754; Posterior p=0.694) (Fig. 6E). Lastly,
ALDH1AL1 intensity in the striatum was quantified, as a reflect of the amount of DA afferents
from ALDH1AL1* DA neurons. Surprisingly, in spite of the tiny proportion of ALDH1A1" neurons
detected in the SNc¢, ALDH1AL was still observed in the striatum (Fig.6F), without any effect
of dietary treatment (Anterior p=0.804; Intermediate p=0.662; Posterior p=0.231) (Fig. 6G). By
contrast, gene expression of ALDH1AL1 in the whole striatum revealed that vitamin A sub-
deficiency significantly reduced mRNA expression of ALDH1A1 compared to supplemented
rats (p=0.028) (Fig. 6H). This suggest that mRNA expression of ALDH1A1 is more sensitive
to dietary treatment in the striatum than in the SNc. Moreover, these puzzling results suggest
an uncoupling between mMRNA expression and protein synthesis for ALDH1A1 with age, with
more mRNA in the soma of DA neurons and more ALDH1A1l proteins at the synapse.
ALDH1A1 Moreover, these results show that vitamin A enrichment at 20 U is not sufficient to
sustain ALDH1AL1 expression in DA neurons.

3.7. Reversibility of nutritional vitamin A deficiency

Finally, we investigated the reversibility of nutritional vitamin A deficiency previously observed
on vitamin A status, motor behavior, liver vitamin A metabolism and mRNAs expression in the
striatum. To that, a fourth experimental group of rats was fed a sub-deficient diet for 20 weeks
followed by an enriched diet for the last 6 weeks of the experiment. Results obtained for the
analyzed parameters were normalized with the median of both 0.4 and 20 U groups (min to
max normalization), in order to evaluate the efficiency of the enriched diet for 6 weeks. This
analysis revealed that plasma retinol level is completely rescued with 6 weeks of enriched diet,
while liver retinol is only partially recovered (Table 2) (Fig. 7A). Motor function measured with
the stepping test was also significantly improved by enriched diet, even though the deficit was
not totally reversed (Table 2) (Fig. 7A, Sup Fig. 2)). In the liver, the mRNA expression level
of LRAT and CYP26 al were both improved by enriched diet, however, the mRNA expression
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level of CYP26 al remained statistically different from the results obtained in the enriched
group (Table 2) (Fig. 7B).
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Fig.7. Reversibility of nutritional vitamin A deficiency

(A-D) Normalized values for variables measured in rats fed with sub-deficient diet for 20 weeks and
enriched diet for 6 weeks. (A) Plasma and liver retinol liver, and step test score at 26 weeks. (B) mRNA
relative expression of genes coding for LRAT and CYP26a1l in the liver. (C) mRNA relative expression
of genes coding for STRA6, RARB and RXRy in the striatum. (D) mRNA relative expression of genes
coding for MOR1, ChAT and ALDH1AL1 in the striatum. Results are normalized to median values of sub-
deficient rats (med 0.4 1U, dotted lines at 0) and enriched rats (med 20 IU, dotted lines at 1). Results are
expressed as box & whiskers plot with individual data points (black dots), median (black line), 25"-75t

percentile (box) and min-max values (whiskers).

In the striatum, the normalized results of MRNA expression level of STRAG, as well as RARB
and RXRy were not statistically different from 20 IU group, suggesting that the 6 weeks of
enriched diet was enough to rescue impaired retinoids signaling induced by vitamin A sub-

deficiency (Table 2) (Fig. 7C). Finally, we investigated the effect of the 6 weeks of enriched
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diet following 20 weeks of sub-deficient diet on mRNA expression of MOR1, ChAT and
ALDH1A1. Results showed that mMRNA expression level of ChAT and ALDH1A1 are rescue
after 6 weeks of enriched diet, while the normalized results of mMRNA expression of MOR1 is
not statistically different from 0.4 IU group (Table 2) (Fig. 7D).

4. Discussion

In this study, we examined the impact of a gradual dose of dietary vitamin A on the striatal
neuromodulation and the integrity of the nigro-striatal pathway at adulthood in rats. In order to
assess the effect of chronic vitamin A deficiency, or conversely, of an enrichment with vitamin
A, dietary treatments were conducted during 26 weeks. Several conclusions can be drawn
from this study. First, measure of retinol in the liver appears as a better proxy of vitamin A
status than retinol in the plasma. Second, nutritional vitamin A supplementation at adulthood
exhibit some benefits to preserve striatal function. Third, vitamin A deficiency at adulthood
does not lead to the same functional consequences than developmental alteration of vitamin
A signaling. Finally, aging induces strong disturbances in the sub-cellular expression and
localization of ALDH1A1 in DA neurons that are not compensated with the enriched diet used
in this study. These main results are further discussed below.

First, this study investigated vitamin A deficiency with a new model, starting in the young adult
rat, with a sub-deficient diet (0.4 1U/g). Nutritional vitamin A deficiency is particularly
challenging to induce in rodents, given the hepatic stocks of retinol that are formed during
embryogenesis and that persist throughout life (Lane and Bailey, 2005; McCaffery et al., 2003).
Previous studies have investigated the effect of vitamin A deficiency model performed with 0
IU/g of diet (Carta et al., 2006; Kitaoka et al., 2007). However, a total VAD carried out on young
rats (50 to 100 g), for a shorter time than the present study (i.e., 12-14 weeks), disturbs body
weight curve and is associated with growth deficits (Bonhomme et al., 2014; Cocco et al., 2002;
Dumetz et al., 2020b). In our conditions, the initiation of vitamin A sub-deficiency in 6-week-old
rats (180-200 g) with a subsequent dose of 0.4 IU/g did not induce body weight deficit all along
the feeding period, compared to sufficient or enriched rats. Yet, the drastic decrease in plasma
retinol levels from week 16 confirmed the deficiency in vitamin A bioavailability, similar to
results obtained in previous studies with total deficiency (Husson et al., 2003). Taken together,
these results validate the sub-deficiency realized with 0.4 IU/g at adulthood in rats as a model
of non-developmental nutritional vitamin A deprivation. In addition, our results show that retinol
assay in the liver seems to be more sensitive to reflect levels of nutritional vitamin A intake.
Yet, vitamin A status is commonly assessed through the assay of plasma retinol level (Feart et

al., 2005; Gardner et al., 1997). Here, the results suggest that the decrease of retinoid signaling
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associated to vitamin A deficiency could be underestimated when plasma retinol is used as a
biomarker of vitamin A status in human.

Furthermore, the significant decrease of plasma retinol over the 26-week feeding period
observed in sufficient and supplemented rats highlight a collapse of retinoid pathway with age,
as found in humans (Brtko et al., 2007; Feart et al., 2005; Kocetak et al., 2018; Lee et al., 2013) and
aged rats (Dumetz et al., 2020a; Touyarot et al., 2013). Moreover, the decrease of gene
expression for LRAT and CYP26a1 in the liver, as well as RARB and RXRy in the brain of VAD
rats is in accordance with results observed in previous studies in aged rats and mice (Dumetz
et al., 2020a; Enderlin et al., 1997a, 1997b; Etchamendy et al., 2001; Mingaud et al., 2008). Thus, 26-
week of vitamin A sub-deficiency could be a good model to mimic at adulthood the alteration
of vitamin A metabolism associated to an alteration of retinoid signaling mediated by RARf

and RXRYy, observed in aged rats (Lane and Bailey, 2005).

Second, exploration of the sensitivity of neuromodulation in the striatum to adult vitamin A sub-
deficiency revealed subtle effects, compared to developmental alteration of vitamin A
signaling. In particular, mice constitutively knock-out for RARB and RXRy from gestation exhibit
strong decrease in the expression of D1R and D2R proteins and their transcripts in the striatum
at adult age (Krezel et al., 1998). By contrast, vitamin A sub-deficiency at adulthood did not
significantly alter the dopaminergic system in the striatum. Constitutive knock-out induce an
alteration of retinoid signaling from the developmental period in mice, thus we can presume
that dopaminergic signaling in the striatum is more robust in adulthood in front of a decrease
of retinoid signaling mediated by vitamin A deficiency. This suggests that vitamin A signaling
for the dopaminergic system in the striatum is especially required for the development of the
nigro-striatal pathway, but that the system can adapt with a minimal activity of retinoid signaling
at adulthood. A total VAD at adulthood or longer sub-deficiency may help to deepen the
understanding of the dependency of the nigro-striatal pathway to retinoid signaling.

In contrast, the present study reveals that the striatal cholinergic system is more sensitive to
vitamin A deprivation at adulthood in rats than the dopaminergic system. The decrease of gene
expression for ChAT, the synthesis enzyme of Ach, is coherent with the decrease of ChAT
expression, measured by immunohistochemistry, in the striatum of mice constitutively knock-
out for RXRy (Saga et al., 1999). In addition, the study of Carta et al., 2006, showed an alteration
of striatal content in 24-week VAD rats associated to a strong impairment of motor behavior
assessed by the rotarod test. Thus, the decrease of gene expression for RXRy in the striatum
following 26 weeks of vitamin A sub-deficient diet in adult rats may lead to the decrease of
gene expression for ChAT and contribute to the impairment of postural stability observed in

the step test. Overall, these results reveal the importance of retinoid signaling to maintain the
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homeostasis of cholinergic system in the striatum of rats at adulthood, and by extension its
involvement in the effective functioning of the striatum. Indeed, dopaminergic afferents from
the SNc and cholinergic signaling interact in a dynamic crosstalk in the striatum (Shimohama

and Kawamata, 2018; Ztaou and Amalric, 2019).

Third, we investigated the effect of dietary vitamin A intake on the sub-population of DA
neurons in the SNc that express ALDH1Al (Poulin et al., 2018). The loss of ALDH1Al
expression in these neurons makes them more prone to degenerate and the link between
ALDH1A1" neurons and motor function has been recently revealed in mice (Carmichael et al.,
2021; Liu et al., 2014; Wu et al.,, 2019). These DA neurons ALDH1Al* innervate striosomal
compartments in the striatum and striosome neurons can project back on ALDH1Al1* DA
neurons (Carmichael et al., 2021; Miyamoto et al., 2018; Poulin et al., 2014; Sgobio et al., 2017; Wu
et al., 2019). In our study, we observed a drastic age-related reduction in the number of
ALDH1A1* dopaminergic neurons in the SNc of 8-month-old rats compared to younger rats,
which confirm the vulnerability of these neurons to degenerate. However, this reduction of
ALDH1A1* DA neurons was not accompanied by a reduction of ALDH1A1* fibers in the
striatum. In addition, ALDH1A1 gene expression was not reduced in the SNc¢ but was reduced
in the striatum. These puzzling results suggest that with age, ALDH1A1 protein is preferentially
addressed and translated at the synapse, in the striatum. This increase of ALDH1ALl at the
synapse may be necessary to support RA synthesis and signaling in the striatum, as RA can
act tran-synaptically to stimulate expression of proteins such as MORL1 in striatal neurons (Pan
et al., 2019; Sgobio et al., 2017). Further studies, with a specific deletion of ALDH1A1 in the
striosomes, mays help to better understand the role of dietary vitamin A in the survival of
ALDH1A1" DA neurons.

Finally, we assessed the reversibility of impairment induced by vitamin A deficiency at
adulthood, with 6-week of enriched diet with vitamin A. The partial rescue of liver retinol level
and CYP26al gene expression induced by the 6-week of supplementation confirm the high
sensitivity of liver storage to assess vitamin A status compared to plasma retinol assay for
which levels of retinol were comparable to those observed in the group enriched with vitamin
A. In the striatum, the 6-week vitamin A supplementation was sufficient to normalize retinoid
signaling mediated by RARB and RXRYy in the striatum, as well as the gene expression of
ChAT, and may explain the improvement observed in the step test at the end of the 6-week of
supplementation. However, the 6-week of enriched diet did not restore MOR1 expression, and
induced only a partial improvement of ALDH1A1 gene expression in the striatum. In order to

prevent a potential risk of hypervitaminosis, we used a mild supplementation with vitamin A
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(20 1U/g of diet). Nevertheless, a higher vitamin A intake, with a subsequent dose of 70 1U/g,
in the middle range of dose used in previous studies for supplementation (Dawson et al., 2000;
Létondor et al., 2016; Touyarot et al., 2013; Yamamoto et al., 2000) may exhibit more pronounced

effect on MOR1 and ALDH1A1 gene expression in the striatum.

In conclusion, our study demonstrated the importance of retinoid signaling in the functional
neuromodulation of the striatum at adulthood in rats. An alteration of liver vitamin A metabolism
and retinoid signaling in the brain, induced by a nutritional sub-deficiency with vitamin A, lead
to a striatal cholinergic dysfunction and a decrease of MOR1 gene expression in the striatum.
The relative reversibility of deficits induced by vitamin A deprivation strengthens the necessity
of maintaining adequate vitamin A intakes, and the identification of reliable biomarkers to
assess the vitamin A status of individuals. Our results support a beneficial role of a mild
nutritional supplementation with vitamin A to prevent aged-related collapse of retinoid pathway
and potential nigro-striatal alteration associated. Nutritional approach is easier to implement in
human than pharmacological administration and reduces the risk of side effects (Clark et al.,
2020; Moise et al., 2007; Napoli, 2020; Penniston and Tanumihardjo, 2018). Given the importance
of nigro-striatal pathway degeneration in the development of Parkinson’s disease, nutritional

supplementation with vitamin A may represent a potential therapeutic strategy to delay the progression
of the disease.
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Figure 4 Diet effect 20 IU vs 0.4 1U

Figure 4A: STRAG Striatum expression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.001 ***

Figure 4B: CRABP2 Striatum expression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.278

Figure 4C. CYP26 b1 Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity P=0.993

Figure 40: RAR Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.001 ***

Figure 4E: RX¥Ry Striatum expression M ann-Whitney test & Relative quantity p=0.007 **

ﬁgure 5 Diet effect 20 IU vs 0.4 1U

Figure 5A: AADC Strigtum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.083 #

Figure 5B: MAOA Striatum expression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.328

Figure 5C. D1R Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.505

Figure 50: D2R Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.083 #

Figure 5E: M OR1 Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.030 *

Figure 5F: AChE Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.234

Figure 5G: ChAT Striatum ex pression M ann-Whitney test 8 Relative quantity p=0.007 **

Figure & Diet effect 20 IU vs 0.4 1U

Figure 6B: TH anteror Shc M ann-Whitney test 6-8 MNumber of neurons p=0.282

Figure 6B: TH intermediate Shc M ann-Whitney test 78 MNumber of neurons p=0.892

Figure 6B: TH posterior Shc M ann-Whitney test 78 MNumber of neurons p=0.591

Figure 6B: ALDH1A1 anterior SNc M ann-Whitney test 5-8 MNumber of neurons p=0.976

Figure 6B: ALDH1A1 intermediate SMc M ann-Whitney test 78 MNumber of neurons p=0.517

Figure 6B: ALDH1A1 posteror SN M ann-Whitney test 78 MNumber of neurons p=0.466

Figure 6C. ALDH1A1 whole SNc expression M ann4Whitney test 7€ Realtive quantity p=0.612

Figure 6E: TH anterior Striatum M ann-Whitney test 7 Intensity p=0.804

Figure 6E: TH intermediate Stiatum M ann-Whitney test 68 Intensity p=0.754

Figure 6E: TH posterior Striatum M ann-Whitney test 78 Intensity p=0.694

Figure 6G: ALDH1A1 anterior Striatum M ann-Whitney test 7 Intensity p=0.804

Figure 6G: ALDH1A1 intermediate Stristum M ann4Whitney test 68 Intensity p=0.662

Figure 6G: ALDH1A1 posterior Striatum M ann-Whitney test 78 Intensity p=0.231

Figure 6H. ALDH1A1 whole Striatum ex pressicM ann4Whitney test 8 Relative quantity p=0.028 *

Figure 7 Replenischment effect vs 0.4 IlReplenischment effect vs 20 IU
Figure 7A: Plasma retinol level One-sample t test 8 Retinal level t=14.45 dfi=7 p=0.001*"*  {=2 345 df=7 p=0.051
Figure 7A: Liver retinol level One-sample t test 7 Retinol level 1=5.901 dfi=6 p=0.001 * 1=5.542 di=6 p=0.001 **
Figure 7A: Step test expression One-sample t test 8 Steps t=19.2 df=7 p=0.001*=* {=10.11 df=7 p=0.001 *=*
Figure 7B: LRAT liver expression One-sample t test 8 Relative quantity 1=8.967 dfi=7 p=0.001*=* {=0.5851 df=7 p=0.576
Figure 7B: Cyp26a1 liver ex pression One-sample t test 8 Relative quantity t=4 529 df=7 p=0.001 * t=4.052 di=7 p=0.004 **
Figure 7C. STRAG striatum expression One-sample t test 7 Relative quantity 1=7.041 di=6 p=0.001** {=2137 df=6 p=0.076
Figure 7C. RAR Striatum ex pression One-sample t test 8 Relative quantity 1=3.333 di=7 p=0.012* 1=2 352 dfi=7 p=0.050
Figure 7C. RX¥Ry Striatum expression One-sample t test 8 Relative quantity t=2 685 df=7 p=0.031* 1=1.519 dfi=7 p=0.172
Figure 70: M OR1 striatum ex presion One-sample t test 7 Relative quantity 1=1.295 dfi=6 p=0.242 t=4 5082 dfi=6 p=0.003 **
Figure 70: ChAT striatm ex pression One-sample t test 8 Relative quantity 1=2 368 di=7 p=0.049* 1=1.282 di=7 p=0.240
Figure 70: ALDH1A1 striatum expression One-sample t test 8 Relative quantity =2 411 di=7 p=0.046 * 1=1.364 di=7 p=0.214

Table 2. Summary of statistical analysis

Statistical significance was assessed as #p < 0.09, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

ABBREVATIONS: RA, retinoic acid; VAD, vitamin A deficient; TH, tyrosine hydroxylase;
ALDH1A1, aldehyde dehydrogenase 1 subtype Al; SNc, substantia nigra pars compacta; DA,
dopamine; RXR, retinoid X receptor; RAR, retinoic acid receptor; D1R: dopamine D2 receptor;
D2R, dopamine D2 receptor; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HPLC,
high performance liquid chromatography; PBS, phosphate buffer saline; sPCA, sparse

principal component analysis; RT-gPCR, Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction.
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Supp. Fig. 1. Impact of vitamin A intake on neuroinflammation and oxidative stress

(A-F) mRNA relative expression of genes coding for P2RX7 (A), NLRP3 (B), NOS 1 (C), NOS (D), SOD
1 (E), SOD 2 (F). Results are expressed as means + SEM with individual data points. a-b: values
significantly different (p<0.005). Details of the statistical analysis are summarized in (Supp.Table. 1).
Abbreviations: P2RX7, purinergic P2X7 receptor; NLRP3, NLR family pyrin domain containing 3; NOS
1, nitric oxide synthase neuronal; NOS 3, nitric oxide synthase endothelial; SOD1, superoxide dismutase
1; SOD2, superoxide dismutase 2.
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Supp. Fig. 2. Reversibility of impairment induced by sub-deficiency in the step-test
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Assessment of the reversibility of nutritional vitamin A deficiency in the step test. Rats was fed a sub-

deficient diet for 20 weeks followed by an enriched diet for the last 6 weeks of the experiment (0.4/20

IU). Measure of the number of steps made by both forelimb paw as the percent (%) of steps performed

at 4-week of diet.

Data

Supplemental Figure 1

Statistical test

Outcome measure

Diet effect 20 IU vs 0.4 IU

Supp.
Supp.
Supp.
Supp.
Supp.
Supp.

Fig.1A: P2RX7 Striatum expression
Fig.1B: NLRP3 Striatum expression
Fig.1C: NOS 1 Striatum expression
Fig.1D: NOS 3 Striatum expression
Fig.1E: SOD 1 Striatum expression
Fig.1F: SOD 2 Striatum expression

Mann-Whitney test
Mann-Whitney test
Mann-Whitney test
Mann-Whitney test
Mann-Whitney test
Mann-Whitney test

0 0 00 0 0 @|>S

Realtive quantity
Realtive quantity
Realtive quantity
Realtive quantity
Realtive quantity
Realtive quantity

p=0.1692
p=0.7984
p=0.009 **
p=0.458
p=0.078 #
p=0.645

Supp. Table. 1 Summary of statistical analysis for supplemental data

Statistical significance was assessed as #p < 0.09, *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
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DISCUSSION GENERALE

Les causes exactes conduisant a la perte accélérée des neurones dopaminergiques et a la
mise en place de la MP restent a ce jour inconnues (Obeso et al., 2017). Ainsi on décrit la MP
comme une maladie aux origines multifactorielles, dont le développement est favorisé par
'association de prédispositions génétiques et de différents facteurs de risques
environnementaux et métaboliques (Ascherio and Schwarzschild, 2016; Goldman, 2014).
Dans ce contexte, un affaissement de la signalisation des rétinoides, di a des prédispositions
génétiques, ou survenant au cours du vieillissement ou en cas d’apport alimentaire insuffisant
en vitamine A, pourrait contribuer a I'étiologie de la MP. Les traitements pharmacologiques
actuels de la MP ciblent essentiellement le systéme dopaminergique nigro-strié, afin de limiter
les effets de la neurodégénérescence dopaminergique sur le contrdle du mouvement
volontaire (Connolly and Lang, 2014; Reich and Savitt, 2019). Néanmoins, ces traitements
sont seulement symptomatiques et associés a I'apparition d’effets secondaires qui peuvent
étre plus invalidants sur le long terme que les symptémes moteurs de la maladie (Armstrong
and Okun, 2020). C’est pourquoi il est primordial de trouver des stratégies thérapeutiques
permettant de ralentir, si ce n’est prévenir, cette neurodégénérescence et ainsi améliorer la
gualité de vie des patients et de leur entourage sur le long-terme. Parmi les pistes étudiées, la
nutrition représente un facteur modifiable potentiel pour ralentir la progression de la maladie
(Boulos et al., 2019; Lorente-Picén and Laguna, 2021). Une supplémentation nutritionnelle est
également plus facile a mettre en ceuvre chez les patients comparée a I'administration de
traitements médicamenteux. C’est dans ce contexte que s’inscrit cette thése dont I'objectif
principal était de mieux comprendre l'implication de la signalisation des rétinoides dans
I’'homéostasie fonctionnelle de la voie nigro-striée a 'age adulte et de déterminer le potentiel
effet bénéfique d’une supplémentation nutritionnelle en vitamine A pour ralentir la progression
de la MP.
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I. Synthese des principaux résultats

L’objectif premier de cette thése était de tester 'hypothése d'un effet bénéfique induit par un
régime enrichi en vitamine A préventif chez un modele rat de la MP par une injection
intrastriatale de 6-OHDA (Etude 1). Les résultats obtenus ont montré une amélioration de
certains comportements moteurs en réponse a [linjection de 6-OHDA chez les rats
préalablement supplémentés en vitamine A. De plus, les résultats révélent que 8 semaines de
supplémentation en vitamine A avec 20 Ul/g d’aliments sont suffisantes pour augmenter la
concentration hépatique de rétinol et I'expression des récepteurs RARB et RXRy dans le
striatum. Néanmoins, les différentes analyses biochimique et immunohistochimiques réalisées
post-mortem ont révélé un effet modéré de la supplémentation en vitamine A sur le systeme

dopaminergique des rats.

Afin de mieux comprendre le rble de la signalisation des rétinoides dans 'hnoméostasie et la
fonction de la voie nigro-striée a I'age adulte, le deuxiéme objectif de cette thése était de
caractériser I'impact d’'un affaissement de la voie de signalisation des rétinoides, induit par
une carence nutritionnelle en vitamine A, sur le systéme nigro-strié de rats adultes (Etude 2).
Cette deuxiéme étude nous a permis de valider I'utilisation d’'une sub-carence en vitamine A
pour modéliser une déprivation chronique en vitamine A a I'dge adulte chez le rat. Par ailleurs,
les résultats de cette étude tendent a confirmer I'effet modéré de l'apport alimentaire en
vitamine A sur le systeme dopaminergique nigro-strié a 'dge adulte. L'analyse par gPCR de
'expression des génes codant pour les différentes protéines impliquées dans la
neuromodulation du striatum nous a conduit vers de nouvelles hypotheéses impliquant cette
fois-ci la signalisation cholinergique et les sous-territoires du striatum. Ainsi, la signalisation
rétinoide impacte par ce biais I'intégrité fonctionnelle du striatum et son réle dans le contréle
du mouvement volontaire au sein des ganglions de la base (Crittenden and Graybiel, 2011b;
Ztaou and Amalric, 2019). Enfin, I'étude de la réversibilité des déficits induits par 20 semaines
de carence en vitamine A montre qu’une supplémentation nutritionnelle de 6 semaines a 20
Ul/g d’aliments ne permet pas de normaliser I'expression de 'ensemble des génes impactés
par la carence, mettant en avant la nécessité d’'un apport suffisant en vitamine A tout au long

de la vie.

L’ensemble des données obtenues au cours de ces 2 études confirme l'implication de la
signalisation des rétinoides dans le maintien de l'intégrité du striatum et de la voie nigro-striée
a I'age adulte. Une supplémentation nutritionnelle en vitamine A au-dela de celle utilisée dans
nos études pourrait permettre de maintenir a un niveau suffisant la signalisation des rétinoides

au sein de la voie nigro-striée et contribuerait ainsi & limiter le risque de développer la MP.
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[I.  Modulation nutritionnelle de la biodisponibilité en vitamine A

1. Comment évaluer au mieux la biodisponibilité de la vitamine A chez ’'Homme ?

La vitamine A présente dans les régimes utilisés au cours de cette thése est sous forme de
rétinyl palmitate, qui est la forme de stockage majoritaire du rétinol chez 'Homme, mais
eégalement 'ester de rétinol le plus abondant naturellement dans le cerveau et le foie des rats
(Li et al., 2014b; Nasri et al., 2002). C’est donc a priori la meilleure forme a utiliser pour
maximiser I'efficacité de la supplémentation.

L’effet des différents régimes en vitamine A a tout d’abord été étudié via le statut en vitamine
A des animaux. Nous avons montré que le dosage hépatique du taux de rétinol est plus
sensible que le dosage plasmatique vis-a-vis des différentes doses d’apport alimentaire en
vitamine A, aussi bien sur 8 semaines de régime que dans le modeéle chronique de 26
semaines. Le dosage plasmatigue de rétinol étant moins invasif que le dosage hépatique
(nécessite une biopsie) il est classiquement utilisé pour déterminer le statut en vitamine A chez
I'Homme et ainsi diagnostiquer un état de carence ou a l'inverse d’hypervitaminose A (Borel
and Desmarchelier, 2017; Feart et al., 2005; Gardner et al., 1997). Cependant, plusieurs
études remettent en cause son utilisation et sa pertinence comme marqueur biologique du
statut en vitamine A, du fait de sa concentration homéostatique finement régulée par
'organisme (Olsen et al.,, 2018; Penniston and Tanumihardjo, 2018; Tanumihardjo et al.,
2016). De plus, I'analyse corrélative réalisée dans I'étude 2 de cette thése a montré que les
taux plasmatiques de rétinol ne corrélent que modérément avec les taux hépatiques. L’étude
de (Olsen et al., 2018) montre que le dosage sérique d’ester de rétinol est plus finement corrélé
au stock hépatique total de vitamine A chez I'Homme et pourrait donc représenter un
biomarqueur plus sensible pour évaluer le statut en vitamine A des individus.

Outre le foie, le cerveau est également capable de stocker la vitamine A sous forme d’ester
de rétinol et de les hydrolyser en rétinol libre puis en métabolite actif pour son utilisation
(Arfaoui et al., 2009; Nasri et al., 2002). De plus, ces stocks de rétinol cérébral sont plus
sensibles a une carence en vitamine A induite chez le rat pendant 3 mois avec 0 Ul/g
d’aliments comparés aux stocks hépatiques. Ainsi 'absence de carence déterminée par un
dosage plasmatique, ou hépatique de rétinol libre ou estérifié, ne permet pas d’écarter une
carence préalable en vitamine A au niveau cérébral. Ces observations renforcent 'importance
d’un apport en vitamine A suffisant tout au long de la vie.

Au regard de I'ensemble de ces données, il semblerait plus pertinent d’évaluer le statut en
vitamine A via un ensemble de biomarqueurs plutét qu’un seul isolé. En ce sens, le dosage
combiné des esters de rétinol, du rétinol libre et de 'AR, représentant les 3 formes majoritaires

de vitamine A dans la circulation sanguine, permettrait une évaluation plus globale de la
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biodisponibilité de la vitamine A pour les organes cibles. Le dosage des récepteurs des
rétinoides dans les cellules mononuclées du sang et celui du taux sérique de RBP4 semblent
également plus sensible a la diminution de la signalisation des rétinoides au cours du
vieillissement que le dosage plasmatique de rétinol et pourraient étre utilisés comme
biomarqueur prédictif d’'un affaissement de la signalisation rétinoide (Feart et al., 2005;
Kocetak et al., 2018). Enfin, les résultats obtenus chez le rat dans I'étude de (Dumetz et al.,
2020c), laissent suggérer qu'un dosage cérébral de la concentration d’AR, dans le liquide
cérébro-spinal par exemple, permettrait un meilleur reflet de 'activité de la voie de I'AR au
cours du vieillissement. Néanmoins des études complémentaires sont nécessaires pour

justifier de 'emploi de cette méthode invasive chez 'THomme.

2. Etude de la vitamine A : choix des modeéles nutritionnels

* Validation des modéles nutritionnels utilisés durant la these

L’un des objectifs de cette thése était de parvenir a mettre en place une déprivation en vitamine
A a l'age adulte et ainsi s’affranchir des effets de la carence lors de la période
développementale (Bonhomme et al., 2014a; Cocco et al., 2002; Dumetz et al., 2020a). De
plus, afin de pouvoir évaluer le comportement moteur des rats tout au long des 6 mois de
I'expérience nous avons choisi de réaliser une sub-carence en vitamine A avec 0,4 Ul/g
d’aliments plutét qu’une carence totale a 0 Ul/g d’aliments, bien que la carence totale soit plus
communément utilisée dans les données de la littérature pour épuiser rapidement les stocks
hépatiques de rétinol (Bonhomme et al., 2014a; Carta et al., 2006; Cocco et al., 2002; Dumetz
et al., 2020a). Les résultats observés dans le dosage plasmatique et hépatique de rétinol sont
en accord avec ceux de I'étude de (Husson et al., 2003), montrant une diminution significative,
des taux de rétinol chez les rats carencés en vitamine A dés le sevrage avec 0 Ul/g d’aliments,
pendant 10 semaines, comparé au groupe contréle avec 5 Ul/g d’aliments. La diminution des
taux de rétinol plasmatique est également retrouvée dans un modele de sub-carence, induit
chez le rat dés le sevrage et poursuivi jusqu’a 22 mois avec 1,2 Ul/g d’aliments (Dawson et
al., 1999). A la fin des 22 mois de carence marginale a 1,2 Ul/g d’aliments les rats ne
présentaient pas de signe caractéristiques de la carence en vitamine A telle que la
xérophtalmie, ou l'apparition d’un plateau dans la prise de poids (Dawson et al., 1999).
Néanmoins on observe une différence significative de la prise de poids chez les rats carencés
en vitamine A comparés aux rats sous régime suffisant (13,3 Ul/g d’aliments) dans I'étude de
Dawson et al., 1999. Cet effet de la carence sur la courbe de poids n’est pas présent dans
notre étude, lorsque nous initions la carence a 6 semaines chez les rats avec pourtant une

dose plus faible en vitamine A. Concernant les effets de la déprivation en vitamine A sur la
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vision, I'étude de Carta et al., 2006 n’a également pas montré d’effet de la carence a 0 Ul/g
d’aliments, initiée au sevrage et pendant 24 semaines, sur la vision de jour chez les rats ni de
cécité, évaluée dans une piéce illuminée par un test d’évitement d’obstacles dans 'open field.
L’ensemble de ces données nous permet de valider la sub-carence en vitamine A a 0,4 Ul/g
d’aliments comme modele de déprivation en vitamine A initiée a I'aAge adulte.

De plus, on observe dans notre modéle nutritionnel chronigue une diminution au cours du
temps des taux plasmatique de rétinol, similaire a celle observée dans I'étude de Dawson et
al., 1999. Cette diminution est présente dans une moindre mesure pour les animaux sous
régime suffisant ou enrichi en vitamine A, et ce pour notre étude autant que pour I'étude de
Dawson et al., 1999. Ces résultats sont en faveur d’une supplémentation nutritionnelle en
vitamine A pour prévenir l'affaissement de la signalisation des rétinoides liee a l'age
(Bonhomme et al., 2019; Lane and Bailey, 2005).

Plusieurs études précliniques menées chez le rat et la souris ont montré que la dose d’apport
nutritionnel en vitamine A module I'expression des récepteurs des rétinoides au niveau
cérébral (Enderlin et al., 2000; Etchamendy et al., 2003; Mingaud et al., 2008). Nous avons
montré qu’une supplémentation a 20 Ul/g d’aliments pendant 8 semaines est suffisante pour
augmenter I'expression protéique des récepteurs RARB et RXRy dans le striatum comparé au
groupe sous régime suffisant a 5 Ul/g d’aliments. De méme au niveau transcriptomique, la
supplémentation chronique en vitamine A induit une augmentation de I'expression des ARNm
codants pour RARPB et RXRy dans le striatum comparé aux animaux sous régime carenceé a
0.4 Ul/g d’aliments. Ces résultats sont cohérents avec ceux observés dans la littérature, avec
une supplémentation nutritionnelle (Bonhomme et al., 2019) ou un traitement chronique a 'AR
(Enderlin et al., 2000), et nous permettent de valider I'impact de nos modéles nutritionnels sur
la signalisation des rétinoides, médiée par les récepteurs RARB et RXRy au niveau striatal.

Concernant le métabolisme hépatique du rétinol, I'expression des ARNm codants pour
CYP26a1 et LRAT sont toutes deux modulées par les doses d’apport alimentaire en vitamine
A. Néanmoins, on observe une sensibilité accrue de I'expression de TARNm codant pour
CYP26al vis-a-vis des taux de rétinol hépatique, ce qui est en accord avec les résultats

précédemment observés dans I'étude de (Yamamoto et al., 2000).

» Supplémentation nutritionnelle vs traitements avec des rétinoides de synthése

L’étude de Yamamoto et al., 2000 a comparé les effets d’une injection aigue d’AR en i.p. a
100 mg/kg de poids corporel & une supplémentation nutritionnelle chronique en vitamine A
avec 166 Ul/g d’aliments et n’a pas montré de différence significative entre les 2 traitements

sur la modulation de I'expression de TARNm codant pour CYPA26a1 au niveau du foie. Par
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ailleurs, dans l'étude de (Mingaud et al., 2008), on observe une meilleure restauration de
I'expression de RARR dans le striatum de souris 4gées de 23 mois suite a une supplémentation
nutritionnelle en vitamine A (avec 45 Ul/g d’aliments) comparé a des injections sous-cutanées
d’AR (a la dose de 150 ug/Kg de poids corporel/jour pendant 3 semaines). Il n’y a également
pas d’effet synergique observé entre la supplémentation nutritionnelle en vitamine A et un
traitement a I'AR sur I'expression de RAR dans le striatum de ces souris dgées (Mingaud et
al., 2008). Aux vues de ces données, une supplémentation nutritionnelle semble donc induire
des effets similaires a ceux induits par un traitement a I'AR sur le métabolisme hépatique de
la vitamine A et la signalisation des rétinoides médiée par ses récepteurs au niveau du
striatum. De plus la supplémentation nutritionnelle a 'avantage de présenter moins de risques
de toxicité comparé a un traitement a 'AR, étant donné que les apports de vitamine A
alimentaire sont mieux régulés par I'organisme que I'apport direct de ses métabolites (Moise
et al., 2007; Napoli, 2020).

* Choix de la dose de supplémentation en vitamine A

La dose de supplémentation en vitamine A utilisée au cours de cette thése (20 Ul/g d’aliments)
est considérée comme suffisante pour améliorer les fonctions cognitives ainsi que les niveaux
de rétinol plasmatique et d’AR au niveau cérébral, altérés au cours du vieillissement
(Bonhomme et al., 2014b; Dumetz et al., 2020c). Une supplémentation nutritionnelle a 20 Ul/g
d’aliments correspond a un apport d’environ 600 Ul/ jour ou 180 pg de rétinol/jour lorsque I'on
rapporte cette dose de supplémentation en vitamine A a la consommation alimentaire des rats
dans I'étude 1. Cette dose a également été choisie pour limiter le risque de toxicité consécutif
a une hypervitaminose A (de Oliveira and Moreira, 2007; de Oliveira et al., 2009). Néanmoins,
lorsque I'on compare la dose utilisée dans le régime enrichi en vitamine A, ainsi que celle du
régime suffisant (5 Ul/g d’aliments) a la diversité de celles utilisées dans la littérature on
remarque qu’elles se situent dans la fourchette basse des apports alimentaires en vitamine A
testés (Tableau 7). Le risque de toxicité hépatique induit par une supplémentation
nutritionnelle en vitamine A a été évalué en détail dans I'étude de Dawson et al., 1999 utilisant
une supplémentation a 166 Ul/g d’aliments, soit 8 fois la dose utilisée dans les études réalisées
au cours de cette thése, sur une durée 23 mois chez le rat. Les rats supplémentés en vitamine
A ne présentent pas d’augmentation plasmatique du ratio alanine/aspartate ou du taux
d’aminotransférase, ni d’hypoalbuminémie, caractéristiques de dommages hépatiques. Il
semblerait donc que la dose de 20 Ul/g soit largement en dessous d’'une dose présentant un
risque de toxicité. Ainsi, il serait intéressant de tester l'effet d’'une supplémentation
nutritionnelle avec des doses plus élevées de vitamine A, comme 70 Ul/g d’aliments, pour

etudier si une dose plus importante permettrait de restaurer complétement I'expression des
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ARNmM codants pour ALDH1A1 et MOR1 dans le striatum ainsi que la concentration hépatique
de rétinol. Par ailleurs les résultats obtenus dans le step test de I'étude 2 ne montrent pas de
différence significative du nombre de pas au cours du temps entre les animaux sous régime
suffisant et ceux sous régime carencé, ce qui laisse supposer que la dose de 5 Ul/g d’aliments
n'est peut-étre pas suffisante pour couvrir tous les besoins de l'organisme et maintenir
I'homéostasie de signalisation des rétinoides avec I'age.

Une dose de 70 Ul/g d’aliments resterait en dessous des seuils de toxicité chronique définis
chez 'THomme a 25 000 Ul/ jour pendant plus de 6 ans ou 100 000 Ul/jour pendant 6 mois
(Penniston and Tanumihardjo, 2018). On peut également supposer que cette dose permettrait
de prévenir I'hypertriglycéridémie observée chez les rats supplémentés avec 166 Ul/g
d’aliments dans I'étude de Dawson et al., 1999. Cependant, les études de toxicité sont
difficilement transposables entre ’'Homme et 'animal, et des analyses de toxicité hépatique et
d’inflammation seraient nécessaires pour valider I'utilisation chronique de cette nouvelle dose
de supplémentation en vitamine A chez le rat. A plus long-terme, une autre piste de
supplémentation en vitamine A serait 'administration orale de rétinol ou de rétinyl palmitate
encapsulé. L’encapsulation des vitamine liposolubles permet de limiter leur oxydation et ainsi
augmenter leur potentiel physiologique, méme si elle ne permet pas de contréler I'adressage
(Gomes et al., 2021; Gonnet et al., 2010).
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Animal

Dose vit.A régime

Dose vit.A

Durée

Etude

suffisant * supplémentation * supplémentation
R Wi 1 -1
ats 'Stiz,so sem-16 5Ul/g 20 Ul/g 3-4 sem Dumetz et al., 2020a, 2020b
i
Rats Wistar, sevrés 5Ul/g 20 Ul/g 4 sem Bonhomme et al., 2019
Rats Wistar, 13 mois 5Ul/g 45 Ul/g 5 mois Touyarot et al., 2013
Rats Wistar, 13 mois 5Ul/g 45 Ul/g 21 sem Létondort et al., 2016
Rats Wistar, 3 mois 15 Ul/g - - Arfaoui et al., 2013
Rats wistar, 10 -24
ats wis :::)is Sem 8 Ul/g Traitement AR 24 h avant sacrifice Enderlin et al., 1997b
Souris C57 BL/6, 5-12 i i
mois 5Ul/g 45 Ul/g toute la vie Mingaud et al., 2008
Rats S Dawley, 7
Sk 6.5 Ul/g ; ; Chen et al., 2019
sem
Rats Wistar, sevrés 5Ul/g Traitement AR 4 jours Husson et al., 2003
Rats Lewis, sevrés 13.3 Ul/g 166 Ul/g 3-22 mois Dawson et al., 1999
Rats Lewis, sevrés 13.3 Ul/g 166 Ul/g 3-22 mois Yamamoto et al., 2000
Rats Lewis, sevrés 13.3 Ul/g 83.2 Ul/g 3-22 mois Dawson et al., 2000
1 B -
Rats F (F344x N), 6-35 25 Ul/g - - van der Loo et al., 2004
mois
Rats Long—E\_/ans, 6-24 30 Ul/g i i Wotoszynowska-Fraser et
mois al., 2021

* Les doses de vitamine A sont donnée en Ul/g d'aliments, 1 Ul = 0.3 pg de rétinol

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des doses d’apport nutritionnel en vitamine A présentes dans la

littérature

La liste est non exhaustive et ne présente que les études utilisant un apport en vitamine A par
l'alimentation. Les supplémentations en vitamine A utilisant des gavages (vitamine A en solution
huileuse) ne sont pas répertoriées car il n’est pas possible de convertir 'apport en rétinol entre ce mode
de supplémentation et un apport nutritionnel. Seules les études de Dawson et al., 1999 et 2000 et
Yamamoto et al., 2000, ont indiqué la forme de vitamine A présente dans les régimes (rétinyl palmitate).
Abréviations : sem, semaines ; vit.A, vitamine A.
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[ll.  Vitamine A et physiopathologie de la maladie de Parkinson

1. Effet de la supplémentation en vitamine A dans un modéle animal de la MP

Plusieurs études pré-cliniques ont mis en avant I'effet bénéfique de traitements aux rétinoides
(injection i.c.v. d’AR-9-cis ou injection i.p. d’agoniste de I'hnétérodimére Nurr1:RXRa) sur le
comportement moteur dans des modeles animaux de la MP (Reiner et al., 2014; Spathis et
al.,, 2017; Yin et al., 2012b). Cependant les résultats obtenus dans I'étude 1 de cette thése
n’ont révélé qu’un effet modéreé de la supplémentation nutritionnelle préventive en vitamine A
sur le comportement moteur en réponse a l'injection striatale unilatérale de 6-OHDA. |l est a
noter que les améliorations motrices retrouvées dans les études pré-cliniques citées ci-dessus
sont associées a une augmentation de la survie des neurones dopaminergiques de la SNc et
de leurs projections dans le striatum. Cet effet sur la survie des neurones dopaminergiques
n’‘est pas retrouvé dans nos conditions, chez les animaux supplémentés en vitamine A et
injecté avec la 6-OHDA. L’'augmentation de la survie des neurones dopaminergiques dans les
études de Yin et al., 2012, et Reiner et al., 2014, pourrait étre médiée par une augmentation
de la signalisation du récepteur RXRy, qui se lie préférentiellement a l'isoforme 9-cis de 'AR
et dont la transcription est directement régulée par les niveaux d’AR (Ruhl et al., 2018). On
peut supposer que la dose de vitamine A apportée par notre supplémentation nutritionnelle,
bien que suffisante pour induire une augmentation de la synthése protéique de RXRy dans le
striatum, ne permette pas d’induire une augmentation de la synthése d’AR au niveau cérébral
comparable a celle induite par une injection i.c.v. d’AR-9-cis. Une dose plus élevée de
supplémentation nutritionnelle en vitamine A pourrait induire des effets plus probants sur la
survie des neurones dopaminergiques et l'intensité de marquage TH dans le striatum que ceux
observés dans nos analyses immunohistochimiques.

D’autre part, les études citées plus haut n'utilisent pas toutes le modéle de rat 6-OHDA,
puisque certaines sont réalisées chez des souris MPTP. Dans notre étude, il est possible que
I'injection intra-striatale de 6-OHDA ait induit une dégénérescence dopaminergique et un
déficit moteur trop rapides et prononcés pour étre contrecarré par une supplémentation
nutritionnelle. Ainsi, nous avons réfléchi a Il'utilisation d’'un modeéle plus récent et plus
dégénératif, celui de l'injection de vecteurs viraux dans la SNc pour induire la surexpression
et 'agrégation progressive de I'a-synucléine humaine. D’aprés la caractérisation faite dans la
littérature (Bourdenx et al., 2015a), ce modéle permettrait de mieux appréhender les effets
d’'une supplémentation en vitamine A sur la dégénérescence des neurones dopaminergiques
et la mise en place des altérations motrices associées. Le modéle d’injection AAV-a synucléine
pourrait également étre utilisé en association avec une carence en vitamine A pour déterminer

si une altération de la signalisation des rétinoides accélére la dégénérescence
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dopaminergique. Par ailleurs les résultats de différentes études pré-cliniques suggerent
I'existence d’une interaction entre la protéine a-synucléine et la vitamine A. En effet, outre les
CRABP, la protéine a-synucléine pourrait également servir de transporteur a 'AR pour sa
translocation au niveau nucléaire et sa liaison aux récepteurs RAR et RXR (Davidi et al., 2020).
Or la translocation de I'a-synucléine au niveau nucléaire pourrait avoir un effet bénéfique sur
la survie des neurones dopaminergiques en diminuant le stress oxydatif induit par cette
protéine (Ghosh et al., 2017). De plus, la vitamine A permettrait d’'inhiber la formation de
fibrilles d’a-synucléine et de déstabiliser les fibrilles préformées (Ono and Yamada, 2007).
Cependant un effet opposé sur I'oligomérisation d’a-synucléine, médiée par I'activation de
I'hétérodimére RXR-PPARYy, a été montré chez des souris A53T, modeles de la MP (Yakunin
et al,, 2012). Ainsi des études complémentaires sont nécessaires pour conclure sur
I'implication de la vitamine A dans I'agrégation d’a-synucléine, renfor¢ant I'intérét d’utiliser le
modéle d’injection AAV-a synucléine. C’est pourquoi nous avons initié la mise en place de ce
modele au cours de cette thése (Figure 24), mais ce projet a d( étre abandonné en raison de
la crise sanitaire et de la fermeture totale du laboratoire.

Immunofluorescence : GFP DAPI

Figure 24 : Injection de vecteurs viraux AAV9-CMVie/SynP-GFP-WPRE dans la SNc de rats.

La comparaison des spécificités motrices évaluées dans les différents tests comportementaux
utilisés suggére une implication de la vitamine A dans la motivation a initier le mouvement. En
effet, dans le test du rotarod et le step test, le rat est contraint au mouvement, par I'appareil

ou I'expérimentateur, pour maintenir son équilibre, tandis que dans le test du cylindre le rat est
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libre d’initier le mouvement pour explorer un nouvel environnement, conformément a son
instinct naturel (Su et al., 2017). La réalisation de tests moteurs plus sensitifs pour évaluer
l'initiation et la réalisation du mouvement, comme le test du pellet ou le test de I'escalier,
permettrait de confirmer cette hypothése (Klein and Dunnett, 2012; Whishaw et al., 2008).

Il est a noter que I'absence d’effet significatif de 'injection de 6-OHDA dans le test du rotarod
pourrait étre imputable a la variabilité inhérente a ce test moteur. En effet plusieurs études
utilisent la moyenne des résultats obtenus dans 2 ou 3 essais consécutifs comme résultat final
pour évaluer la coordination motrice des animaux modélisant la MP par injection de 6-OHDA
(lancu et al., 2005; Kunzler et al., 2019; Li et al., 2017).

2. Effet de la carence en vitamine A sur le comportement moteur

Le comportement moteur des rats a également été évalué dans I'étude nutritionnelle afin de
déterminer l'effet d’'une carence en vitamine A induite a I'age adulte sur la fonction motrice.
Outre le step test, pour lequel on observe un effet bénéfique du régime enrichi en vitamine A,
nous avons également étudié le comportement moteur des rats dans le test du rotarod, le test
du cylindre et un test d’actimétrie. Le test du rotarod a été réalisé toutes les 2 semaines a partir
de la 3° semaine de régime, mais a été arrété en cours d’expérimentation (a 19 semaines de
régime). En effet, le test n’était plus adapté aux animaux qui étaient devenus trop corpulents
pour le dispositif (dés la 9° semaine de régime) et qui se laissaient facilement tomber, car
c’était le choix de facilité pour eux. Ce phénoméne a été observé quel que soit le groupe
expérimental, ne permettant pas de conclure sur une altération motrice éventuelle. Si on
compare ce résultat a la littérature, les rats de notre étude a 9 semaines de régime étaient
agés de 4 mois et pesaient en moyenne 600 g, soit 1,5 fois plus que les rats du méme age
carencés en vitamine A dans I'étude de (Cocco et al., 2002). Par ailleurs le test du rotarod
effectué a 24 semaines de régime déficient en vitamine A dans I'étude de Carta et al., 2006
est réalisé a la vitesse constante de 6 rpm (rotation par minute), tandis que dans nos conditions
le rotarod est réalisé a vitesse croissante de 5 a 45 rpm. Le test du rotarod ne semble donc
pas approprié, dans nos conditions, pour mesurer 'effet d’'une carence en vitamine A induite
a I'age adulte sur le comportement moteur. De plus, la répétition du test du rotarod constitue
également un apprentissage moteur pour les animaux (Sommer et al., 2014; Wu et al., 2019),
ce qui peut masquer ou compenser des déficits moteurs qui se développent au cours de la
carence. En particulier, le r6le des neurones dopaminergiques ALDH1ALl* de la SNc dans
I'apprentissage moteur a récemment été mis en évidence ((Wu et al., 2019)). Dans I'étude de
(Wu et al., 2019), une ablation génétique chez des souris adultes de ces neurones exprimant
ALDH1AL1 induit un déficit d’apprentissage des aptitudes motrices chez ces souris, évalué par

la répétition du test du rotarod sur 6 jours consécutifs. En effet, lorsque I'entrainement au test
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du rotarod est réalisé avant la perte des neurones ALDH1AL", les souris ne présentent pas
d’altération des performances motrices, alors que les performances sont altérées s’il n'y a pas
eu d’entrainement préalable dans le rotarod (Wu et al., 2019). Dans notre étude, les tests dans
le rotarod se sont déroulés depuis le début de la carence, il est donc possible que cet
apprentissage nous ait empéché de voir un effet de la carence sur les aptitudes motrices des

rats dans ce test.

Par ailleurs, le test du cylindre, réalisé toutes les 3 semaines & partir de la 5¢ semaine de
régime, n'a pas révélé deffet des différents régimes en vitamine A sur [linitiation du
mouvement. L’étude de la fonction locomotrice, mesurée dans des cages d’actimétrie sur 24
h, ne révele pas non plus d’effet probant de la sub-carence ou de la supplémentation en
vitamine A sur le comportement moteur. Ainsi, I'initiation de la carence en vitamine A a I'dge
adulte ne semble pas impacter significativement le comportement moteur des rats,
contrairement a ce qui est observé lorsque [laltération des rétinoides (carence ou
manipulations génétiques) est initiée des la période développementale (Carta et al., 2006;
Krezel et al., 1998; Liao et al., 2008; Saga et al., 1999).

Les résultats observés dans le test du cylindre pour le modéle MP laissent supposer un effet
plus nuancé de la vitamine A sur le comportement moteur chez le rat adulte. En ce sens, une
collaboration avec le Dr Nicolas Mallet, a 'IlMN (Bordeaux), a été réalisée a la fin de cette
thése afin d’évaluer I'effet d’'une carence en vitamine A a 0.4 Ul/g d’aliments dans un test de
conditionnement opérant. Brievement, la tdche motrice consiste a demander aux rats
d’appuyer sur un levier en réponse a un stimulus auditif pour obtenir une récompense liquide
sucreée, les rats ayant été préalablement déprivés en eau afin d’augmenter leur motivation pour
appuyer sur le levier. Ce paradigme comportemental permet donc de prendre en compte le
parameétre motivationnel & initier le mouvement. Les résultats de cette étude sont actuellement
en cours d’analyse et aideront a donner une direction pour la poursuite de ces travaux de

these.

L’ensemble de nos données comportementales suggére donc un effet différentiel de la
vitamine A sur le comportement moteur entre la période développementale et 'age adulte. Le
comportement moteur a I'dge adulte semble étre moins sensible a une altération de la
signalisation des rétinoides, mimées dans nos conditions par une carence nutritionnelle en
vitamine A. Pour tester cette hypothése, il serait par exemple intéressant de comparer I'effet
d’'un KO conditionnel des récepteurs RARB et RXRy dans le striatum des animaux, induit de

fagcon post-natale, au moment du sevrage (3 semaines) ou a I'dge adulte (6-7 semaines).
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IV. Effet de la vitamine A sur la neuromodulation du striatum a I’age adulte

1. Implication de la vitamine A via le systeme dopaminergique nigro-strié a 'age

adulte

+ Vitamine A et récepteurs dopaminergiques D1 et D2

Etant donné I'importance de la signalisation dopaminergique dans le contrdle du mouvement
volontaire et son altération dans la MP (Lanciego et al., 2012; Raza et al., 2019), nous nous
sommes concentrées dans un premier temps sur I'effet des régimes en vitamine A sur le
systéme dopaminergigue nigro-strié. Cependant, les différentes analyses biochimiques
réalisées post-mortem (western-blot, HPLC, qPCR et immunohistochimie) n’ont pas révélé
d’effet majeur ni de la carence, ni de la supplémentation en vitamine A dans le modéle MP.
Cette absence d’effet fort peut s’expliquer par les conditions initiales que nous avons choisies,
avec une carence non-développementale, une supplémentation trop modérée ou encore un
modéle MP trop drastique. En ce sens, ce travail de thése permet de mieux cerner les
conditions dans lesquelles la signalisation rétinoide est (ou n’est pas) importante pour le
fonctionnement de la voie nigro-striée.

Néanmoins, nos études ont permis de révéler certaines protéines particulierement sensibles
a la vitamine A. Ainsi, la supplémentation préventive en vitamine A chez les rats injectés a la
6-OHDA a permis de normaliser I'expression protéique du D2R dans le striatum au niveau des
animaux contrdles. De plus, I'analyse par gqPCR de I'expression de ’TARNm codant pour D2R
indique que la carence en vitamine A tend a diminuer son expression dans le striatum comparé
aux animaux sous régime supplémenté, sans effet des régimes sur I'expression du géne
codant pour D1R. Bien que la transcription des genes codants pour D1R et D2R soient tous
deux sous contrble de I'AR, il semblerait que I'expression du D2R soit donc plus sensible au
niveau d’apport alimentaire de vitamine A a I'dge adulte (Samad et al., 1997b; Sodja et al.,
2002). L’étude de Carta et al., 2006 n’a pas montré d’effet de la carence en vitamine A a 0
Ul/g sur I'expression des transcrits pour D1R et D2R évaluée au niveau du striatum antérieur,
intermédiaire et postérieur. Cependant la régionalisation du striatum selon I'axe latéral-médial,
dans I'étude de Krezel et al., 1998, indique un effet différentiel des doubles KO RARB-RXRYy
dans la régulation de I'expression des transcrits pour les D1R et D2R, mesurée par hybridation
in situ. La perte de la signalisation médiée par RARB-RXRYy induit une diminution plus
importante de I'expression des ARNm codants pour D1R et D2R au niveau de la partie ventrale
du striatum, sans effet significatif au niveau de la partie dorsale. Dans nos études, la réalisation
d’'une hybridation in situ pour évaluer au niveau spatial I'expression des ARNm codants pour

D1R et D2R permettrait d’évaluer plus finement I'effet de la diminution de I'expression des
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ARNmM codants pour RARPB et RXRy dans le striatum d’animaux carencés en vitamine A a I'age
adulte et ainsi comparer a I'étude de Krezel et al., 1998, ou les KO pour les récepteurs sont

constitutifs.

* Vitamine A et ALDH1Al1

L’étude de I'implication de la vitamine A et de sa signalisation dans l'intégrité du systéme
dopaminergique nous a amenées a nous intéresser plus particuliérement a I'enzyme
ALDH1A1, cette enzyme étant commune a la voie de signalisation dopaminergique et a celle
des rétinoides (Goldstein, 2020; Marie et al., 2021; Wey et al., 2012) (Figure 25). Notre
hypothése de départ était qu’'une supplémentation nutritionnelle en vitamine A permettrait
d’augmenter I'expression d’ALDH1A1, sa transcription étant sous controle de I'AR, et
contribuerait ainsi a augmenter la survie des neurones dopaminergiques de la SNc (Jacobs et
al., 2007; Smidt, 2017) (Figure 25). L’ALDH1A1 contribue a limiter la dégénérescence des
neurones dopaminergiques en dégradant le DOPAL, ce qui limite également I'agrégation d’a-
synucléine (Burke et al., 2008; Goldstein, 2020; Wey et al., 2012).
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Figure 25 : Schéma de I'interaction entre la voie des rétinoides et la voie de la dopamine médiée
par ALDH1A1

Dans I'étude 1, 'analyse immunohistochimique des neurones dopaminergiques de la SNc,
(marquage anti-TH et anti-ALDH1A1), n'a pas révélé d’effet significatif de la supplémentation
préventive en vitamine A sur la survie globale des neurones dopaminergiques, ni sur la survie
de la sous-population de neurones dopaminergiques ALDH1A1*, en réponse a l'injection de
6-OHDA. Nous avons conclu de cette analyse que la supplémentation en vitamine A utilisée,
méme si elle augmente le métabolisme des rétinoides, n’était pas assez soutenue pour

permettre le maintien de ALDH1AL1 et son pouvoir détoxifiant.

Lors de I'analyse immunohistochimique des neurones dopaminergiques de la SNc pour I'étude
2, nous avons d’abord été surprises par le trés faible nombre de neurones ALDH1A1* présents
dans la SNc des rats agés de 8 mois, et ce quel que soit le groupe expérimental étudié. Afin
d’écarter tout biais expérimental, nous avons reproduit cette analyse en y ajoutant des rats de
méme souche mais plus jeunes (3 mois). Nous avons alors réalisé que les rats de 8 mois

avaient une perte conséquente de neurones ALDH1A1*, en comparaison des rats plus jeunes.
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Cette observation suggére un effet de I'age sur la vulnérabilité de cette sous-population de
neurones dopaminergiques. De plus, le nombre de neurones TH* est également diminué chez
les rats de 8 mois, quelque-soit le régime, ce qui suggére que la sous-population des neurones
TH*/ALDH1AL1* est drastiquement diminuée chez les rats plus agés. Cependant, I'absence
d’effet du régime sur ce phénoméne permet de poser 2 hypothéses : soit la supplémentation
choisie n’est pas suffisante pour observer un effet protecteur, soit 'enzyme ALDH1A1 n’est
pas suffisamment contrdlée par la signalisation rétinoide pour que le régime puisse avoir une
action protectrice sur son expression. D’un point de vue moléculaire, on peut supposer d’aprées
la littérature (Liu et al., 2014, Cai et al., 2014), que la diminution d’ALDH1A1 dans le corps
cellulaire des neurones dopaminergiques a favorisé leur dégénérescence, par accumulation
de DOPAL toxique (Wey et al., 2012). L’étude de cette sous-population a différents ages et
temps de régime permettrait de mieux explorer ces mécanismes et de déterminer un potentiel

effet bénéfique de la vitamine A sur la dégénérescence liee a 'dge de ces neurones.

Au-dela de la diminution drastique du marquage ALDH1A1 dans la SNc des rats de 8 mois,
nous avons observé d’autres résultats surprenants pour ALDH1A1 au sein de la voie nigro-
striée. En effet chez ces méme animaux, le marquage immunohistochimique ALDH1A1 dans
le striatum (fibres de la voie nigro-striée) n’est pas altéré. De plus, I'analyse de I'expression
génique d’ALDH1A1 par gPCR révéle une diminution significative induite par la carence en
vitamine A dans le striatum mais pas dans la SNc. La présence dARNm codant pour
ALDH1A1 dans le striatum indique une synthése locale de cette enzyme (Hafner et al., 2019),
vraisemblablement au niveau des synapses dopaminergigues, puisque ces neurones sont les
seuls a exprimer cette enzyme. Au regard de 'ensemble de ces données inattendues, nous
avons formulé une nouvelle hypothése concernant l'implication d’ALDH1A1 dans la
signalisation de la voie nigro-striée a 'age adulte :

Avec I'age, la protéine ALDH1A1 serait préférentiellement adressée a la synapse dans le
striatum, diminuant sa présence au soma (Figure 26). Cette hypothése permettrait d’expliquer
la diminution du marquage ALDH1A1 dans la SNc chez les rats agés de 8 mois, et le maintien
concomitant de l'intensité de marquage ALDH1A1 dans le striatum. Ainsi TARNm d’ALDH1A1
présent dans le striatum et analysé par gqPCR dans notre étude proviendrait en réalité des
synapses entre les neurones dopaminergiques et les MSNs dans le striatum et servirait a
soutenir la synthése de I'enzyme. Or dans les neurones dopaminergiques, le double réle
d’ALDH1A1 semble étre ségrégé anatomiquement : la dégradation du DOPAL par TALDH1A1
se ferait plutét au niveau du soma, puisque cest au soma que la dopamine est
dégradée (Meiser et al.,, 2013) ; tandis que 'ALDH1A1 a la synapse dans le striatum
permettrait la synthése d’AR. En effet, AR a la synapse dopaminergique dans le striatum

agirait comme un messager trans-synaptique pour stimuler la synthése de certaines protéines,
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comme MORL1 ou D2R dans les MSNs (Pan et al., 2019) (Figure 26). Ainsi, le maintien avec
'age d’ALDH1A1 dans le striatum pourrait-étre nécessaire a la synthése et la signalisation de
I'AR dans le striatum. Un adressage préférentiel de 'enzyme ALDH1A1 a la synapse dans le
striatum favoriserait donc son utilisation pour la synthése d’AR, au détriment de son action
détoxifiante pour métaboliser le DOPAL, conduisant a terme a la fragilisation des neurones
dopaminergiques.

L’isolation des synaptosomes et la réalisation d’'une analyse protéomique (Luquet et al., 2017,
Michaelis et al., 2017; Sialana et al., 2018) permettrait de vérifier cette hypothese et de mieux
comprendre le réle ’ALDH1A1 dans la neuromodulation du striatum. Outre son expression et
sa synthese protéique, il serait également pertinent de regarder si les régimes en vitamine A
modulent l'activité enzymatique d’ALDH1A1 et par extension la synthése d’AR a la synapse

dopaminergique dans le striatum.

Neurone DA
ALDH1A1*

ARNm
pré-synaptique jaldhtat

Protéine
ALDH1A1 .1 o

L
MSN

ost-synaptique \, D2R
p ynaptiq MOR1

Figure 26 : Schéma de I’hypothése alternative de I'implication de ALDH1A1 dans la signalisation
de la voie nigro-striée a I’age adulte
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2. Implication de la vitamine A via les striosomes et I'acétylcholine a I'age adulte

» Vitamine A et acétylcholine

Enfin, les données de la littérature concernant I'implication d’ALDH1A1 dans le maintien de
'homéostasie de la voie nigro-striée nous ont également amenées vers de nouvelles
hypothéses, impliquant la signalisation cholinergique et la compartimentation structurelle du
striatum. Ces données suggerent un effet de la signalisation des rétinoides dans la
neuromodulation du striatum a I'age adulte plus complexe a appréhender que celui initialement
envisagé pour le systeme dopaminergique.

L’acétylcholine (ACh), provenant notamment des interneurones cholinergiques du striatum,
joue le r6le de neuromodulateur de la signalisation dopaminergique dans le striatum (Exley
and Cragg, 2008; Shimohama and Kawamata, 2018; Ztaou and Amalric, 2019). En effet, une
altération de la signalisation cholinergique contribue a une dérégulation de I'équilibre entre la
voie directe et la voie indirecte médiée par le striatum et a I'apparition de troubles moteurs
(Ztaou and Amalric, 2019). Nous avons montré dans 'étude 2, que la sub-carence initiée a
I'age adulte chez le rat induit une diminution de I'expression de ’TARNm codant pour 'enzyme
de synthése de I'ACh (ChAT). Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment
observés dans la littérature qui suggérent une diminution de la signalisation cholinergique au
sein du striatum en réponse a une altération développementale de la signalisation des
rétinoides (Carta et al., 2006; Cocco et al., 2002) (Figure 27). Ainsi le systéme cholinergique
semble étre plus vulnérable & une altération de la signalisation des rétinoides a I'dge adulte
gue le systéme dopaminergique.

Plusieurs études in vitro ont également montré une augmentation de I'expression de TARNm
de ChAT et de son activité dans des cellules murines cholinergiques (cellules SN56) en
réponse a un traitement a 'AR (Berse and Blusztajn, 1995; Jankowska et al., 1997; Szutowicz
et al., 1999). L’AR régule également de maniére différentielle 'expression des sous-types de
récepteurs nicotiniques de I'ACh dans les cellules SN56 in vitro (Nilbratt et al., 2007).
Cependant, a notre connaissance, aucune étude in vivo na évalué l'effet d’'un apport
alimentaire de vitamine A sur la signalisation cholinergigue médiée par les récepteurs
nicotiniques et muscariniques de I'ACh dans le striatum. A court terme, il serait donc
intéressant d’évaluer les niveaux d’expression de ces récepteurs, par gqPCR et western-blot,

dans le striatum des rats carenceés et supplémentés de 'étude 2.
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* Vitamine A et striosomes

Le réle prépondérant d’ALDH1A1 dans le maintien de I'expression striatale de MOR1 a 'age
adulte suggére une implication potentielle de la vitamine A dans la cytoarchitecture du striatum
al'age adulte (Pan et al., 2019b; Sgobio et al., 2017). La diminution de I'expression des ARNm
codants pour MOR1 et ALDH1A1 dans le striatum de nos animaux carencés en vitamine A
tend a confirmer cette hypothése. Par ailleurs, un KO constitutif de RARB chez des souris
induit une diminution significative de la surface occupée par les striosomes (marquage MOR1),
dans le striatum antérieur de ces souris (Liao et al., 2008). Ainsi, la diminution de I'expression
de MOR1 chez nos animaux pourrait également étre imputable a la diminution de I'expression
striatale de RAR induite par la carence a I'age adulte (Figure 27). Au regard de ces données,
il serait intéressant d’étudier par immunohistochimie I'expression striatale de MOR1 chez les
rats carencés en vitamine A, afin de déterminer si une diminution de la signalisation en
vitamine A altére lintégrité structurelle des striosomes a I'age adulte. |l serait également
intéressant de regarder d’autres neuromarqueurs des striosomes, tel que Nur77 qui est un
récepteur nucléaire orphelin capable de se dimériser avec RXR, afin de voir si la vitamine A
agi sur I'ensemble des populations striosomales, ou seulement sur les striosomes contenant
MOR1 (Crittenden and Graybiel, 2011b; Miyamoto et al., 2018). Enfin, compte tenu du rble
de la vitamine A dans la synthése d’ACh évoqué précédemment, il serait pertinent de réaliser
un immunomarquage anti-AChE, 'enzyme de dégradation de 'ACh également utilisée comme
marqueur du compartiment matriciel dans le striatum (Lanciego et al., 2012; Sgroi and Tonini,
2018).

» Lavitamine A constituerait-elle un lien entre ALDH1AL, striosomes et acétylcholine ?

L’ALDH1A1 exprimée au niveau des striosomes est communément attribuée aux projections
dopaminergiques des neurones ALDH1AL1* de la SNc (Pan et al., 2019b; Sgobio et al., 2017).
En retour, les MSNs présents dans les striosomes projettent sur cette sous-population de
neurones dopaminergiques (Carmichael et al., 2021; Wu et al.,, 2019) (Figure 27). Ces
données suggerent une innervation partiellement réciproque des neurones ALDH1Al* de la
SNc et des striosomes du striatum (Wu et al., 2019). La diminution de I'expression de MOR1
observée dans le cerveau des patients parkinsoniens laisse suggérer la mise en place d’'une
altération des projections du compartiment striosomal sur les neurones ALDH1AL1* de la SNc
au cours du développement de la MP. Une altération de la signalisation des rétinoides
favoriserait la perte d’expression de MOR1 dans le striatum contribuant ainsi a I'étiologie de la
MP (Figure 27). Cette possibilité d’association pathologique entre affaissement de la

signalisation rétinoides, perte d’ALDH1A1, diminution d’expression de MOR1 et baisse de
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transmission cholinergique est représentée figure 27.

Finalement, les études menées au cours de cette thése convergent vers I'idée que la vitamine
A a I'age adulte est importante pour la fonctionnalité du striatum via son métabolite actif 'AR,
particulierement au niveau des interactions entre neurones dopaminergiques ALDH1A1*,
neurones cholinergiques et territoires striosomaux. Ceci ouvre de nouvelles perspectives
d’études pré-cliniques qui seront poursuivies au laboratoire.

Conditions physiologiques Conditions maladie Parkinson (MP)
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Figure 27 : Hypothése d’implication de la signalisation des rétinoides dans I’étiologie de la MP
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V. Conclusion et perspectives : Etudes possibles chez ’lHomme

Les travaux réalisés durant cette thése nous ont permis de mieux appréhender I'implication de
la vitamine A dans lintégrité de la voie nigro-striée chez le rat adulte et d’initier la
caractérisation des mécanismes sous-jacents. Ces études mettent en évidence l'importance
d’un apport alimentaire en vitamine A suffisant pour maintenir 'homéostasie du métabolisme
hépatique de la vitamine A et la signalisation striatale des rétinoides, via les récepteurs RAR[
et RXRy, a I'age adulte. Les travaux de cette thése ont également permis de caractériser un
modele de sub-carence en vitamine A a I'dge adulte chez le rat en s’affranchissant de I'impact
développemental d’'une altération de la signalisation des rétinoides sur le systéme
dopaminergique et le comportement moteur. Les résultats de ces travaux suggerent une
sensibilité différentielle du systeme dopaminergique nigro-strié de rat vis-a-vis d’'une altération
de la signalisation des rétinoides entre la période développementale et I'Age adulte, ce qui
n’était pas clairement établi dans la littérature jusqu’a présent. A l'inverse, la signalisation des
rétinoides semble nécessaire au maintien de l'intégrité du systéme cholinergique et de
I'expression de MOR1 tout au long de la vie. De par I'implication de 'ACh et de MOR1 dans la
neuromodulation effective du striatum, le maintien de la signalisation des rétinoides serait donc
nécessaire a la fonctionnalité de la voie nigro-striée a I'adge adulte de maniéere indirecte
(Crittenden and Graybiel, 2011b; Ztaou and Amalric, 2019). Ces données obtenues chez
I'animal renforcent les résultats obtenus dans les études cliniques montrant qu’une altération
de la signalisation des rétinoides pourrait contribuer au développement de la MP (Kim et al.,
2017b; Yang et al., 2017). De plus la présence de différents facteurs environnementaux,
métaboliques et génétiques contribue a une variabilité interindividuelle de I'affaissement de la
voie de signalisation des rétinoides au cours du vieillissement ; certains de ces facteurs étant
communs aux facteurs de risque de développer la MP (Borel and Desmarchelier, 2017;
Clugston and Blaner, 2012; Kocetak et al., 2018; Tanumihardjo et al., 2016).

Sur la base de ces résultats, il serait désormais intéressant de développer des études chez
I'Homme permettant d’étudier le métabolisme de la vitamine A et la signalisation des rétinoides
dans le contexte de la MP. Une premiére étude épidémiologique pourrait étre réalisée en
utilisant les données obtenues dans le cadre du projet Parkinson’s Progression Markers
initiative (PPMI), initié par la fondation Michael J. Fox pour le développement de biomarqueurs
prédictifs de la MP. Cette étude clinique longitudinale inclut des patients sains, et a différents
stades de la MP. La banque de données cliniques obtenues pourrait étre utilisée pour étudier
la transcriptomique des géenes impliqués dans le métabolisme de la vitamine A chez les

patients parkinsoniens et identifier des biomarqueurs prédictifs d’'une altération de la
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signalisation des rétinoides chez ces patients. L'objectif serait de mettre en place une
médecine personnalisée avec une supplémentation nutritionnelle en vitamine A chez les
patients présentant un profil transcriptomique a risque. Une deuxieme étude réalisée sur des
cerveaux post-mortem de patients sains ou parkinsoniens permettrait d’étudier plus en détails
I'état de la signalisation des rétinoides, par hybridation in situ, chez ces patients. Par ailleurs,
les travaux de cette theése soutiennent également la nécessité de développer des
biomarqueurs plus sensibles pour évaluer le statut en vitamine A chez 'Homme, comme la
mesure des esters de rétinol plasmatique (Olsen et al., 2018), ou un profil plus complet de la
biodisponibilité de la vitamine A par la mesure de plusieurs transcrits dans le sang. En
conclusion ce travail pourrait amener a reconsidérer a la hausse les besoins en vitamine A
des personnes de 50 ans et plus, et soutien I'intérét d’'une approche nutritionnelle impliquant

la vitamine A dans la prévention de la MP.
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Abstract. Evidence shows that altered retinoic acid signaling may contribute to the pathogenesis and pathophysiology of
Parkinson’s disease (PD). Retinoic acid is the bioactive derivative of the lipophilic vitamin A. Vitamin A is involved in several
important homeostatic processes, such as cell differentiation, antioxidant activity, inflammation and neuronal plasticity. The
role of vitamin A and its derivatives in the pathogenesis and pathophysiology of neurodegenerative diseases, and their potential
as therapeutics, has drawn attention for more than 10 years. However, the literature sits in disparate fields. Vitamin A could
act at the crossroad of multiple environmental and genetic factors of PD. The purpose of this review is to outline what is
known about the role of vitamin A metabolism in the pathogenesis and pathophysiology of PD. We examine key biological
systems and mechanisms that are under the control of vitamin A and its derivatives, which are (or could be) exploited for
therapeutic potential in PD: the survival of dopaminergic neurons, oxidative stress, neuroinflammation, circadian rhythms,
homeostasis of the enteric nervous system, and hormonal systems. We focus on the pivotal role of ALDH1A1, an enzyme
expressed by dopaminergic neurons for the detoxification of these neurons, which is under the control of retinoic acid. By
providing an integrated summary, this review will guide future studies on the potential role of vitamin A in the management
of symptoms, health and wellbeing for PD patients.

Keywords: Neuroinflammation, vitamin A, retinoic acid, ALDH1A1, oxidative stress, RAR RXR receptors

INTRODUCTION patients often require more holistic care in order
to improve their daily quality of life and wellbe-
ing. As such, nutrition becomes increasingly a focus
for patients, medical teams and caregivers. In addi-
tion to influencing the daily management of the
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for an ideal diet or crucial ingredient. However, in
recent years, researchers and clinicians have focused
attention on candidate nutrients, such as omega-3
polyunsaturated fatty acids or vitamins. Widespread
evidence, mainly in the preclinical literature, suggests
that altered vitamin A signaling may contribute to the
pathophysiology of PD. However, no clear consensus
has been made on the underlying mechanisms.

Vitamin A is a lipophilic molecule that is exclu-
sively provided by food. Vitamin A is the unique
precursor of retinoic acid (RA), a molecule that
modulates gene transcription through its binding to
nuclear receptors [1]. Through its derivatives, vita-
min A is involved in many important homeostatic
processes in the organism, such as cell differentia-
tion, antioxidant power, inflammation and neuronal
plasticity. The role of vitamin A derivatives in
the pathophysiology of neurodegenerative diseases,
and their potential as therapeutics, has been care-
fully studied for more than 10 years, especially for
Alzheimer’s disease, and to a lesser extent PD [2-8].
However, the literature sits in disparate fields, does
not focus on the importance of vitamin A metabolism,
and has not been concisely summarized with the view
of maximizing PD patient wellbeing.

The purpose of this review is to outline what is
known about the role of vitamin A metabolism in
the pathogenesis and pathophysiology of PD. We
examine key biological systems and mechanisms that
are under the control of vitamin A and its bioactive
derivative, RA, which are (or could be) exploited for
therapeutic potential in PD: the survival of dopamin-
ergic neurons in the substantia nigra pars compacta
(SNc), oxidative stress, and function of immune,
enteric nervous, and hormonal systems. By providing
an integrated summary, this review will guide future
studies on the potential role of vitamin A in the man-
agement of symptoms, health and wellbeing for PD
patients.

CLINICAL AND PRECLINICAL
EVIDENCE FOR A ROLE OF VITAMIN A
IN THE PATHOGENESIS AND
PATHOPHYSIOLOGY OF PD

Metabolism and function of vitamin A

Vitamin A (retinol) is a fat-soluble vitamin that
is essential for the organism. Vitamin A is found in
foods derived from animals (meat, milk, eggs) in the
form of retinol esters, or in vegetable sources in the

form of carotenoids that are metabolized to retinol by
intestinal enzymes [9, 10]. The bioactive metabolites
of vitamin A form the group of retinoid compounds
or retinoids (Fig. 1). The main active metabolite is
all-trans RA, called RA in this review, but other iso-
mers also display biological activity, such as 9-cis
or 13-cis-RA [9] (Fig. 1). RA acts through nuclear
receptors of the steroid receptor family, namely RA
receptors (RAR), which can exist in 3 different sub-
types: RAR-a, RAR-$3 and RAR-y [3]. The receptor
subtypes differ mainly by their different locations
in the body, and particularly in different brain areas
[11]. RAR act as heterodimers with retinoid-X recep-
tor (RXR) to bind DNA on RA response element
(RARE) sequences located in promoter regions to
activate (or repress) gene expression. RXRs also
exist in 3 isoforms, RXR-a, RXR-f and RXR-vy
and they function as a heterodimer partner for many
other nuclear receptors [12], such as thyroid hormone
receptor. The signaling of RXR is very complex and
not yet fully understood. Of note, multiple ligands
have been found for RXR, including retinoids, but
the endogenous ligand that is most likely to activate
RXR is 9-cis-dihydro RA (9CDHRA) [13]. Further-
more, RXR can also function without ligands in some
cases [12-14].

Through its nuclear receptors (more often RAR-
RXR heterodimers), RA controls the transcription of
hundreds of genes, belonging to various gene path-
ways, including dopamine signaling and plasticity [3,
15]. Throughout life, RA is involved in cell growth,
differentiation and cell death: during development,
the action of RA is crucial since it is involved in the
patterning of tissues, especially in the central ner-
vous system [1, 5]; at adult age, RA continues to be
involved in the maintenance and homeostasis of cells
[16], and controls inflammatory responses, hormone
actions, reproduction and vision [16]. The endocrine
system is also tightly related to the retinoid system
because RXR forms heterodimers (sometimes in an
obligatory role) for some hormone nuclear receptors,
such as thyroid or vitamin D receptors [17].

Vitamin A and RA are stored in liver cells, and are
released on demand to act at target organs, such as
the brain. Vitamin A is transformed into retinalde-
hyde by retinol dehydrogenase (RDH) enzymes, and
retinaldehyde is further transformed in RA by reti-
naldehyde dehydrogenase (RALDH) enzymes [5, 10]
(Fig. 2). Due to their lipophilic nature, retinoids
are carried by specific proteins in the blood (retinol
binding proteins, RBP) and in cells (cellular retinol
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Fig. 1. Chemical structures of the main retinoids metabolized in the body. Retinol (vitamin A) is directly provided by animal sources.
Carotenoids, such as 3-carotene, are precursors of retinol from vegetable sources that can be converted into retinol by the organism. Retinol
is metabolized into retinal by enzymes of the RDHs family, which can also be converted back to retinol. Retinal can be metabolized into 11
cis retinal. A key bioactive metabolite produced from retinal is RA (all trans retinoic acid), which is irreversibly metabolized by a RALDH
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binding proteins, CRBP, and cellular retinoic acid
binding proteins, CRABP) to be taken to, and
have action, at other organs (Fig. 2). Intriguingly,
extracellular carriers (RBP) and the transmembrane
transporter (STRAG is stimulated by retinoic acid
6) have been identified for retinol, but not for RA,
yet RA is clearly present in the blood [18]. In addi-
tion, STRAG is not present on every cell, suggesting
passive diffusion or another transporter, not yet iden-
tified, play a role [19].

In the brain, all the machinery for retinoid meta-
bolism/catabolism, receptors and transport are pre-
sent, with a specific distribution of these proteins
depending on the brain structure and cell type [5, 10,
11, 20, 21] (Fig. 2). Remarkably in the hippocam-
pus, RA has been reported to be synthetized by the
meninges whereas RA has action at hippocampal
neurons [20]. In the dopaminergic nigro-striatal path-
way, it is likely that RA synthesis and RA action are
also unevenly distributed: the enzymes for produc-

tion of RA are concentrated in SNc¢ dopaminergic
neurons [3, 21, 22], whereas RA receptors are mostly
expressed in striatal neurons [11]. This is in line with
the paracrine action of RA that has been described
[1, 23], and recent data show that RA can act as a
retrograde signaling molecule in this pathway [24].
In addition, RA signaling has been involved in the
patterning of a specific dopaminergic nigrostriatal
pathway [25]. Of note, a recent study reports that
alpha-synuclein is a RA-carrier protein that regulates
transcriptional activity of retinoids [26]. This evi-
dence is in line with increasing literature showing
that alpha-synuclein is a lipid-binding protein [27].
Yet, alpha-synuclein aggregates have been found
to be expressed trans-synaptically in humans with
Lewy-bodies dementia [28]. Thus, alpha-synuclein
could be an extracellular carrier of RA in the nigro-
striatal pathway, but this has not been fully proven yet
(Fig. 2). In the study [26], RA triggers the transloca-
tion of alpha-synuclein in the nucleus in SH-SYS5Y.
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yet identified. Retinol is then bound to CRBP and metabolized into retinal by enzymes of the RDHs family. Retinal is further metabolized
into RA by a RALDH protein (notably ALDH1ALI in a sub-population of SNc neurons). RA is then transported to the nucleus bound to
CRABP protein. In the nucleus, RA binds to RA receptors (RARs), which activate the control of gene expression by RAR/RXR dimers on
genes with a RARE sequence in their promoter. Furthermore, as a trans-synaptic factor, RA can travel trans-synaptically from SNc neurons
to striatum neurons [24]. From the literature, it is possible that alpha-synuclein may serve as a cargo protein for the trans-synaptic transport
of RA [26]. Finally, RA can be degraded by the Cyp26B1 enzyme. RBP, retinol binding proteins; STRAG6, transporter stimulated by retinoic
acid 6; CRBP, cellular retinol binding protein; CRABP, cellular retinoic acid binding protein; RDHs, retinol dehydrogenases; RALDHs,
retinaldehyde dehydrogenases family (including ALDH1A1); RARE, retinoic acid receptor response element.

Here, we postulate that a lack of RA could impede
nuclear translocation of alpha-synuclein, thus favor-
ing accumulation and aggregation. The balance of
RA’s therapeutic and pathogenic roles needs to be
elucidated.

As for other target organs, retinoid signaling is im-
portant for brain function throughout life. During
development, retinoid signaling is a determinant for
neuronal development, maturation and differentiation
[1]. In particular, RA signaling is involved in the neu-
rogenesis and differentiation of striatal neurons [24,
29-32]. Studies with transgenic mice demonstrate
that RARP was necessary for the differentiation of
D1" medium size spiny neurons of the striatum [29],

as well as the formation of striosomes [32]. Other
studies show that ALDH1A1 was necessary for the
expression of p opioid receptors (highly expressed
in striosomes) [24] while RALDH3 induced the
GABAergic phenotype of striatal neurons through the
synthesis of RA [31]. An in vitro study also showed
that DARPP-32, a marker of medium size spiny neu-
rons, was induced by RA [30]. The late phase of
dopaminergic neuron differentiation is also linked to
proteins involved in RA signaling, suchas ALDH1A1
or NURRI (an orphan nuclear receptor expressed
in dopaminergic neurons that dimerizes with RXR)
[33-36]. Interestingly, a recent study with embryonic
carcinoma tissue showed that differentiation of cells



A. Marie et al. / Vitamin A and Parkinson’s Disease 953

can follow striatal or dopaminergic fates, depending
on the RAR subtypes that are activated [37].

In the adult brain, retinoid signaling is involved in
synaptic plasticity [3, 5, 38]. On the one hand, vitamin
A deficiency or dysfunction in RAR/RXR signaling
(transgenic RXR™/~ and/or RAR™/~ mice) alters
long term plasticity in the hippocampus [20, 39-42].
On the other hand, RA controls synaptic scaling,
an essential mechanism that allows homeostatic
synaptic plasticity [38]. When a neuronal network
is deprived of excitatory activity, the strength of
synapses is increased in order to compensate for this
low activity, which is called synaptic scaling. RA is
a major actor of synaptic scaling, through various
processes depending on the system studied, such as
externalization of AMPA receptors or internalization
of GABA, receptors [43-49]. Of note, these mech-
anisms can involve non-genomic action of RA and
their receptors by stimulating local dendritic protein
synthesis [38, 45, 50]. These mechanisms have been
described in cell cultures or in the hippocampus, but
rarely in the basal ganglia. One recent study showed
that RA regulates levels of AMPA receptors in cul-
tured nucleus accumbens neurons [51].

With aging, retinoid signaling remains necessary
for brain function, however, aging processes and
senescence eventually reduces vitamin A function
and efficacy. Indeed, data show that the liver reduces
its ability to release vitamin A and RA with age,
which can lead to decreased bioavailability for target
organs, especially the brain [18, 52, 53]. This leads
to reduced neurogenesis and reduced dendritic tree
arborization for pyramidal neurons in the hippocam-
pus [18, 54]. Thus, the decreased bioavailability of
vitamin A with age could contribute to age-related
cognitive decline, and the development of neu-
rodegenerative processes that underlie Alzheimer’s
disease and PD. Interestingly, increasing dietary vita-
min A intake can prevent the decrease of vitamin
A bioavailability [18, 53, 54]. Indeed, nutritional
studies show that dietary vitamin A is stored in the
liver and a proportion of vitamin A is directly trans-
ported to the brain through the portal vein system
[55-57]. A recent study showed that this ‘secondary
pathway’ for vitamin A absorption is particularly
dedicated to the brain [57]. Moreover, vitamin A
supplementation increases the amount of vitamin A
absorption through this pathway, favoring brain sup-
ply and ‘escaping’ or by-passing liver storage [57].
Therefore, vitamin A supplementation may be a ther-
apeutic lever to improve bioavailability of vitamin A,
and thus retinoid signaling, in the brain.

Vitamin A and PD: Clinical studies

Epidemiological and clinical studies investigating
the link between vitamin A or retinoids/carotenoids
and PD have not shown a clear effect (Table 1). Orig-
inal studies, meta-analyses and reviews have mainly
found an absence of link between the disease and the
dietary intake [58—66]. More recent studies found an
association between low dietary intake of 3-carotene,
or low levels of blood a-carotene, [3-carotene and
lycopene with the progression of PD [67, 68]. These
studies are based on nutritional intake or retinol blood
levels, and therefore they do not provide informa-
tion about the vitamin A status of patients, i.e., the
bioavailability of vitamin A and RA for target organs,
such as the brain. The level of retinol in the blood
is correlated to nutritional intake, but is also tightly
controlled by homeostatic processes to maintain a
constant value around 2 pg/ml [52]. Thus, the retinol
level in the blood is not a reliable marker of vitamin A
and RA functionality. More relevant measures would
be gene expression of RA receptors (RAR/RXR) or
retinol level in the cerebral spinal fluid [69]. Mea-
suring RA concentration in the blood or the cerebral
spinal fluid would also be more informative, but it is
highly challenging due to its biochemical instability
[70].

Of note, ALDH1A1, a synthetic enzyme for RA,
has been described as a biomarker for PD, since its
reduced expression has been found in the blood and
brain of PD patients [71-73] (see below).

Vitamin A and PD: Preclinical studies

Despite the lack of association between dietary
vitamin A and PD in humans, important links have
been established between the pathophysiology of the
disease and proteins involved in the metabolism of
vitamin A and retinoids. Preclinical evidence for vita-
min A’s role in the pathogenesis of PD has been
established by various manipulations of vitamin A
and its pathways: dietary supplementation, dietary
deficiency, knock-out mice for retinoid receptors,
treatments with vitamin A derivatives in vivo or
in vitro.

First, evidence came from the discovery that the
development and fate of the nigro-striatal pathway
is under the control of nuclear receptors from the
retinoid receptor family, namely RAR, RXR and
Nurrl [8, 34, 36, 74, 75]. Of note, the striatum is
the brain structure that expresses the most RARP
and RXR+y [11] and expression of D1 and D2 recep-
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Table 1
Summary of the main clinical studies that have directly or indirectly investigated the relationship between vitamin A and Parkinson’s disease
Design Factors quantified ~ sample size Method SNc changes* Main outcome(s) Study
Cased-control  Dietary factors in 103 sporadic PD, Food frequency No association between [58]
study PD 103 control questionnaire consumption of vitamin
cases A-containing foods and
PD.
Cased-control ~ Serum levels of 61 sporadic PD, ‘Whole blood No association between [62]
study retinoids in a PD 61 control cases collected carotenoids / retinoids
case-control serum levels and PD.
study
Cased-control ~ Dietary factors in 144 sporadic PD, Food frequency No association between [63]
study PD 432 control questionnaire consumption of vitamin
cases A-containing foods and
PD.
Cased-control ~ Serum levels of 104 sporadic PD, Venous blood Serum level of B-carotene  [67]
study retinoids in a PD 52 control cases collected (but not retinol) is lower
case-control for PD patients
study compared to control,
and is also lower in
early PD group than in
advanced PD group.
Cased-control ~ Reduction of 13 sporadic PD, Brain SNc ALDHIAT N\ ALDHI mRNA is [71]
study ALDHI1A1 14 control cases sections specifically and
expression in markedly
DA neurons down-regulated in DA
neurons of SNc¢ in PD.
Cased-control ALDHIAT1 as a 22 sporadic PD, ‘Whole blood ALDI1AL1 is a biomarker [72]
study peripheral 33 control cases collected with high sensitivity
biomarker for and specificity to
diagnosing identify the risk of
sporadic PD developping PD.
Cased-control ~ Reduction of 10 sporadic PD,9  Brain SNc ALDHIAI1 N\ The clustering of [73]
study ALDHI1A1 control cases sections DA neurons \ ALDHI1A1-positive and
expression in -negative DA neurons in
DA neurons human SNc is different
between PD and control
cases. A reduction of
ALDHI1A1 may render
DA neurons more prone
to degenerate.
Cased-control ~ Serum levels of 41 sporadic PD, Whole blood No significant changes of  [207]
study retinoids in a PD 41 control cases collected retinoids and
case-control carotenoids serum
study levels in PD patients.
Prospective Risk factors for 13,979 people at Food frequency No significant association [64]
study PD start; 395 questionnaire between vitamin A
incident PD and intake and PD.
2,320 control
cases, 17 years
later
Prospective Link between 371 incident PD in  Food frequency High intakes of [66]
study dietary 124,221 questionnaire carotenoids do not
antioxidant population appear to reduce the
vitamins and cohort risk of PD.
risk of PD
Prospective Link between 1,329 incident PD  Food frequency Dietary intake of [68]
study dietary in 84,774 questionnaire [3-carotene is associated
antioxidant population with a lower risk of PD.
vitamins and cohort
risk of PD

*compared to control cases.
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Table 2
Summary of the main studies relating the impact of vitamin A pathway alterations (dietary intake, receptors or ALDH1A1) in Parkinson’s
disease rodent models. VAD, vitamin A deficient; DIR, dopamine D1 receptor; D2R, dopamine D2 receptor; TH, tyrosine hydroxylase; DA,
dopamine; DOPAC, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; SHT, serotonine; HVA, homovanillic acid: A53T mice, transgenic mice that overexpress
human a-synuclein with a PD-associated mutation (A53T)

Model Behavioral tests Motor behavior* Striatal changes™ Survival of SNc a-synuclein Study
neurons® aggregation®
A53T/aldhlal KO  Rotarod, open o /" a-synuclein o J [73]
mice field
RAR/RXR KO Rotarod, open N\ DIR; D2R \\\{ [76]
mice field
VAD rats Rotarod, motor NN\ DIR, D2R, TH, [84]
activity DA/DOPAC = ChAT
NN
VAD rats EEG recording, o DA and [85]
motor activity, SHT =DOPAC
open field N
RARSP antagonist EEG recording \y wake periods DOPAC and [113]
in mice HVA=TH, DIR
\\ ratio
HVA/DA \,
aldhlal KO mice baseline DA 7 More TH* [133]
evoked DA N\ neurons
DOPAC \,
aldhlal/aldh2 KO  Rotarod, open AW DA, DOPAC, N [134]
mice field, actimetry, DOPAC/DA \(
gait, Y-maze DOPAL
*compared to control group.
tors in the striatum is under the control of retinoid increase TH™ neurons in the SNc and THT terminals
receptors [74, 76]. Furthermore, Nurrl is an orphan in the striatum [80]. Vitamin A has also been shown,
nuclear receptor expressed in dopaminergic neurons in vitro, to destabilize aggregates of a-synuclein
that dimerize with RXR and has been linked to PD [82], although a contrary result has been reported
[75]. In mutant mice lacking RAR/RXR or Nurrl, [83].
dopaminergic neuron development was altered and Beyond the use of retinoid derivatives, some stud-
associated with motor impairments in adult age ies have directly investigated the role of dietary
[8, 36, 76]. These early observations indicate that vitamin A in the pathogenesis and pathophysiology
retinoid receptors are involved in the development of PD (Tables 2 and 3). Vitamin A deficient rats
of the nigro-striatal pathway, with consequences have motor impairments similar to those observed
on motor function, and it has been postulated that in rat models of PD or in mice lacking retinoid recep-
retinoids could be involved in the pathogenesis of PD tors [84]. Another study reported that vitamin A
(Table 2). deficiency impaired dopaminergic transmission [85].
Later, important results have been obtained with Furthermore, the only study that has investigated the
the ligand of these receptors, namely RA or syn- impact of dietary vitamin A supplementation showed
thetic derivatives (Table 3). Injection of nanoparticles that vitamin A administration for 4 weeks before
loaded with RA powerfully reduces dopamine neu- the 6-OHDA lesion in the SN¢ improved movement
ron degeneration in the SNc in a mouse model of PD deficits in 6-OHDA rats [86]. While the behavioural
[77]. Similarly, pre-treatment with 9-cis RA reduces improvement was small, the effect on neuronal sur-
midbrain dopamine neuron loss in a rat model of PD vival was not clear. Therefore, more studies are
[78], as well as neurotoxicity induced by metham- needed with vitamin A supplementation in animal
phetamine [79]. Furthermore, protection of midbrain models.
dopamine neurons is afforded by exogenous ligand From these preclinical studies, it is clear that vita-
activation of retinoid-related receptors (Nurrl-RXR min A derivatives and their receptors are involved in
heterodimers) [80, 81]. In particular, chronic in vivo the homeostasis of SNc dopaminergic neurons. How-
injections of Nurrl:RXRa heterodimer activators in ever, direct involvement of vitamin A metabolism in

mouse models of PD reduce motor impairments, the pathogenesis of PD has not been established.



Table 3
Summary of the main studies relating the impact of vitamin A pathway enhancement (dietary intake, vitamin A derivatives, or receptors ligands) in Parkinson’s disease rodent models
PD model Supplemen- in vitrolin Behavioral Motor Survival of SNc proteins Striatal a-synuclein® Neuroinfla.*  Ox. stress* Study
tation vivo tests behavior* SNc changes™ proteins
neurons® changes™
Mice MPTP; NURRI:RXRa  Both Rotarod Y Vaa TH,DA ~, TH S/ / [75]
6-OHDA; activator
AAV
a-synuclein
MPTP mice RA in striatum in vivo Y TH, Pitx3, TH, NURR1 [77]
NURRI1 (old mice)
o S/
6-OHDA rats 9-cis RA (icv) Both Rotational S I TH /~ DA release & [78]
test clearance
s
Metamphet. in 9-cis RA (icv) Both Motor /! S/ TH / [79]
rats activity
6-OHDA on RXR agonists in vitro J [81]
mouse primary
cultures
a-synuclein Vitamin A and in vitro \{ a-synuclein [82]
{-carotene fibrils
AS53T mice DHA; RXR over in vitro /" oligomers [83]
expression;
9-CIS RA
6-OHDA rats vit. A in vivo Rotarod No effect No effect TH= TH= Iba-1N\ TNF-a, [86]

GFAP I-18 N\

*compared to PD model without supplementation.
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VITAMIN A AND DERIVATIVES FOR THE
PROTECTION OF DOPAMINERGIC
NEURONS IN THE BRAIN

Antioxidant power of vitamin A

Oxidative stress is defined as ‘an imbalance be-
tween the oxidants and antioxidants in favor of
the oxidants, leading to a disruption of redox sig-
naling and control and/or molecular damage’ [87,
88] and is a factor for neuronal degeneration in
PD [89]. In this context, oxidative stress refers
mainly to the formation of free radicals, reactive
oxygen species (ROS) that are overproduced by
complex I and II of mitochondria in dopaminer-
gic neurons [90]. These free radicals are toxic for
cells due to their reactivity and ability to damage
biochemical elements. In physiological conditions,
the balance between oxidants and antioxidants is
maintained by enzymatic antioxidants and non-
enzymatic oxidants, and retinoids are part of the
antioxidant system [88]. In parkinsonism, accumu-
lation of excessive free radicals in dopaminergic
neurons underlies dysfunction of mitochondrial com-
plex I [90, 91]. The origin of this dysfunction is
not known and likely to be multiple. Yet, some
features of midbrain dopaminergic neurons are
thought to favor oxidative stress: (i) their highly
branched unmyelinated axons have high bioenergetic
demands [92], (ii) pacemaker activity of these neu-
rons (2-10Hz) produces a constant relatively high
level of intracellular calcium level and thus causes a
continuous bioenergetic burden for calcium buffering
[93, 93], and (iii) metabolism of dopamine creates
ROS metabolites that interfere with the function of
mitochondrial complex 1[90, 93]. Of note, dopamine-
3,4-dihydroxyphenylacetaldehyde (DOPAL) is a
highly reactive metabolite of dopamine that exacer-
bates a-synuclein aggregation [94]. These features
are not exhaustive and other pro-oxidant factors
in dopaminergic neurons, such as metals, do exist
(for review, see [89]). Together, multiple sources of
free radical production are proposed to explain the
vulnerability of midbrain dopaminergic neurons to
degenerate in PD.

Retinoids and carotenoids are antioxidants due to
their ability to inhibit peroxidation, scavenge free rad-
icals and maintain the balance between oxidants and
antioxidants [91, 95-98]. However, studies indicate
that high doses of vitamin A supplementation can
conversely induce an imbalance between oxidants
and pro-oxidants, in favor of oxidants [99—101]. Most

of the data concerning the antioxidant role of vitamin
A and associated retinoids have been collected from
the heart or liver, but data have rarely explored the
antioxidant (or pro-oxidant) role of vitamin A in the
neurodegeneration of dopaminergic neurons. Indeed,
the role of antioxidants in the progression of PD has
been investigated for other vitamins, such as vitamin
E or vitamin C [91], but not directly for vitamin A or
other retinoids. Therefore, the role of dietary vitamin
A on oxidative stress in PD remains to be explicitly
studied.

The neuroinflammation action of vitamin A

Neuroinflammation is a common feature of neu-
rodegenerative diseases. Even though the role of
neuroinflammation in the pathophysiology of these
diseases is established [102], involvement of neu-
roinflammation in their pathogenesis is not yet
demonstrated. However, reducing neuroinflamma-
tion is generally a way to curtail disease progression
and several pharmacological agents have been tested
to address this gap in understanding.

In this context, it is logical to investigate the
potential anti-inflammatory role of vitamin A in PD.
Indeed, vitamin A is involved in the development,
maturation and differentiation of immune organs and
cells [103]. Moreover, vitamin A has the propensity
to reduce pro-inflammatory factors and enhance anti-
inflammatory factors, in the periphery as well as in
the brain [104, 105]. Specific to neuroinflammation,
in vitro studies demonstrate that application of RA
to astrocytes or microglial cells reduces inflamma-
tory responses induced by lipopolysaccharide (LPS),
a bacterial endotoxin [106, 107]. Related to PD,
a study clearly demonstrated that pharmacological
stimulation of RAR in vitro and in vivo reduces neu-
rodegeneration of midbrain dopaminergic neurons
induced by an immune challenge. A more recent
study observed a protective effect of dietary vitamin
A in arat model of PD by reducing pro-inflammatory
factors (TNF-q, IL-1pB, Iba-1), which was accompa-
nied with an increase in GFAP staining, suggesting
increased astrocytic reactivity [86].

The role of retinoids in dampening neuroinflam-
mation appears an important mechanism to impede
neurodegeneration in PD. However, given the lim-
ited number of preclinical studies, more research is
needed to better understand the underlying mecha-
nisms.

In PD, the classical scheme of neuroinflammation
indicates that pro-inflammatory factors are produced
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by activated microglia and astrocytes. In addi-
tion, pro-inflammatory factors released by peripheral
macrophages can penetrate brain tissue because the
blood-brain barrier becomes leaky [108]. It is likely
that these pro-inflammatory factors contribute to
oxidative stress in dopaminergic neurons, which fur-
ther activate neuroinflammatory processes [60, 102,
108, 109].

Related to neuroinflammation and oxidative stress,
studies exploring the role of vitamin A metabolism
in the control of circadian rhythms and sleep deserve
attention. A main prodromal symptom observed in
PD is sleep disorder [110] and it is also observed
in rat models of PD [111]. These sleep disorders are
mainly alack of REM sleep, but can also exhibit other
forms of sleep deficits. Retinoid signaling is involved
in sleep wave rhythms, as demonstrated in mice with
RAR KO mice [112], vitamin A deficiency [85] or
pharmacological inhibitors [113]. Importantly, these
studies also highlight that reduced vitamin A func-
tion induced changes in sleep wave rhythms that were
associated with alterations in striato-nigral dopamin-
ergic transmission [85, 113].

In addition, circadian rhythms are also altered
in PD, which could contribute (even initiate) to
the vicious cycle between neuroinflammation and
oxidative stress [114]. Multiple evidence shows that
vitamin A, through RA and RAR/RXR receptors,
controls the gene of the circadian oscillator [115].

Vitamin A and neurogenesis

Under physiological conditions, neurogenesis hap-
pens in restricted regions of the adult mammalian
brain such as the subgranular zone of hippocampal
dentate gyrus and the subventricular zone (SVZ) of
lateral ventricles, two areas that neural stem cells
develop [116]. Neurogenic niches are endogenous
sources for new neurons that can be used for brain
repair strategies [117]. It has been demonstrated that
RA is necessary for adult hippocampal neurogene-
sis [3, 118]. Indeed, nutritional vitamin A deficiency
induced spatial memory deficits and adult hippocam-
pal neurogenesis alterations, that are corrected by RA
treatment or vitamin A supplementation in rodents
[119, 120].

In rodent models of PD, due to the proximity
of the SVZ with the striatum (and thus dopamin-
ergic afferences), stem cells from this area can be
recruited following a lesion. Some studies have
established the potential therapeutic benefit of neu-
rotrophic factors and proposed them as suitable

candidates for stimulating neurogenesis after induc-
tion of neurodegeneration [121]. Among these
neurotrophic factors, CDNF (cerebral dopamine neu-
rotrophic factor) is the most promising treatment
for PD due to its selective effects on dopaminer-
gic neurons. Thus, it has been shown that intra-SVZ
administration of CDNF enhances the prolifera-
tion and migration of neural stem cells toward the
6-hydroxydopamine (6-OHDA)-lesioned striatum
accompanied by improvement of motor dysfunctions
in parkinsonian rats [122].

In this context, vitamin A and RA are also pro-
mising molecules to enhance the generation and
long-term survival of SVZ-derived neurons after PD
lesions. Indeed, RA is a potent mitogen for SVZ neu-
roblasts, and is required for their migration to the
olfactory bulb [123]. More recently, the manipula-
tion of endogenous stem cell populations from the
SVZ created an opportunity to induce neurogene-
sis and influence brain regenerative capacities in the
adult brain. Herein, new approaches demonstrated the
ability of RA loaded-nanoparticles to induce neuro-
genesis exclusively after being internalized by SVZ
stem cells both in vivo and in vitro [124-126]. Sim-
ilarly, combined RA treatment with environmental
enrichment enhanced the generation and long-term
survival of SVZ-derived striatal neurons after stroke
[127].

These data indicate that recruiting endogenous
SVZ neural stem cells toward striatal regions exhi-
biting retrograde degeneration of dopaminergic affer-
ents in PD brains by stimulating retinoid signaling
could be a way to slow down the neurodegeneration
of nigrostriatal dopaminergic neurons, and to allow
functional recovery. Retinoids could also be as used
a molecular factor to improve the durability of cell
grafts that are currently developed to promote cell
repair [4, 128]. In this later case, retinoid signaling
could be envisaged as a treatment strategy.

Pivotal role for ALDHIAI

Beside the potential role for vitamin A to con-
trol neuroinflammation and oxidative stress, vitamin
A’s action may also be specific to dopaminergic neu-
rons by controlling the retinaldehyde dehydrogenase
1 (ALDH1A1) enzyme.

As mentioned above, RA in the adult brain controls
homeostasis of dopaminergic neurons and dopamin-
ergic transmission by controlling the expression of
tyrosine hydroxylase, D2-like receptors, and the RA
synthetic enzyme, ALDH1A1 [3]. ALDHIALI is a
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retinaldehyde dehydrogenase enzyme that is part of
the aldehyde dehydrogenase superfamily of enzymes
whose main function is to synthesize RA from reti-
nal [129] (Figs. 1 and 2). These enzymes form a vast
family that has multiple functions, such as acetalde-
hyde detoxification [129]. It exists as 3 isotypes
of RALDH: RALDH1 (ALDH1A1), RALDH2 and
RALDH3. ALDHI1AL1 is coded by the gene Aldhlal
but the enzyme has multiple names in the litera-
ture: Aldlal, RALDHI, ALDHI1, Ahd2. Excluding
dopaminergic neurons, RALDH?2 is the main isotype
expressed in the brain [130]. Dopaminergic neurons
are unique in the brain because they are the only ones
to express the ALDH1AL1 isotype in the adult brain
[21]. Specifically, only a subset of midbrain dopamin-
ergic neurons in the SNc and ventral tegmental area
express this enzyme [131], making ALDHIAI a
marker for this subpopulation. This dopaminergic
subpopulation is interconnected with striatal neurons
and mice lacking these neurons display motor impair-
ments [132]. Mice lacking the ALDH1A1 enzyme
also display motor impairments and alterations in
dopamine release [132—-134], consistent with associ-
ated motor deficits and reduced levels of ALDHIA1
reported from clinical studies [71-73] (Table 1).
Remarkably, ALDH1A1~/~ mice also display a lack
of mu opioid receptors MOR1 expression in strio-
somes compartments [24, 25].

In addition to these preclinical data brought by
ALDHIA17/~ mice, it appears that ALDHIAI
labelled neurons correspond to the dopaminergic sub-
population that is the most vulnerable to degeneration
in PD [135, 136]. Specifically, data obtained from
humans and rodent models of PD indicate that neu-
rons that degenerate early are those that express the
gene Aldhlal coding for ALDHI1A1 [73, 131, 137].

This raises the question of why ALDHIAI ex-
pressing neurons are more vulnerable in PD? Is
ALDHIA1 a marker for neuroprotection or neuro-
degeneration? ALDHI1A1 is neuroprotective, be-
cause these dopaminergic neurons stop expressing
ALDHI1AT1 before degenerating [71, 73, 137]. Impor-
tantly, these observations are not only based on
animal studies, since a reduction of ALDHIAIt
neurons has also been observed in the SNc of
patients with PD [137]. Therefore, the scenario
envisaged is that ALDH1A1" neurons stop express-
ing ALDH1A1 (for unknown reasons, discussed
later), which triggers their degeneration. In support
with this, accumulating data show that ALDHIAI,
beyond synthesizing RA, plays an essential detoxify-
ing role. Indeed, ALDH1A1 has the ability to degrade

DOPAL, a highly oxidizing dopamine metabolite
that induces oxidative stress and aggregation of o-
synuclein proteins [94]. Thus, DOPAL could be a
major contributor to dopaminergic neuron loss in
PD, whereas ALDH1A1 would preserve dopamine
neurons by degrading DOPAL [73, 94, 137, 138].
This potential mechanism is consistent with the ‘cat-
echolaldehyde hypothesis’ [139-141].

In support of the catecholaldehyde hypothesis,
unintentional over-inhibition of ALDHIA in humans
has produced patients with parkinsonism symptoms,
following disulfiram (used as Antabuse® for the
treatment of alcoholism) intoxication [142, 143]. Fur-
thermore, the toxicity of some pesticides, such as
benomyl or rotenone, is due to the inhibition of
aldehyde dehydrogenase enzymes [138, 144-146].
However, in these articles, the ALDHs that are stud-
ied are mostly mitochondrial ones and ALDHI1AL is
not investigated. Still, pesticide exposure is a known
cause of PD and these studies highlight the crucial
role of ALDH enzymes in the survival of dopamin-
ergic neurons.

Beyond this pharmacological/exogenous inhibi-
tion of ALDHIAI, we do not know why and how
dopaminergic neurons stop expressing ALDHIA1
in parkinsonian patients. Nevertheless, ALDHIAI
expression is controlled by retinoid signaling. Know-
ing that ALDH1A1 expression may be an important
prodromal biomarker for PD [73, 137], we propose
the novel hypothesis that vitamin A metabolism is
involved in PD pathogenesis. Indeed, ALDHI1Al
expression is modulated by RA levels. More pre-
cisely, RA stimulates the expression of PITX3,
a transcription factor that controls expression of
ALDHI1A1 [77, 147, 148]. Mice deficient for PITX3
exhibit strong dopamine loss in the SNc [149-151]
and exhibit motor symptoms that are similar to ani-
mals with neurotoxic lesions [152, 153], which can
be reversed by RA administration [147].

In support of our hypothesis that vitamin A meta-
bolism is involved in PD pathogenesis, we recently
showed that aging in rats is accompanied by a
decreased bioavailability of RA in the brain [18].
Since aging is the greatest risk factor for PD, the
collapse of retinoid signaling in the brain could be
a contributing factor in a vicious cycle leading to
degeneration of ALDH1A1 +dopaminergic neurons
in the SNc. This proposed mechanism is presented
in Fig. 3. Multiple, disparate evidence supports our
hypothesis. However, the real association between
vitamin A status, RA bioavailability and dopamin-
ergic neuron loss in PD remains to be demonstrated.
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Fig. 3. Model of the dual role played by ALDHI1AI in the nigro-striatal pathway. ALDH1AL is involved in the metabolic pathway of RA
because it synthesizes RA from retinal. In parallel, ALDH1ALI is involved in catabolic pathway of dopamine because it degrades DOPAL
to DOPAC. Considering that RA controls the expression of ALDHI1A1 through PITX3, the model proposes that ALDH1A1 expression is
controlled by vitamin A bioavailability. SNc, substantia nigra pars compacta; SNR, substantia nigra pars reticulata.

This proposed mechanism also raises further ques-
tions about the subpopulation of dopaminergic
neurons that do not express ALDH1A1. Do dopamine
neurons without ALDHIA1 produce DOPAL? If
yes, what are the enzymes responsible for DOPAL
degradation in these neurons? What enzyme iso-
types are expressed? Furthermore, data indicate that
ALDHI1A1 determines the GABAergic nature of
neurons from the SNc [31, 154], which is in con-
trast (but not necessarily in contradiction) with data
indicating that RA is involved in the development of
dopaminergic pathways [8, 34, 36, 74, 75].

In conclusion, data support the theory that
ALDHI1AL is a pivotal enzyme for understanding
the role of vitamin A in the neurodegeneration of
dopaminergic neurons, but further investigations are
needed to confirm and strengthen these data.

PERIPHERAL ACTIONS OF VITAMIN A
IN PD

The enteric nervous system (ENS)

The ENS is the autonomous nervous system of
the gastrointestinal (GI) tract and it is connected to
autonomous and central nervous systems by the vagus
nerve. ENS neurons are remarkable in their diversity,
and they are highly organized [155]. In particular, the
ENS is rich in dopaminergic neurons.

GI dysfunctions, such as constipation or slowed
gastric emptying, are symptoms frequently observed
in PD, which can appear years before motor symp-
toms [156, 157]. These prodromal symptoms are
thought to be related to altered ENS function. Since
Lewy bodies and alpha-synuclein aggregates have
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been found in the ENS and dorsal motor nucleus of the
vagus nerve in PD patients, the disease may originate
from enteric alpha-synucleopathy and reach midbrain
dopamine neurons through the dorsal motor nucleus
of the vagus nerve [158]. These mechanisms may
involve dopaminergic neurons and/or epithelial cells
that produce dopamine, for the same reasons outlined
earlier for CNS dopaminergic neurons. Since propos-
ing this hypothesis in 2003, numerous preclinical
and clinical studies have been conducted [159-164].
In rodents, alpha-synuclein transport from the GI
to the midbrain and associated motor impairments
have recently been demonstrated [157, 164, 165]. In
humans, some evidence highlights the link between
GI dysfunction, synucleopathy in the ENS and sever-
ity of PD symptoms [157, 164]. However, this
evidence has also been rebutted by other studies
[166-169]. Therefore, the precise role of ENS synu-
cleopathy in the pathophysiology of PD is still under
debate.

In this context, we wonder whether vitamin A can
protect ENS neurons via similar mechanisms pro-
posed for midbrain dopaminergic neurons. RA plays
a critical role in the development and differentiation
of ENS neurons [170]. As for central dopaminergic
neurons, we could extrapolate that factors involved in
the development of ENS neurons are also critical for
their survival at adult age. In addition, vitamin A defi-
ciency in rats reduces the number of cholinergic and
nitrergic neurons in the ENS, which is associated with
altered colon motility [171]. Interestingly, reduced
colon contractility has also been found in RALDH
KO mice [172]. However, the impact of vitamin A
deficiency on ENS dopaminergic neurons does not
appear to have been investigated. From these data, we
can postulate that vitamin A metabolism is important
for survival of ENS dopaminergic neurons, and may
protect from their degeneration, but more research is
needed.

The gut microbiome

Gut microbiota composition has recently become
a focus for PD researchers [173-176]. A key study in
2016 demonstrated that human gut microbiota from
Parkinson’s patients worsens motor symptoms in a
mouse model of PD [177]. Furthermore, a two-year
follow-up study revealed that low counts of specific
bacteria such as Bifidobacterium (Actinobacterium
phylum) and B. fragilis (Bacteriodetes phylum) at
the beginning of the study was associated with much
worse symptoms of the disease two years later [178].

However, there is still a lack of preclinical and clin-
ical data explaining the links between impoverished
gut microbiome and progression of PD [179, 180].

Vitamin A deficiency may alter gut microbiota.
In mice, vitamin A deficiency reduces bacteria
from the Bacteroidetes phylum (to whom B. frag-
ilis belongs to), which altered energy homeostasis
of the animal overall, and resulted in glucose and
insulin intolerance [181, 182]. Young rats from vita-
min A deficient mothers also displayed a dysbiosis
of colonic mucosal microbiota, in particular with
reduced members of the Bacteriodetes phylum [183].
Another study revealed that retinol, but not other
retinoids such as RA or beta-carotene, inhibits growth
of B. vulgatus [184]. As a consequence, vitamin A
deficiency in mice increases the growth of B. vulga-
tus, but the consequence of this imbalance was not
evaluated. Conversely, RA is needed for Bifidobac-
terium growth [185].

Thus, two observations may converge; vitamin A
likely modulates gut microbiota composition, and PD
is associated with specific microbiota modifications.
However, the lack of studies about microbiota related
to PD, as well as related to vitamin A is too significant
to draw any hypothesis about the mechanisms linking
vitamin A dysfunction to microbiota changes in PD.

Link between vitamin A and other hormones
through RXR dimerization

Finally, vitamin A may influence the development
of PD pathophysiology indirectly via hormonal sys-
tems. Indeed, RXRs have a particular role because
they are dimer partners (sometimes obligatory) for
multiple nuclear receptors, such as thyroid receptor
(TR), Nurrl, Nur77 or vitamin D receptor (VDR).
Thus, retinoids (9CDHRA in particular) through their
binding to RXRs are at a crossroad between multi-
ple hormonal pathways, and vitamin A is considered
a hormone [186]. Furthermore, expression of RXRs
themselves are controlled by retinoids, therefore,
vitamin A status can regulate the function of RXRs
[187, 188]. In the context of PD, the bioavailability
of vitamin A can thus have an impact on hormonal
systems, which affect symptom progression, health
and wellbeing, but this interaction could be easily
overlooked.

The case of thyroid hormones

Thyroid receptors (TRs) are nuclear hormone
receptors for which heterodimerization with RXR
is obligatory. More precisely, RXR modulates the
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action of TR with the outcome dependent on the
ligands of both receptors [17]. Vitamin A defi-
ciency is associated with altered thyroid function,
while hypothyroidism is associated to decreased
RAR in humans [189]. RA modulates the expres-
sion of proteins involved in thyrocyte function and
can stimulate their differentiation [189]. Vitamin
A and thyroid metabolisms are thus intricately
linked even though underlying mechanisms are
not fully understood. With aging, levels of both
RARs and TRs are decreased as shown in rats and
humans [53, 190-193]. However, studies diverge
on RA’s ability to restore TR mRNA levels in
aged rats [53, 190-192]. Furthermore, thyroid hor-
mones stimulate metabolism and can increase the
production of ROS by mitochondria [194]. Thus,
thyroid dysfunction may be involved in idiopathic
PD pathophysiology through oxidative stress. In a
preclinical study, increased levels of T3 have been
found in 6-OHDA lesioned rats suggesting that cen-
tral dopaminergic denervation can act on thyroid
levels at the periphery, possibly through dysfunction
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of hypothalamic-pituitary axis [195]. In patients, thy-
roid hormone function has been poorly documented
so far and results are mitigated. One study indicated
that subclinical hypothyroidism was more frequent in
PD patients [196]. Another study indicated an asso-
ciation between the severity of motor symptoms and
level of free circulating thyroid hormones (fT3) [197].
However, hypothyroidism did not differ significantly
between parkinsonian patients and controls in a third
study [198]. Therefore, due to the lack of studies the
interaction between vitamin A and thyroid function
in the pathophysiology of PD has not been estab-
lished. Further investigations should be conducted,
particularly in patients with idiopathic origin, who
are over 60 years of age at the time of diagnosis, an
age where the thyroid function can be impaired by
aging processes.

The case of vitamin D

Vitamin D is renowned for its roles in immune
function and maintaining bone density (through the
control of calcium serum levels). As for TRs, expres-
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sion of vitamin D nuclear receptors (VDRs) is
controlled by RA, and RXR is an obligatory het-
erodimer for VDRs [199]. A correlation between
vitamin D levels and PD has been observed, but vita-
min D supplementation has not significantly reduced
disease status [200-202]. The SNc and the striatum
are two structures highly enriched for VDR and la-
hydroxylase, the enzyme that synthesizes the active
form of vitamin D [203]. Pre-clinical data show
that vitamin D protects dopaminergic neurons from
oxidative stress [199, 203-206]. In vitro, low (but not
high) doses of the active form of vitamin D protects
dopaminergic neurons (primary mesencephalic cul-
tures) from toxins [204]. In vivo, treatment with the
active form of vitamin D 1 week before 6-OHDA
lesion in rats increases motor activity, dopamine con-
tent in the striatum and number of THT neurons
[205, 206]. These studies suggest that the positive
effect of vitamin D is mediated by its antioxidant
effect. Thus, beyond the interactions that may exist
between vitamins A and D in the immune system,
these two vitamins may act synergistically in the
brain. However, the combined action of vitamins D
and A on the survival of dopaminergic neurons in
PD, notably through their partner nuclear receptors,
has not been investigated. Yet, this constitutes an
interesting avenue with easily translatable therapeutic
outcome.

CONCLUSION

This review explored multiple mechanisms that
vitamin A metabolism may contribute to PD patho-
genesis and PD pathophysiology. Indeed, altered
vitamin A metabolism and bioavailability is likely
to contribute to oxidative stress, neuroinflammation,
dopaminergic cell death, disturbance in biological
rhythms and endocrine homeostasis (Fig. 4). Thus,
vitamin A, as a nutritional factor may be at the
crossroad of multiple environmental and genetic fac-
tors of PD. Still, the central underlying role that
decreased vitamin A metabolism may have in PD
has been largely ignored. This may be due to the
lack of adapted methods for quantifying vitamin A
metabolism and bioavailability in humans.

From our overview, we propose that vitamin A
metabolism may be involved in the pathogenesis and
pathophysiology of PD in multiple ways (Fig. 4).
Of note, other possible ways have not been dis-
cussed here, such as the potential role of retinoids
in autophagy. At this stage, the most promising way

by which vitamin A metabolism may influence PD
pathogenesis and treatment is through the impact of
vitamin A on ALDHI1AL1 expression and neuroin-
flammation. A first step is to understand the role
of ALDHI1ALI in controlling dopaminergic cell sur-
vival, within the schema of the catecholaldehyde
hypothesis. However, other mechanisms of vitamin
A metabolism are likely relevant including oxidative
stress, neurogenesis in the SVZ, ENS function and
microbiota, thyroid hormone and vitamin D function,
but more data are needed to fully understand the role
of individual or combined mechanisms.

Finally, it is important to keep in mind that pharma-
cological treatments with retinoids have been studied
for a long time and these drugs have to be used in
precise conditions to preclude side effects [7]. In this
framework, targeting vitamin A, and not RA and its
receptors, may be a more conservative strategy since
vitamin A supplementation increases bioavailability
for the brain, and is better managed by organisms
than derivatives, with fewer side effects. Together, a
better understanding of the role played by vitamin
A metabolism in PD could open the way for new
approaches to dampen symptoms and improve health
and wellbeing for PD patients.
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