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Résumeé

La maladie de Parkinson (MP) se manifeste par une grande variété¢ de symptomes moteurs et
non-moteurs suite a une déficience dopaminergique issue de la mort des neurones de la
substance noire pars compacta (SNpc). Le traitement principal utilisé depuis des décennies est
la 1évodopa, un précurseur de la dopamine qui, malgré une efficacité¢ démontrée, peut induire
des complications motrices et non-motrices en moins de 3 ans d’utilisation. Malgré plusieurs
stratégies suggérées, ces complications demeurent une limite et un inconvénient majeur pour le
traitement des patients parkinsoniens.

L’efficacit¢ de certaines molécules avec un effet direct ou indirect sur la transmission
glutamatergique ainsi que certains ¢léments de la pathophysiologie et de I’évolution de ces
complications ont mené a une attention particuliere aux récepteurs glutamatergiques
métabotropiques et a leur potentiel dans le rétablissement de ces complications, particuliérement
le récepteur glutamatergique métabotropique 2 (mGluR2)

L’implication du mGluR2et son potentiel thérapeutique contre les complications au traitement
chronique a la Iévodopa, dont les hallucinations visuelles (HVs) et symptomes psychotiques et

les dyskinésies, ont été évalués.

A T’aide d’un modulateur allostérique positif (MAP) spécifique au mGluR2, ’effet de la
stimulation du récepteur a été évalué dans deux modeles animaux, soit les marmousets
parkinsoniens 1ésés au 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) et les rongeurs
hémiparkinsoniens 1ésés a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Des échelles évaluant les
symptomes dyskinétiques, dont des mouvements de chorée et de dystonie, et des symptomes de
type psychotique, dont la réponse a un stimulus non-apparent, des stéréotypies et de
I’hyperkinésie, ont été utilisées. Des effets bénéfiques contre les dyskinésies ont été observés
dans les deux modeles animaux et des effets bénéfiques contre les symptdmes de type
psychotique ont été observés chez les marmousets parkinsoniens. Une évaluation de la
distribution cérébrale des mGluR2 dans des tissus de patients parkinsoniens présentant des HV's
a également été faite et comparée a des tissus de patients parkinsoniens n’ayant pas d’HVs et de
sujets sains. Une diminution des mGIuR2 a été observée dans le cortex préfrontal et dans 1’aire
de Brodmann 21 du cortex temporal des patients ayant des HVs, des régions impliquées dans la

reconnaissance et traitement d’informations visuelles.



Ces observations démontrent que le mGluR2 a un bon potentiel comme cible thérapeutique pour
le traitement des complications issues de I’administration chronique de lévodopa dans la MP,

principalement les HVs et symptomes psychotiques et les dyskinésies.

Mots-clés : 1évodopa, dyskinésie, hallucination, maladie de Parkinson, mGluR2



Abstract

Parkinson's disease includes a wide variety of motor and non-motor symptoms as a result of
dopaminergic deficiency caused by the death of neurons of the substantia nigra pars compacta
(SNpc). The gold standard treatment for the past 6 decades is levodopa, a dopamine precursor.
Despite its proven efficacy, this treatment could induce motor and non-motor complications
within 3 years of chronic administration. Regardless of several strategies suggested for the
clinical management, these side effects remain an important limitation and a major drawback in
the treatment of patients with Parkinson's disease.

The efficacy of certain molecules with a direct or indirect effect on glutamatergic transmission
as well as several elements of the pathophysiology and the development of these complications
led to a particular interest in metabotropic glutamatergic receptors and their potential
involvement in the treatment of these complications, particularly receptor 2 (mGIluR2).

The specific involvement of mGluR2 and its therapeutic potential in the management of
levodopa-induced complications, more specifically visual hallucinations and psychotic
behaviors and dyskinesia, were evaluated.

Using a positive allosteric modulator specific to mGIuR2, the effect of stimulation of this
receptor was evaluated in two animal models, MPTP-lesioned parkinsonian marmosets and 6-
OHDA-lesioned hemiparkinsonian rodents. Validated scales were used to evaluate the
dyskinetic symptoms, including chorea and dystonia, and psychosis-like behaviours such as
response to non-apparent stimuli, stereotypies and hyperkinesia. A beneficial effect against
levodopa-induced dyskinesia was observed in both animal models and a beneficial effect against
psychosis-like behaviors was observed in parkinsonian marmosets. An evaluation of the
distribution of mGIluR?2 in brain tissues of parkinsonian patients with visual hallucinations was
also performed and compared to parkinsonian patients without visual hallucinations and healthy
subjects. A decrease in mGluR2 was observed in the prefrontal cortex and in the Brodmann area
21 in the temporal cortex of parkinsonian patients with visual hallucinations, areas that are
known to be involved in visual discrimination and processing.

These observations indicate that stimulation of mGIluR2 has a good potential as a therapeutic
target against levodopa-induced complications in PD, mainly visual hallucinations and

psychotic symptoms and dyskinesia.



Keywords : levodopa, dyskinesia, hallucination, Parkinson’s disease, mGluR2



Table des matiéres

RESUIMC ...ttt ettt et e e et e s bt e e st e snteesaaee 3
AADSTTACT ...ttt ettt ettt e b e h e e bt e et e e bt e e bt e bt e ebe e heeenbeenaeeeteen 5
Table dES MALICTES.......eeueiiietiiiteriieie ettt ettt ettt b et sttt et et esbeebesatesbeennens 7
LiSte des taDIEAUXK .....cviiiiitieiieteet ettt ettt st 11
LISTE d@S TIGUIES ...eeeueiieeiiie ettt e ettt e et e e et e e e taeeetaeesssaeessseeesaseeensseeesseesnneenns 12
LiSte des abréVIatiONS ... ..ceuiiiiiiiieeie ettt ettt et e neeas 14
REMETCICMEILS ...ttt ettt et se ettt e bt e bt et e se e e bt et e e st e beennesaeenseenneas 17
1. Chapitre I - INtrodUCHION ......coouiiiiiiiiieiiecie et e ebe et ebe e 18
1.1.  Lamaladie de ParkinSomn ...........cccoeiiiiiiiiiiiiiieeee e 19
1.1.1. HiStorique €t StatiStIQUES ...cc.vveeevieeeiieeeiiee et e et e e e e ree e e e e e re e e veeesaseeeeaeeens 19
1.1.2. Symptomes de la maladie de ParkinSon..........c.ccoceveriiniininninicniinnicneene 21
1.1.2.1. Diagnostic et SyMmptOMESs MOLEULS .......ccueeervrerrrerrreerrieereenreeeireeseeereesnesnseens 21
1.1.2.2.  SymptOmes NON-MOLEULS ........ceeruvierrrreeeiureenieeenireesreeesueeesseeesseessseessseesns 22

1.1.3. Etiologie et facteurs de riSqUE/PIOLECLEULS ............ovvevereeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneean. 25
1.1.3.1.  Facteurs GENCHIQUES ......cc.ueeuieriieeiieniie ettt ettt ettt ettt e e s 25
1.1.3.2.  Facteurs environnemeNtaUX ..........cceevueerueerueerueeriueenieenieenieesseesieeesreeseesneeens 26
FaCLEUIS PTOTECTEULS ...eeiiiiiiiieiiiiee ettt e e s e e et eeeene 27

Facteurs de TISQUE .......oeuiiiiiieiieeie ettt sttt siee et 28

1.1.4.  PathOphySIOIOZIC . ...cc.eovuiiiiriiiiiriiiieeee e 29
1.1.4.1. Processus pathologiques de 1a MP .........ccccooviiiiiiiiiiiiiieeece e 29
1.1.4.2. Développement de 1a MP.........cccoieiiiiiiiiiieecece e e 33
1.1.4.3. Régions et systemes de transmission affectés..........ccoeceeviiriiiniieeiienieeniene 35

1.2.  Traitements dans la maladie de ParkinSon............ccccoocueeiiiiiiiiiiniiiiieeeeeee 38
1.2.1. Traitements SYMPLOMAIGUES ......ccevvreriureerireeniieeeiieeeereeesreeesaeeesreessaseesssseeens 38
1.2.1.1. Traitements pharmacolOZIQUES .........c.ceecureeriuieeriieeriieerieeeeieeeeveeeraee e 38
1.2.1.2. Traitements ChirUrICaAUX .......cccueeruieriieriieeieeriieeieesieeereeseeeeteesreesbeeseneeseens 41

1.2.2. Traitements modificateurs de I’évolution de la maladie...........cccccoceevuereennnenne. 42
1.2.3. A0 16 o] o TR PRRRRUPPRRN 44
1.2.3.1.  Origine et ChronOlOZIC .......cccuieeiiiieeiiieeieeeee et e e 44



1.2.3.2. MECANISINES €1 €ETELS ...eneeeee ettt e e e e e e e aeeeeeeaenaans 46

1.2.3.3. Limites et effets adVerSes.......ccuiiiiiiiiiiiieiiieieeeee e 48

1.3.  Complications issues du traitement chronique a la 1évodopa ...........cceevvveriienieennnn. 51
L.3.1. DYSKINESIES c.uvviiiiieiiieiieiie ettt ettt ettt et e e saesbeessaeenseessneenseens 51
1.3.1.1.  SymptOmes €t IMPACE.....c..eeerurieeiriieeitieeeitieeeeeeeieeeereeesreeesreeesreeeseseeensseeens 51
1.3.1.2. Pathophysiologie et hypoth€Ses ..........cceciiieiiiiriiiecieecee e 53
1.3.2.  Hallucinations et symptomes pSyChOtIQUES ........c.cecvveriieriierieeiiienieeieeeie e 56
1.3.2.1.  SymptOmes €t IMPACE........cevvieriieriieeiieiieeieerie et estteereeseeereeseaeenbeeseneenseens 56
1.3.2.2. Pathophysiologie et hypoth€ses .........ccceeriiiiiiiiiiiii e 58

1.4. Mod¢les animaux dans la maladie de Parkinson .............ccocceeieeiiiniinniiienienieeene 61
141, MoOdEIeS NEUIOTOXIGUES ..vvevuvrerreerieriieeieeniieeteeneeeseessreesseessresseessseesseessseenseens 61
LA LT, MPTP et ettt ettt st 65
L4122, 0-OHDA ...ttt e b e s sse e e esaenseenseas 66
1.4.2. Particularité de I’étude des symptomes psychotiques..........cceeeeeveeenierieennnnnne 68
1.5. Le systeme glutamatergiqUe. ........cceecveeruieriieriieeieeniieeeeerreeeeeereessreeseeeseeseessneenseens 70
1.5.1. Récepteurs et transmission glutamatergiques ...........ccvevveeeieerieerieenveenieennneenns 70

1.5.2. Récepteurs glutamatergiques et leur potentiel thérapeutique dans les

complications de la 1évodopa chronique (dyskinésies et symptodmes psychotiques)........ 73
Chapitre I — Objectifs et HypotheSes ......cccuvvieiiiiiiieeiieeeiieee e 79
Chapitre IIT — Effet de la stimulation des mGIluR2s chez le marmouset .............c..c....... &3
3.1 MEhOOLOZIE ...ttt ettt ettt e e eanee 85
3.1.1. ADTIMAUX ettt ettt et e ettt e st e e sateeabeesseesabeeebeeenbeesseeenbeenneeenne 85

3.1.2. Induction du parkinsonisme et des comportements psychotiques et dyskinétiques

85
3.1.3.  Procédures experimentales. ..........ccoeveerieeriieeiieniieeieesiie ettt 86
3.1.4.  Evaluations Comportementales ...............o.ooovevueverereeeesueeeeeseeseereseeseseseenesean. 86
3.1.5. ANALYSES STALISTIQUES ..eeeuvveeriiieeeiieeetieeeieeesteeesteeeseaeeetaeesareeeseeeseseeesaseesnsneenns 90
320 RESUIALS ..ttt e 91
3.2.1.  Effet sur le comportement de type pSychotique.........ccceeevueevveriiieniieniienieeens 93
3.2.2.  Effet surles dySKINESIES .......eeiuiiriiiiiieiiieiieeieeiie ettt 96
3.2.3.  Effet sur le parkinsonisme et I’efficacité motrice de la Iévodopa..................... 99



4. Chapitre IV — Effets de la stimulation des mGluR2 chez le rongeur............c.ccouveeneee. 102

4.1, MEhOAOIOZIC .....vveeeeeieeciii ettt et e e et e e e tee e e aae e s aeeessseeessseeenseeennseeans 104
41010 ADIMAUX ettt ettt b et sttt b e bt e 104
4.1.2.  Induction du parkinsonisme et des comportements dyskinétiques................. 104
4.1.3. Procédures experimentales. ...........cccuvieevieeiiieeiiie e 106
4.14. Procédures expérimentales - d€ NOVO........ccceeeviieeiiieeeieecie e 106
4.1.5.  Evaluations comportementales des dySKinésies............cocoovvevereverreresrenennns 107
4.1.6. Analyses StAtISTIQUES ....eeevvieeiieriieeiieiieeieeriteeteeiteereesereebeesseeeseessnesseesseeenne 109

4.2, RESUIALS ....cciiiiiiiiecie ettt e et e e e e e et e e s be e e e beeeaae e e abeeenareeens 110
4.2.1. Induction du parkinsonisme et effet de la [évodopa ........cccveeevveeeiieeeiieennnen. 110
4.2.2.  Effet du LY-487379 sur les dyskinésies induites par la Iévodopa.................. 110

4.2.3.  Effet du LY-487379 sur les dyskinésies induites au temps du maximum de
concentration de I€VOAOPA ......c.viieviiiiiiicce e e e 115

4.2.4. Effet du LY-487379 sur le développement des dyskinésies suite au traitement a

1A TEVOAOPA ...ttt et ettt et et b e ta e eabeenaeeenreeneas 117

5. Chapitre V — Les mGluR2 dans les tissus humains de patients parkinsoniens............... 120
5.1 MEhOOLOZIE ....coneeieieieiie ettt ettt et et e e e 122
5110 EChANtIIONS c.ouveeeeereirreessiteeeiesiseess sttt 122
5.1.2. Lyse des tissus et quantification prot€ique ..........eccueeevuveeerieeeniireenieeeenieeennen. 123
5.1.3. IMMUNOBUVATAAZE .....ooovvvieeiiiecieee e e 124

520 RESUIALS ..ottt sttt ettt e neas 126
5.2.1. Comparaison entre les régions cérébrales chez les sujets sains.........c............ 126

5.2.2. Comparaison entre les patients parkinsoniens avec hallucinations visuelles et les
SUJELS SIS ..veeuerreerurreesureeesiteeeneteeessseeesseeassseeasseeasseeasseesssseessseesssseesssseesssseesssseesssseesnsses 128
5.2.3. Comparaison entre les patients parkinsoniens avec et sans hallucinations

visuelles 130

6. Chapitre VI — DISCUSSION ....eecviieeiiieeiieeeiieeeiieeeieeeeteeesveeesaeeessseeessseesssseesnsseessseesseens 134
6.1.1. Résumé et discussion des résultats de recherche ..., 135
6.1.1.1. Effet du LY-487379 chez le marmouset ...........ccceveevuenienennienieneeieneenne. 135
6.1.1.2. Effet du LY-487379 chez le rongeur ..........ccccceeveeviiienieeiieiecieeeee e 137
6.1.1.3.  Les mGIuR2 dans le cerveau humain ..........ccccevvevieiiniininncnicneciceene, 138



6.1.2. Effets généraux sur la transmission glutamatergique ..........cccecvveeeveeeeeveeennnen. 141
6.1.3. Le complexe MGIUR2/SHT2A ... 143
6.1.3.1. Effets et implication du COMPIEXE ......cccveeviiieiieriiiiieieeeee e 143

6.1.3.2. Concordance avec les traitements impliquant le systéme serotoninergique

et/0U glUtamMAtEIZIQUE......ceeuiieeiiieeiie ettt e et e e e e e e rareeeereeenseeenaeeennaeas 145

6.1.4. Implications de la présence des symptomes moteurs ..........cceecveeeeveeeenveeennnen. 146
6.1.5.  Discussion des modeles animaux et échelles utilis€s .........ccocevvervenerrieneenne. 148
6.1.6.  Le LY-487379, un choix benéfique. ........ccceeviieriiiniiiiiiiieieecie e 151
6.1.7. Perspectives et évaluations ClINIQUES .........cceeevveeeiieeeiieeeiie e 152
6.1.7.1.  Volet clinique : Eléments a considérer pour une réussite clinique ............. 155

23 10) FT0Tea :10) 1 LTI OO U USRI 158

10



Liste des tableaux

Table 1 : Exemples de symptomes typiques dans la maladie de Parkinson .............cccceuee.e. 24

Table 2 : Description et évaluation de modeles animaux neurotoxiques communs dans la MP

................................................................................................................................................... 63
Table 3 : Résumé de I’échelle d’évaluation des comportements de type psychotiques chez le
marmouset [ES€ au MPTP ..o s 68
Table 4 : Récepteurs glutamatergiques métabotropiques et leurs fonctions..........cccccveeeveeennee. 71

Table 5 : Echelle d’évaluation des comportements de type psychotiques chez le marmouset 18sé

AU IMPTP ettt b ettt b et st b ettt h et e 87
Table 6 : Echelle d’évaluation des dyskinésies chez le marmouset 1és¢ au MPTP ................. 89
Table 7 : Echelle d’évaluation du parkinsonisme chez le marmouset 1és¢ au MPTP.............. 89

Table 8 : Echelle d’évaluation de I’amplitude des MAIs chez le rongeur 1ésé a la 6-OHDA 107
Table 9 : Echelle d’évaluation de la durée des MAIs chez le rongeur 1ésé & la 6-OHDA....... 109
Table 10 : Régions c€rébrales EValuEes ..........ccueviiiriiieiieniieeiieiieeieeree e 122
Table 11 : Statistiques descriptives de la quantification relative des mGluR2 dans les différentes

1€ZI0NS CETEDTALES PAT GTOUPE ..enveeiiieiiieeiiieiie et ettt et ettt et e et esite et e sate e bt e seeeeaseesaneenne 133

11



Liste des figures

Figure 1 : Voies d’innervation dOpaminerZiqUE .........ccveeeruveeerureeeiuieesiieeesveeesreeesseesssseessneeens 30
Figure 2: Schématisation de 1’évolution de la perte des neurones dopaminergiques en
comparaison aux symptomes moteurs et non-moteurs de la maladie de Parkinson................. 31
Figure 3 : Exemples de corps de Lewy observés dans la maladie de Parkinson ...................... 32

Figure 4 : Stades d’évolution de Braak des corps de Lewy dans la maladie de Parkinson... 33

Figure 5: Ganglions de la base et régions adjacentes ..........ccceeevuveeeiieeeeiiieeniie e e 36
Figure 6 :  Processus métabolique de la 1évodopa / dopamine...........ccceecveeveenreecieenveeneennen. 46
Figure 7: Transmission dOPAMINEIZIQUE .......c..ceueeereeriieeirieriieeieenreereeseeeseessneeseessseeseessns 48
Figure 8 : Voies directe et indirecte de la boucle cortico-striato-thalamo-corticale................. 75

Figure 9 : Nombre total de minutes avec comportements (A) psychotiques dérangeants et (B)
dysKinétiques dErangeants. ...........cceeieeiiieriienieeiie sttt ettt e et esiee et e te e teesateebeeseeeeneens 92
Figure 10 : Effet du LY-487379 sur les comportements de type psychotique dans le temps... 94
Figure 11 Effet du LY-487379 sur les comportements de type psychotique durant I’effet

antiparkinsonien maximal de [EVOdopa. .........cceeeviiiiiiiiiiiiieee e 95
Figure 12 : Temps ON avec comportements psychotiques dérangeants. ...........cccecceevveeneennen. 96
Figure 13 : Effet du LY-487379 sur les dyskinésies dans le temps. ........ccccveevevieiniienniieenniene 97
Figure 14 : Effet du LY-487379 sur les dyskinésies durant I’effet antiparkinsonien maximal de
LEVOAOPA. .ottt et s e et e et e et e e et e e bt e e at e e bt e e nteeabeeenteeabeenneeeareen 98
Figure 15 : Temps ON avec dyskinésies dérangeantes...........c.cceeevuervierieneriieneenensieneeneeeens 99
Figure 16 : Profil du parkinsonisme dans le temps. .........ccocueriiiniiiiiiniiniiiceeeee 100
Figure 17 : Temps ON total des animauX. ......cccueevueeriiiiiiinieniienieeeeieeeee e 101
Figure 18 : Utilisation des membres antérieurs lors du test du cylindre...........c.coceeveriennenne. 110
Figure 19 : Scores intégrés de MAIs cumulatifs. ........cccoevveriininiiniiniiiiceccecee, 111
Figure 20 : Scores intégrés de MAIS aX1aUX. ......ccevveeeriieeiiieeiieeeiie e esree e e e 112
Figure 21 : Scores intégrés de MAIs des membres SUPETIQUTS. .......c.ceveeriiienieeiieenieiieeneee 113
Figure 22 : Scores intégrés de MAIS orolinguauX. ........ccccecueeviieniieniienieeieeeie e 114
Figure 23 : Scores de durée de MALIS. ......cocueviiriiiiinieniiietceeee et 116
Figure 24 : Scores d’amplitude de MAIS. ......cooiiiiiiiiiiie e 117
Figure 25 : Evolution des scores intégrés de MAIs tous types cumulés. ...........coccveeeueeunnne, 118

12



Figure 26 : Scores intégrés de MAIs cumulatifs suite a I’administration de Iévodopa. ......... 119
Figure 27 : Schématisation des régions €valu€es..........ceeevvieeiiieeiieeeiieeeee e 123
Figure 28 : Quantification relative médiane (+ écart semi-interquartile) des mGIluR2 dans le
GEOUPE COMNITOLE. ..vieniiieiiiiiiieeiieiie et ettt ettt e et e e e e e taeeteeeabeeseeesbeessaeenseensaeenseensnesnseensneenne 126
Figure 29 : Distribution de la quantification relative des mGluR2 dans le groupe contrdle. . 127
Figure 30 : Quantification relative médiane des mGIuR2 dans les régions corticales du groupe
COMETOLL. .ttt ettt sttt et e a bt e e s bt e st et e st e s bt et e eatesbeebeentenbeenees 128
Figure 31 : Quantification relative médiane des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le groupe
(670112 10 ) (OSSPSR 129
Figure 32 : Quantification relative médiane des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le groupe
IMP=SHV . ettt ettt ettt et s a ettt e e bt ettt s at ettt e neenees 130
Figure 33 : Distribution de la quantification relative des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le
groupe MP-SHV . .ot et 131
Figure 34 : Quantification relative médiane des mGIuR2 par région cérébrale dans les différents

GEOUPES EVALUCS. ..ottt ettt e st e e st e e s b e et ee e abeeeabeeenaeesnsneesnneeas 132

13



Liste des abréviations

6-OHDA : 6-hydroxydopamine

5-HT : Hydroxytryptamine 5 (sérotonine)

AC :Adénylate cyclase

AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate
ARNSi : Acide ribonucléique interférent

ASB : Albumine de serum bovin

ATP : Adénosine triphosphate

ATV : Aire tegmentale ventrale

BCA : Acide bicinchoninique

BHE : Barri¢re hématoencéphalique

CES5O0 : Concentration permettant 50% d’efficacité
CHUM : Centre Hospitalier de I’Université de Montréal
CL : Corps de Lewy

COMT : Catéchol-o-méthyltransférase

DAT : Transporteur dopaminergique

DMSO : Dimethyl-sulfoxide

ECL : Enhanced chemiluminescence

ERO : Especes réactives de 'oxygene

FDA : Food and Drug Administration

GABA : Acide y-aminobutyrique

GP : Globus pallidus

GPe : Globus pallidus externe

GP1i : Globus pallidus interne

HV : Hallucination visuelle

MALI : Mouvement anormal involontaire

MAO : Monoamine oxydase

MAP : Modulateur allostérique positif

mGluR : Récepteur glutamatergique métabotropique

mGluR2 : Récepteur glutamatergique métabotropique 2

14



mGluRx : Récepteur glutamatergique métabotropique x
MP : Maladie de Parkinson

MPDP" : 1-méthyl-4-phényl-2,3-dihydropyridinium
MPP": 1-méthyl-4-phénylpyridinium

MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NST : Noyau sous-thalamique

PK : Pharmacocinétique

PKPD : Pharmacocinétique/pharmacodynamique

PLC : Phospholipase C

PVDF : Polyvinylidene fluoride

RIPA : Radiolmmunoprecipitation Assay

SN : Substance noire

SNC : Systéme nerveux central

SNpc : Substance noire pars compacta

SNpr : Substance noire pars reticulata

TBST : Tris-Buffered Saline Tween

TCSP : Trouble du comportement en sommeil paradoxal

VMAT : Transporteur de monoamine vésiculaire

15



- La science consiste a passer d’'un étonnement a un autre - Aristote

16



Remerciements

Je remercie d’abord grandement tous les membres du jury pour leur générosité a consacrer
leur temps et effort dans la révision de cette thése. Je remercie également mon directeur, Philippe
Huot et mon co-directeur, Michel Panisset, pour leur supervision durant toutes ces années en

plus de leurs temps et efforts pour I’accomplissement des projets et de la rédaction.

Un grand merci a Daniel Lévesque pour son support et son aide trés précieuse pour toutes
les expériences d’immunobuvardage et Giovanni Hernandez pour le partage de toute sa grande
expertise, je ne pouvais espérer de meilleurs formateurs sur le sujet. Je remercie également René
Cardinal et Pierre Drapeau pour leur aide et support lors de la derniére ligne droite! Merci a
Pierre aussi pour sa générosité m’ayant permis de terminer mon projet. Merci aux membres du
CRCHUM autour de moi qui ont toujours été¢ disponibles pour m’aider dans mes multiples
questions, merci a Alexandre Desjardins et Meijiang pour leur aide de laboratoire et le partage

de leurs connaissances.

Un grand merci a toutes les personnes impliquées de pres ou de loin durant mon parcours
de doctorat, incluant les membres de mon laboratoire, les membres du laboratoire de Daniel
Levesque, merci a Yves Théoret et Nastya Kassir pour leur encouragement, merci a mes
collégues de travail pour leurs mots de motivation, merci a bien d’autres personnes pour toute

votre aide professionnelle ou personnelle!

Je remercie évidemment les membres de ma famille et tous les amis, qui m’ont encouragé
a ne jamais abandonner. Merci a Hamid pour son support continuel qui a grandement aid¢ a ce

que cette thése voit le jour!

Cette these est le résultat de I’implication de plusieurs personnes durant mon parcours, que
ce soit pour leur contribution dans les projets de recherche, dans le parcours académique ou pour
le support personnel. Sans toutes ces petites ou grandes implications, je ne serais pas la ou je

suis aujourd’hui et je vous en suis reconnaissante!

17



1. Chapitre I - Introduction

18



1.1. La maladie de Parkinson

1.1.1. Historique et statistiques

Il y a pres de deux siécles, James Parkinson, un médecin-apothicaire anglais, a
décrit pour la premicre fois les symptomes d’un nouveau trouble qui porte aujourd’hui son
nom. Ce qu’il nommait en 1817 la paralysie tremblante dans sa publication « an essay of
the shaking palsy » évoque parfaitement un des points cardinaux caractéristiques de la
maladie de Parkinson (MP), soit le tremblement. Ce document aujourd’hui emblématique
détaillait les symptdmes de quelques cas de patients atteints d’un trouble jusqu’alors non
identifié [1, 2]. Sa description des cas incluait différents symptomes moteurs maintenant
bien connus de la MP mais aussi certains symptomes qu’on qualifie aujourd’hui de
symptomes non-moteurs [1, 3]. Pendant plus d’un siecle, plusieurs médecins et experts,
dont Jean-Martin Charcot, Thomas Buzzard et James Ramsay Hunt, ont débattu sur
I’existence et la validité de ce syndrome clinique de James Parkinson, tel que I’a nommé
Jean-Martin Charcot [1]. L’origine et les caractéristiques histologiques de la MP sont

restées incertaines pendant des décennies.

L’identification en 1912 par Fritz Lewy d’inclusions cellulaires caractéristiques de
la maladie, dénommés corps de Lewy (CL) quelques années plus tard, fut une des avancées
clés pour la compréhension des aspects neuropathologiques de la MP, suivie par le travail
de theése de Tretiakoff démontrant une mort de neurones dans la SNpc chez des patients
parkinsoniens [4-6]. Les travaux de recherche de Arvid Carlsson et ses étudiants dans les
années 1950 et 1960 ont mené a la découverte de la dopamine et ensuite a sa confirmation
comme neurotransmetteur [7, 8]. Un autre moment tournant pour la caractérisation de la
MP concerne I’'implication de la dopamine dans cette maladie, plus précisément sa
réduction au niveau striatal [9, 10]. Ceci marquerait ’entrée d’un traitement
symptomatique révolutionnaire pour les patients, la 1évodopa, et de plusieurs découvertes
liées aux perturbations du systtme dopaminergique et d’autres systémes de
neurotransmission dans les décennies suivantes. Au fur des années, une précision des

caractéristiques cliniques de la MP et de certaines corrélations avec les caractéristiques
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pathologiques a apporté de grandes améliorations dans le suivi des patients et la

compréhension de la maladie et de son évolution.

La MP est la seconde maladie neurodégénérative la plus fréquente apres la maladie
d’Alzheimer [11, 12]. Malgré la présence de plusieurs études épidémiologiques,
I’estimation de la prévalence, soit le nombre total de cas existants, et I’incidence, soit le
nombre de nouveaux cas, de la MP dans la littérature demeure variable a cause des
différences environnementales et génétiques pouvant étre impliquées. Des méthodologies
différentes ainsi que des diagnostics variables et parfois erronés seraient aussi en cause
[13-15]. Une méta-analyse publiée en 2014 a évalué les résultats statistiques faits par porte-
a-porte et par échantillonnage populationnel de 47 différentes études incluant un diagnostic
fait par un professionnel de la santé. Une des principales observations de cette analyse est
¢videmment la grande influence de I’age sur la prévalence de la MP, celle-ci étant
grandissante avec un age croissant. Par exemple, la prévalence de la MP a été estimée a 41
cas par 100 000 individus de 40 a 49 ans et 428 cas par 100 000 individus de 60 a 69 ans
[13]. Malgré ces différences et variabilités, de maniére générale, on considére que la MP

affecte environ 1% de la population agée de plus de 60 ans [15].

La MP affecte davantage d’hommes que de femmes, cette prévalence n’étant
toutefois significative dans la méta-analyse que dans un seul groupe d’age, soit celui des
50 a 59 ans [13]. D’autres études ont pu observer une fréquence de la MP 1.5 fois plus

¢levée chez les hommes que chez les femmes [14].

Les ¢études d’incidence de la MP arrivent a des conclusions similaires aux études de
prévalence. L’incidence de la MP augmente de fagon constante avec 1’age, avec un taux
différent entre les hommes et les femmes, particulierement a des ages avancés. Le pic
d’incidence est atteint dans le groupe de 70 a 79 ans, estimé a 104.99 et 132.72 par 100 000

habitants chez les femmes et les hommes, respectivement [16].

Ces statistiques d’incidence dépendent de la qualité et de I’espérance de vie des
individus au moment évalug, et I’amélioration de celles-ci depuis les dernieéres années et
au cours des années a venir auront un impact important sur la présence de la MP dans la

société. L’incidence de la MP dans la population de plus de 50 ans a augmenté au cours
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€s 1€res années et pourrait étre augmentée de pres o au cours des
des 30 derniér nnées et rrait ét mentée d de 50% des 20
prochaines années, d’ou I’importance d’améliorer les soins et la prise en charge des patients

parkinsoniens [17, 18].
1.1.2. Symptomes de la maladie de Parkinson

1.1.2.1.  Diagnostic et symptomes moteurs

La MP inclut plusieurs symptomes moteurs et non-moteurs et son diagnostic
représente un défi de taille. En général, un diagnostic clinique requiert la présence de
bradykinésie, soit un ralentissement des mouvements, et d’un second élément entre le
tremblement au repos ou la rigidité [19]. Une des premicres difficultés du diagnostic
clinique réside dans la similitude des symptomes de la MP avec d’autres syndromes et
maladies liées aux troubles du mouvement, particuliecrement en début de maladie [20]. Afin
d’éclaircir les criteres de diagnostic clinique, la Société Internationale du Parkinson et des
Troubles du Mouvement (International Parkinson and Movement Disorder Society -
IPMDS) a mis en place il y a quelques années un groupe d’experts chargé d’évaluer et
d’apporter des recommandations pour le diagnostic de la MP. Parmi leurs suggestions
figurent 1’utilisation de la liste du Queen Square Brain Bank Criteria pour les symptomes
principaux, 1’évaluation de certains symptomes non-moteurs connus de la maladie et la
valeur ajoutée des tests génétiques pour la présence de mutations particulieres [21]. Deux
particularités additionnelles a observer pour le diagnostic de la MP sont ’apparition
asymétrique des symptomes, étant principalement unilatéraux particulierement en début de
maladie, ainsi qu’une bonne réponse thérapeutique aux traitements de remplacement
dopaminergique, dont la 1évodopa, bien que ce ne soit pas observé chez tous les patients
[22]. La Movement Disorder Society a également établi en 2015 des critéres aidant au

diagnostic de la MP généralement similaires a ceux présentés plus haut [23].

Malgré toutes ces avancées et clarifications pour le diagnostic clinique, le
diagnostic final de la MP n’est confirmé qu’aprés la mort du patient, suite a une évaluation
pathologique du cerveau. Des études ont indiqué que la valeur prédictive positive du

diagnostic clinique n’est que d’environ 75% a 80%, ce pourcentage étant légerement
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augment¢ lorsque I’évaluation est faite par un spécialiste des troubles du mouvement [14,
20, 21]. De nouveaux moyens plus innovateurs sont aujourd’hui explorés afin d’améliorer
le diagnostic de la MP, mais aussi de le devancer de plusieurs années, les outils de
diagnostic actuels n’étant utiles qu’une fois 1’évolution pathologique de la maladie bien
avancée avec la manifestation de symptomes moteurs. L utilisation d’algorithmes issus de
méga-données et de machine learning, incluant par exemple des symptomes avant-
coureurs, dont les symptomes non-moteurs, en est un bon exemple prometteur pour la
détection précoce de la maladie et I’amélioration des stratégies thérapeutiques dans la
recherche et pour le traitement clinique [24, 25]. La Table 1 présente des exemples de

symptdomes courants dans la maladie de parkinson.
1.1.2.2.  Symptomes non-moteurs

Malgré une caractérisation traditionnellement motrice de la MP, les symptdmes
non-moteurs font également partie intégrante de la maladie et sont méme un facteur
considéré dans I’évaluation des patients [21]. Les symptomes non-moteurs peuvent étre
observés de 2 a 10 ans avant I’apparition des premiers signes moteurs et 1’établissement du
diagnostic [26, 27]. Cette période prodromique peut varier entre les patients dans sa durée,

mais aussi dans les symptdmes qui s’y manifestent [27].

Une étude observationnelle incluant plus de 200 sujets a permis de comparer les
symptomes de patients parkinsoniens et de sujets sains. Celle-ci a observé une proportion
significativement supérieure chez les patients parkinsoniens pour 17 symptomes non-
moteurs. On y retrouve 1’apathie, la constipation et les problémes de sommeil présents chez
plus de 60% des patients nouvellement diagnostiqués et représentant le plus grand impact

[26].

Un des premiers symptomes observés chez plusieurs patients parkinsoniens est une
dérégulation de I’odorat. Les troubles olfactifs sont présents dans 50 a 90% des cas de MP
et peuvent €tre utiles pour la distinction entre certains troubles parkinsoniens [28].
Toutefois, malgré la fréquence de ce symptome et les différents tests olfactifs existants, il
demeure assez aspécifique et ne peut étre considéré comme un biomarqueur [29]. Au

niveau pathologique, des évidences démontrent que le bulbe olfactif fait partie des
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premicres régions cérébrales affectées dans la MP, ce qui coincide avec 1’apparition

précoce de troubles olfactifs [28].

Les dysfonctions du systéme nerveux autonome, dont la constipation et
I’hypotension, sont également fréquentes dans la maladie [27]. Les troubles du sommeil,
particuliérement le trouble du comportement en sommeil paradoxal (TCSP), sont observés
chez plus de 50% des patients, se manifestant généralement dans la période prodromique.
Le TCSP constitue d’ailleurs un facteur de risque de maladies neurodégénératives ou du
moins un signe précurseur, I’évolution vers un trouble neurodégénératif se manifestant
dans 40% des cas apres 5 ans et 52% a 92% des cas apres 10 ans [30]. Dans la MP, une
forte association a été établie entre les TCSP et les troubles cognitifs observés dans la
maladie. Plusieurs études longitudinales ont pu démontrer que les TCSP en sont méme un

facteur de risque [31].

Le déclin cognitif touche quant a lui une majorité de patients parkinsoniens et est
reconnu pour son impact majeur sur la qualité de vie, particulierement a des stades avancés.
Une étude longitudinale a pu confirmer les statistiques généralement observées, indiquant
qu’environ 50% des patients parkinsoniens avec des fonctions cognitives normales
développent des troubles cognitifs Iégers multi-domaines dans les 6 années suivantes [32].
En début de maladie, il s’agit principalement de troubles exécutifs et de difficultés
d’attention. Plusieurs tests sont suggérés avec divers criteres de dépistage et de diagnostic
afin de détecter une déficience cognitive légere, communément connue sous le nom de PD-
MCI [33]. Malgré la présence de multiples études sur le sujet, il demeure difficile de bien
distinguer les troubles cognitifs exclusivement liés a la MP de ceux provenant d’autres
maladies sous-jacentes [34, 35]. 1l est important de bien identifier ce trouble, d’abord afin
d’y apporter les bons traitements, mais aussi pour prédire I’évolution des symptomes, la
déficience cognitive légere étant un important facteur de risque dans le développement de
la démence li¢e a la MP et des hallucinations, d’autres troubles également fréquents dans

la maladie [35].

La démence li¢e a la MP est une déficience plus sévere ayant une prévalence de 15

a20% 5 ans apres le diagnostic de MP et de 46% 10 ans apres le diagnostic de MP. Celle-
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ci inclue une exacerbation de troubles cognitifs précoces mais aussi la présence
d’hallucinations, principalement visuelles, et de confusion [35]. Le risque de développer
de la démence est jusqu’a 5 fois plus élevé chez les patients parkinsoniens que chez les
sujets non-parkinsoniens, ce risque €tant directement corrélé a la durée et sévérité de la

maladie ainsi qu’a 1’age du patient parkinsonien lors du diagnostic [14].

La démence parkinsonienne est toutefois a distinguer de la psychose
parkinsonienne, cette derniére se manifestant dans 40% des cas et se caractérisant
¢galement par des hallucinations visuelles (HVs) et des délires [36]. La psychose
parkinsonienne est I’'un des troubles non-moteurs les plus débilitants de la MP, ayant un
large spectre de symptomes positifs qui incluent également des hallucinations mineures.
La présence de HVs est observée dans divers troubles liés a la MP et en fait un symptome

présent a différents stades de la maladie [37-39]. Ceci est discuté davantage plus bas.

Plusieurs autres symptdmes non-moteurs sont observés a différentes proportions,
tels que les troubles neuropsychologiques incluant la dépression et I’anxiété, les difficultés
visuelles mineures, la fatigue chronique et bien d’autres [27]. Les symptomes non-moteurs
dans la MP ont un impact significatif et majeur sur la qualité de vie des patients et de leurs
proches et sont souvent difficiles a traiter efficacement, notamment dus a leurs causes
pathologiques sous-jacentes variables. Le traitement des symptomes non-moteurs dans la

MP est aujourd’hui tout aussi important que le rétablissement des symptomes moteurs.

Table 1 : Exemples de symptomes typiques dans la maladie de Parkinson

Troubles moteurs Troubles non-moteurs

- Bradykinésie - Troubles olfactifs

- Tremblement au repos - Troubles du sommeil (dont le TCSP)

- Rigidité - Fatigue

- Dyskinésies - Troubles cognitifs et démence

- Instabilité posturale - Hallucinations, principalement visuelles

- Asymétrie des symptomes observés | - Troubles psychiatriques et psychose

(début unilatéral) - Troubles neuropsychologiques incluant la
dépression et I’anxiété

De plus : - Bonne réponse a la 1évodopa (particulierement les premieres années)

- Progression de la maladie
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1.1.3. Etiologie et facteurs de risque/protecteurs

La MP est une maladie hétérogéne dont 1’étiologie demeure complexe et incertaine.
Elle est considérée comme une maladie multifactorielle incluant des facteurs génétiques et
environnementaux. Une des principales hypothéses d’étiologie serait alors une exposition
significative a des toxines de personnes ayant déja des prédispositions génétiques [14, 40].
Une bonne compréhension de 1’étiologie de la MP aide a comprendre sa pathophysiologie
et 1’évolution de plusieurs symptomes. La MP se présente généralement sous forme
idiopathique, soit sans antécédents familiaux, ou plus rarement sous forme génétique, soit

causée par une mutation d’un géne spécifique.
1.1.3.1.  Facteurs génétiques

Les études de prévalence ont déterminé qu’environ 10 a 15% des patients
parkinsoniens auraient une histoire familiale de MP, ce qui confirme la présence de facteurs
génétiques dans la maladie [14, 15]. Malgré la présence minoritaire de la forme familiale,
son ¢étude génétique a permis de grandes découvertes également applicables pour les cas
idiopathiques. Plusieurs génes liés au développement de la maladie sont aujourd’hui
identifiés et étudiés. Le facteur de risque pour la MP, particuliérement la MP idiopathique,
est plutét un facteur polygénique, avec possiblement plusieurs mutations de geénes
différents impliquées simultanément. Plus de 20 génes identifiés dans la MP familiale ont
été répertoriés, ceux-ci prenant le nom de PARK avec leurs numéros de découverte

chronologique correspondants [40].

Des formes monogéniques de MP ont été identifiées mais sont relativement rares,
la dysfonction génétique la plus commune étant celle impliquant le géne LRRK?2 (leucine-
rich repeat kinase). Diverses mutations autosomales dominantes de ce geéne représentent
environ 4% de la MP héréditaire, avec un profil pathologique et clinique ressemblant a ce
qui est observé dans la MP idiopathique. D’ailleurs, des mutations de ce géne sont
¢galement présentes dans 1% des cas de MP idiopathique. D’autres mutations dominantes
de genes sont aujourd’hui connues, telles qu’une mutation dans le geéne de I’alpha-

synucléine SNCA, une des premicres a étre découverte dans la MP familiale [15, 40-43].
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Les mutations autosomales récessives identifiées dans la MP sont plus nombreuses. Celles-
ci incluent des génes impliqués dans les fonctions mitochondriales tels que PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1), DJI et PRKN (Parkin), ce dernier étant le geéne le plus
fréquemment affecté¢ parmi les mutations autosomales récessives de la MP familiale [40-
43]. La comparaison entre jumeaux homozygotes dont un seul est atteint de MP a identifi¢
des différences dans les fonctions mitochondriales et méme la traduction des génes sans
toutefois observer de différences génétiques a proprement parler [44]. Un suivi de 20 ans
de jumeaux dans une autre étude n’a observé aucun diagnostic de MP génétique, ce qui va

de pair avec I’hypothése d’une maladie multifactorielle [45].

Ces différentes mutations enclenchent des processus pathologiques décris plus bas
menant a la mort des neurones dopaminergiques et la formation de CLs. L’étude de ces
mutations permet de comprendre leur potentielle implication dans la MP idiopathique, mais
aussi de mieux comprendre les processus pathologiques sous-jacents menant au

développement de la maladie et potentiellement I’identification de cibles thérapeutiques.

1.1.3.2. Facteurs environnementaux

Contrairement aux facteurs génétiques, les facteurs environnementaux dans la MP
sont plus difficiles a évaluer a cause des changements courants dans I’environnement des
individus au cours d’une vie. L impact des facteurs environnementaux s’établit des années
et méme des décennies avant le diagnostic et il est difficile d’établir une cartographie
précise de ces facteurs, surtout a postériori. Toutefois, ces facteurs sont plus facilement
modifiables et peuvent étre utiles pour la prévention et la réduction du risque de développer

la MP [46].

L’¢échelle de Braak, un indicateur de 1’évolution pathologique de la maladie,
démontre que les premiers stades de la MP s’observent dans des régions impliquées dans
les fonctions olfactives et gastro-intestinales, deux fonctions directement affectées par des
facteurs externes. Ceci accentue 1’hypothése d’une implication potentielle de
I’environnement par I’intermédiaire de ces fonctions biologiques dans le développement

de la MP. Plus d’une douzaine de facteurs ont été identifiés, certains ayant démontré une
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corrélation directe avec le développement de la maladie (facteur de risque), d’autres

démontrant une corrélation inverse (facteur protecteur) [40, 46].

Facteurs protecteurs

Un des facteurs les plus étudiés est le tabagisme. Etonnamment, les études
épidémiologiques et méta-analyses semblent observer un effet protecteur chez les fumeurs
en comparaison aux non-fumeurs. Ceux-ci auraient jusqu’a 60% moins de risque de
développer la MP, avec un risque relatif de 0.35 a 0.70 dépendamment des études et
populations incluses [14, 47-49]. L’influence exacte de ce facteur et ses mécanismes sous-
jacents possiblement protecteurs sont complexes et demeurent un mystere sur plusieurs
aspects. Une relation dose-dépendante avec I’intensité et encore plus avec la durée du
tabagisme y est observée [14, 48, 49]. La présence de multiples composants dans le tabac
et les cigarettes complexifie la compréhension de cette corrélation inverse. Différentes
hypothéses sont considérées et évaluées incluant un effet de la nicotine, du trimethyl-
naphtoquinone, un inhibiteur des monoamines oxydases (MAOQ) retrouvé dans le tabac, ou

méme un changement induit au microbiote intestinal [48, 49].

Un effet potentiellement protecteur de la consommation de café est ¢galement
observé. Les différentes études et méta-analyses établissent une réduction de risque de
développer la MP d’environ 30% chez les consommateurs de café. Toutefois, les études
plus récentes indiquent également qu’il s’agit d’une consommation dose dépendante et que
la réduction de risque du développement est observée suite a une consommation modérée
ou ¢levée, dépassant généralement les 3 cafés par jour [50, 51]. La caféine, ou encore la
théophylline dans le thé, et certains autres métabolites dans le café pourraient étre a
I’origine de cet effet protecteur, possiblement par 1’intermédiaire d’un effet antagoniste des
récepteurs a I’adénosine [ 15, 51]. D’autres cibles d’action du café sont également explorées
et établies, particulierement en in vitro et sur des modeles animaux. Par exemple, I’effet de
I’eicosanoyl-5-hydroxytryptamide, une autre composante du café, sur la protéine
phosphatase 2 a été démontré chez la souris [52]. Une interaction avec certains facteurs

génétiques est également envisagée [53].
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La consommation de café n’est pas seulement considérée dans un aspect protecteur
contre le développement de la MP mais aussi pour un possible effet bénéfique pour les
patients parkinsoniens, les résultats demeurant toutefois contradictoires. Une étude
d’imagerie évaluant I’effet d’une consommation habituelle de café sur le transporteur
dopaminergique (DAT) n’a pas observé de changements significatifs [54]. Un certain effet
protecteur aux stades avancés a été considéré, les conclusions demeurant parfois
contradictoires ou non-reproduites [55-57]. Au niveau clinique, une étude a observé un
effet positif du café sur la sévérité des symptomes non-moteurs, celui-ci pouvant étre le

résultat d’un effet symptomatique, tel que 1’amélioration de la fatigue [58].

Facteurs de risque

La découverte accidentelle de 1’effet parkinsonien du 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine (MPTP) lorsqu’administré en intraveineux a lancé plusieurs études et
investigations concernant 1I’impact des pesticides dans le développement de la MP (voir la
section 1.4.1.1 pour le MPTP). Le MPTP est d’ailleurs devenu un composé de grande
importance utilisé¢ dans la recherche animale sur la MP [59, 60]. Malgré I’hétérogénéité
dans les méta-analyses et revues de littérature qui incluent une variété de produits
pesticides sélectionnés, il est clair que les pesticides augmentent le risque de développer la
MP jusqu’a 1.6 fois [14]. Plusieurs hypotheses concernant 1’action précise de ceux-ci sont
évaluées. L’ingestion de pesticides et d’herbicides induirait entre autres un changement
dans le microbiote de futurs patients qui se verront atteints de MP plus tard, I’implication

du systéme gastro-intestinal étant de plus en plus reconnue dans cette maladie [46, 61].

Les études sur des fermiers et dans des milieux ruraux ont permis de confirmer cette
association négative entre la MP et les pesticides, I’intensité de 1I’exposition étant 1’¢lément
qui comporte le plus grand impact [14, 47]. André Barbeau a par exemple évalué la
prévalence de MP dans des régions rurales du Québec et observé que les régions avec le
plus d’utilisation de pesticides étaient également celles avec la plus haute prévalence de
MP [62]. Cet impact sur le développement de la MP est tel que certains pesticides, dont la
roténone et le paraquat, ont également permis le développement de modeles animaux

parkinsoniens avec des rongeurs [46]. Les effets potentiels des pesticides dans le corps
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incluent I’induction d’un stress oxydatif ou encore 1’inhibition du complexe mitochondrial

[63, 64].

Parmi les autres facteurs environnementaux considérés, on retrouve les 1ésions
cérébrales qui pourraient précipiter le processus inflammatoire observé dans la MP [14,
46]. Les troubles vasculaires et métaboliques sont ¢galement évalués pour leur influence
négative dans le développement de la MP, alors que I'utilisation d’anti-inflammatoires
non-stéroidiens, particulierement I’ibuproféne, et I’exercice sont considérés pour leur effet
protecteur contre la MP, possiblement le résultat d’un effet cérébral anti-inflammatoire,
antioxydant ou méme anti-apoptotique [14, 41, 46]. Une meilleure compréhension des
facteurs environnementaux et de leurs mécanismes pourrait contribuer a des avancées
cliniques ainsi que des changements sociétaux, par exemple avec le retrait des pesticides
et la prise d’agents neuro-protecteurs pour les personnes a risque. Ceci aiderait également
a améliorer la recherche animale avec le développement et 1’amélioration des modéles

animaux et de leur validité prédictive et I’évaluation de nouvelles hypotheses.

1.1.4. Pathophysiologie

1.1.4.1.  Processus pathologiques de la MP

Malgré les incertitudes entourant 1’étiologie de la MP, la recherche a permis la
compréhension de plusieurs éléments concernant la pathophysiologie et 1’évolution
neuropathologique de la maladie. Deux particularités neurologiques caractéristiques de la
MP sont observées, soit la mort des neurones dopaminergiques de la SNpc et la présence

de CLs intracytoplasmiques [19, 40].

La premicre caractéristique pathologique importante de la MP est la perte de
I’innervation dopaminergique nigrostriatale issue d’une perte des neurones pigmentés dans
la SNpc, particulierement dans la région ventrolatérale (Figure 1). Des observations
histologiques et d’imagerie ont démontré une perte de la zone foncée dans la SNpc
directement corrélée avec la perte de neurones dopaminergiques et noradrénergiques [40,
65, 66]. La manifestation de plusieurs symptdmes moteurs typiques de la maladie résulte

de cet échec de la transmission nigrostriatale [19].
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Figure 1 : Voies d’innervation dopaminergique

Figure modifiée de: Neuroanatomy and Neuroscience at a Glance. Fourth
Edition. Roger A. Barker, Francesca Cicchetti, Michael J. Neal. 2012 John
Wiley & Sons.

Les premiers symptomes dans la MP sont observés apres une perte non négligeable
des neurones de la SNpc, cette perte allant jusqu’a 60% lors de la manifestation des
symptomes moteurs et du diagnostic, avec un stade présymptomatique et prodromique
pouvant durer plusieurs années (Figure 2). Le début de la mort neuronale survenant bien
avant toute manifestation clinique empéche donc d’avoir une détection précoce de la
maladie des le début du processus pathologique. Le diagnostic de la MP survient apres la
mort d’une bonne partie des neurones dopaminergiques, ce qui complexifie la recherche

clinique de traitements curatifs pouvant rétablir cette neurotransmission [27, 40].
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Figure 2 : Schématisation de 1’évolution de la perte des neurones dopaminergiques en

comparaison aux symptomes moteurs et non-moteurs de la maladie de Parkinson
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I1 est intéressant de noter que le processus pathologique de la MP débuterait méme
bien avant 1’observation de la mort des neurones dopaminergiques. Certaines études ont
observé des dommages axonaux aux terminaisons projetant au striatum avant la mort

neuronale observée dans la SNpc, soit trés tot dans le processus pathologique [67, 68].

Le second ¢lément caractéristique de la MP est la présence de CLs. Ceux-ci sont
des agrégats cytoplasmiques composés de denses granules et longs filaments et
principalement observés dans les corps neuronaux [69]. L’agrégation de plusieurs
protéines y est observée, dont principalement 1’alpha-synucléine « anormale » mais aussi
des ubiquitines, des protéines du protéasome, parkin et bien d’autres. Avec un diametre
variable allant de 5 @ 30 um, un seul neurone peut contenir plusieurs CLs. Plusieurs types
de CLs avec des structures et des localisations différentes sont identifiés [65, 66, 70]. Les
CLs classiques et les CLs corticaux se retrouvent au niveau des corps neuronaux alors que
les neurites de Lewy avec leur forme filamenteuse sont principalement dans les axones
(Figure 3). Les CLs dans la MP sont présents dans plusieurs régions du systéme nerveux

central (SNC). Les CLs classiques sont particulierement observés dans le tronc cérébral.

En général, les CLs peuvent étre dans la substance noire (SN), le locus coeruleus, le bulbe
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olfactif et bien d’autres régions, ce qui confirme I’implication de plusieurs aires cérébrales
et systémes de transmissions autres que le systeme dopaminergique dans la MP [65, 66,

70].

Figure 3 : Exemples de corps de Lewy observés dans la maladie de Parkinson

-

Observations microscopiques des corps de Lewy aupres de patients
avec MP A) corps de Lewy classiques dans le tronc cerebral et B)

corps de Lewy corticaux
Figure de: Dickson D. W. (2012). Parkinson's disease and parkinsonism:
neuropathology. Cold Spring Harbor perspectives in medicine, 2(8), a009258.

Dans les années 2000, un systéme d’¢évaluation histologique des stades de la MP a
été établi en fonction des CLs observés. L’anatomiste Braak a donné son nom a I’échelle
basée sur I’évaluation semi-quantitative de la distribution des CLs et de 1’accumulation
d’alpha-synucléine chez les patients (Figure 4) [70, 71]. Toutefois, 1’utilisation de cette
échelle est parfois remise en question puisqu’elle ne décrit qu’une partie des patients
parkinsoniens et que la corrélation entre I’évolution des différents stades de Braak et celle

des dysfonctions cliniques n’est pas toujours exacte [72, 73].
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Figure 4 : Stades d’évolution de Braak des corps de Lewy dans la maladie de

Parkinson
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En résumé, ces deux éléments, soit la mort des neurones principalement
dopaminergiques et la présence de CLs, sont les points pathologiques caractéristiques de
la MP. Toutefois, la pathogenese de la maladie est un processus bien plus complexe et
hétérogene incluant une perturbation de I’élimination des protéines, des dysfonctions

mitochondriales et de la neuroinflammation [40].
1.1.4.2.  Développement de la MP

Le développement de la MP est selon plusieurs études issu principalement de
I’agrégation de 1’alpha-synucléine [74]. La protéine dans son état normal est généralement
sous forme monomérique ou oligomérique avec une structure hélicoidale [74, 75]. Le role
physiologique de la protéine demeure un sujet non résolu. Certaines études laissent penser
qu'elle serait impliquée dans la plasticité synaptique et le transport vésiculaire [76-78]. Son
implication pathologique serait quant a elle un résultat de modifications post-
translationnelles multiples, particuliérement de la phosphorylation. En effet, les CLs
observés dans la MP comportent majoritairement de 1'apha-synucléine phosphorylée et

hyperphosphorylée. Ces modifications méneraient a des structures protéiques propices a
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I’oligomérisation et 1'agrégation [76-78]. L ubiquitination et la troncation des protéines
seraient ¢galement des sources d’agrégation protéique. Ces différents processus
causeraient une toxicité cellulaire grandissante, menant au déclenchement de processus
inflammatoires qui amplifient 1’agrégation protéique, devenant un cercle vicieux de plus
en plus important et diffus dans le cerveau [74, 78]. Une des pistes explorées dans la
recherche de traitements neuroprotecteurs et modificateurs de 1’évolution de la maladie
consiste d’ailleurs a utiliser des agents anti-alpha-synucléine ciblant cette protéine, son

expression ou encore son accumulation [79-81].

Une découverte intéressante est que I’alpha-synucléine phosphorylée est également
détectable en dehors du cerveau, ce qui accentue 1’hypothése d’une implication du systéme
nerveux périphérique dans la MP, par exemple avec I’importance de 1’axe entre 1’intestin

et le cerveau dans la pathogenése [61].

Le développement de la MP serait également 1i¢ a des dysfonctions
mitochondriales, que ce soit dans la forme familiale ou sporadique de la maladie. Plusieurs
dommages y sont observés, incluant du stress oxydatif et des perturbations dans la chaine
de transport d’€lectrons. L’¢tude génétique des formes familiales de MP a permis
d’identifier des mutations dans plusieurs genes qui joueraient un role dans I’homéostasie
de la mitochondrie, ce qui va de pair avec I’hypothése de I’implication mitochondriale [82-
84]. L’alpha-synucléine et son accumulation seraient méme liées directement ou

indirectement a ces dysfonctions mitochondriales observées [74].

Un élément important a considérer est que le repliement anormal et ’accumulation
de protéines observés dans la MP sont communs a plusieurs maladies neurodégénératives,
d’ou leur nom de protéinopathies. La particularité de chaque maladie réside entre autres
dans le type de protéine impliquée et dans la distribution de celle-ci. Chaque découverte
sur les protéinopathies est alors d’intérét pour la compréhension de plusieurs maladies. Par
exemple, une protéine importante est la protéine TAU, codée par le géne MAPT, qui peut
étre anormalement hyperphosphorylée et former des inclusions intracytoplasmiques. Ceci
est observeé dans la maladie d’ Alzheimer mais aussi dans le striatum de patients atteints de

la MP et de la MP avec démence. L’alpha-synucléine dont I’importance dans la MP est
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décrite plus haut est également d’intérét dans la maladie d’Alzheimer, ou des dépots
corticaux de cette protéine ont été associés a la formation de plaques d’amyloide-béta, une
observation également faite chez certains groupes de patients parkinsoniens et dans
certaines formes de démence [40, 85, 86]. Les découvertes sur les protéinopathies peuvent
avoir un grand impact sur la MP et apporter des pistes thérapeutiques pertinentes a toutes

ces maladies.
1.1.4.3.  Régions et systémes de transmission affectés

Diverses régions cérébrales et systémes de neurotransmission sont affectés dans la
MP. En suivant les mécanismes moléculaires observés dans la maladie et la mort des

neurones vulnérables, plusieurs systémes et régions impliquées ont pu étre identifiés [69].

La propagation des CLs selon la description de I’échelle de Braak permet de
comprendre I’étendue des aires cérébrales atteintes. Les CLs sont largement distribués dans
le cerveau, particulierement lorsque la maladie est bien installée a des stades plus avancés
(Figure 4). Toutefois, en début de maladie, les premiéres aires affectées semblent étre le
bulbe olfactif et le noyau dorsal moteur du nerf vague. Le tronc cérébral, incluant le
mésencéphale et le pont, est également touché plus particuliérement au niveau du locus
coeruleus. Cette derniere région cérébrale explique les perturbations observées dans le
systtme noradrénergique dans la MP. La SN, reliée principalement au systeme
dopaminergique, comporte également des dépdts de CLs. Ceux-ci sont ensuite ¢galement
observés au niveau de I’hypothalamus, de ’amygdale et du noyau basal de Meynert, une
région a transmission principalement cholinergique. Les CLs finissent par atteindre
plusieurs autres régions cérébrales profondes ainsi que des régions corticales, menant a une
pathologie diffuse telle que décrite par I’échelle de Braak. L’évolution de la mort neuronale
dans la MP ne coincide toutefois pas en tous points avec cette description de 1’évolution

spatiotemporelle des CLs [66, 69, 70, 73].

Les neurones et systemes de transmission dans les ganglions de la base, ou noyaux
gris centraux, sont particuliecrement affectés dans la MP. Ceux-ci incluent le striatum

composé du noyau caudé¢ et du putamen, le globus pallidus (GP) externe (GPe) et interne
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(GP1), la SNpc et la SN pars reticulata (SNpr) et le noyau sous-thalamique (NST) (Figure
5) [87].

Figure 5 : Ganglions de la base et régions adjacentes

Ganglions de la base

Noyaucaudé- - -_

Noyau sous-thalamique - _“T"=s
Substance noire '

Il existe deux voies, la voie directe et la voie indirecte, décrivant I’interaction des
ganglions de la base. Celles-ci sont expliquées en détail plus bas dans la section 1.5.2. En
résumé, lors du fonctionnement physiologique des ganglions de la base, 1’activation de la
voie directe aurait un effet facilitateur de mouvement alors que I’activation de la voie
indirecte aurait un effet suppresseur de mouvement. La perturbation de ces voies de
transmission directe et indirecte issue de la déficience en dopamine expliquerait les débuts

symptomatiques caractéristiques de la MP [87].

La mort des neurones dopaminergiques est la plus sévere dans la partie
ventrolatérale de la SN. Ceci induit une perte de dopamine prononcée dans le putamen,
particulierement au niveau dorsolatéral. Un déclin exponentiel des marqueurs
dopaminergiques y est observé, ou les premiers symptomes moteurs se manifestent apres
80% de déclin en dopamine et 60% de mort neuronale dans la SNpc. En plus du striatum,
les perturbations de la signalisation issues de cette mort neuronale sont également
observées sur le GP, le NST ainsi que le noyau pedonculopontin, expliquant I’importance

des ganglions de la base dans la MP et les conséquences sur les voies de transmission
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directe et indirecte. L implication de ces régions dans la MP explique la contribution du
systeme dopaminergique, mais aussi des systémes GABAergique et glutamatergique dans

les perturbations fonctionnelles de la maladie [43, 87].

Hormis la SN, les neurones dopaminergiques sont également présents dans 1’aire
tegmentale ventrale (ATV). Celle-ci comporte plusieurs types de neurones incluant les
neurones dopaminergiques, GABAergiques et glutamatergiques, étant donc impliquée
dans D’intégration de divers types de signaux provenant de plusieurs autres régions
cérébrales. Cette région est une partie intégrante du systéme de récompense. Les neurones
dopaminergiques provenant de I’ATV projettent principalement vers le striatum ventral et
le cortex préfrontal. Il est pensé que I’ATV est relativement épargnée dans la MP,

particulierement aux stades non avancés [88].

Des ¢études post-mortem ont également observé une perte des neurones
cholinergiques dans le noyau basal de Meynert t6t dans la maladie. Une réduction
fonctionnelle de 1’acétycholine, particulicrement dans le cortex frontal, est souvent
associée a I’apparition de démence, cette réduction se manifestant toutefois méme chez les
patients parkinsoniens sans démence. Le systeéme sérotoninergique n’est pas épargné dans
la MP, une déficience synaptique en sérotonine étant également présente et généralement
associée a la dépression, un symptome non-moteur tres fréquent dans la MP. Cependant,
malgreé les études démontrant une dégénérescence et une perte sérotoninergique dans le
noyau raphé caudé et le systeme limbique, les résultats demeurent incertains et parfois non-
généralisés concernant la dégénérescence sérotoninergique et la dépression dans la MP

[87].

Les systtme dopaminergique, GABAergique et glutamatergique sont tous
impliqués différemment dans la MP. La complexité de la pathophysiologie et de la
symptomatologie de la MP résulte également de 1’atteinte d’autres régions et systemes de
transmission qui, malgré leur perturbation moins marquée, demeurent de grande
importance pour la compréhension complete de la maladie et la découverte de nouveaux

traitements.
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1.2. Traitements dans la maladie de Parkinson

Différents traitements de la MP sont aujourd’hui disponibles et plusieurs autres sont
en cours de développement. Malheureusement, il n’y a aucun traitement protecteur ou
modificateur de I’évolution de la maladie qui ait été approuvé a ce jour, les traitements
disponibles étant principalement a but symptomatique. Plusieurs études continuent tout de
méme d’évaluer des pistes et des thérapies qui pourraient arréter 1’évolution de la maladie

ou méme ’inverser.

D’anciennes procédures indiquaient que les traitements, méme symptomatiques,
devraient commencer le plus tot possible pour de meilleures chances de succes; toutefois,
ceci est devenu source de débats pendant plusieurs années et encore aujourd’hui pour
déterminer la meilleure stratégie de traitement permettant une réponse thérapeutique
optimale et prolongée dans le temps pour chaque patient [87]. En 2012, un résumé des
observations et recommandations concernant les options et stratégies de traitement dans la
MP a été publié par un groupe d’experts de la IPMDS et de la Fédération Européenne des
Sociétés de Neurologie. Ce groupe détaille une évaluation exhaustive des thérapies
disponibles et des différents avantages et inconvénients issus de chaque stratégie

thérapeutique [89].
1.2.1. Traitements symptomatiques

1.2.1.1. Traitements pharmacologiques

Les médicaments pharmacologiques demeurent les traitements les plus
couramment utilisés dans la MP et les options y sont nombreuses. En début de maladie, les
symptomes moteurs sont généralement bien gérés par les thérapies de remplacement de la
dopamine. Le traitement principal dans cette catégorie demeure la 1évodopa, un standard
qui a gardé sa place depuis sa découverte a la fin des années 1960. Ce précurseur de la
dopamine est recommandé¢ a tous les stades de la maladie, offrant un effet optimal sur les
symptomes moteurs pouvant durer plusieurs années, selon les patients. Malgré sa grande
efficacité symptomatique, une limite majeure observée avec la lévodopa est la

manifestation de complications motrices et non-motrices apres quelques années.
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Différentes stratégies ont été tentées afin d’optimiser I’effet de la 1évodopa, incluant des
changements dans la formulation ou le mode d’administration, en plus de la co-
administration d’inhibiteurs de dopa-décarboxylase et de catéchol-o-méthyltransférase
(COMT) afin de limiter le métabolisme périphérique de la 1évodopa [87, 90, 91]. La

lévodopa est discuté plus en détail au chapitre 1.2.3.

La lévodopa peut étre administrée en monothérapie ou avec d’autres thérapies
d’appoint. Parmi celles-ci, I’utilisation d’agonistes dopaminergiques comme traitement de
remplacement de la dopamine est considérée. Il existe cinq sous-types de récepteurs
dopaminergiques classés en 2 familles principales, ['une incluant les récepteurs D1 et D5
et ’autre composée des récepteurs D2, D3 et D4. Les agonistes dopaminergiques d’intérét
dans la MP requicrent une activité sur les récepteurs D2. On y retrouve une dizaine de
médicaments répartis en deux catégories, les agonistes dérivés de 1’ergot de seigle tels que
la bromocriptine et la pergolide et ceux non-ergotés incluant pramipexole et ropinirole.
Leur efficacité en monothérapie et en thérapie d’appoint a ét¢ démontrée, le choix d’un
agoniste optimal avec un minimum d’effets secondaires pouvant toutefois varier entre les
patients. Les agonistes dopaminergiques comportent également leur limite entre autres en
raison de leur spécificité et sélectivité variable envers le récepteur D2 par rapport aux autres
récepteurs dopaminergiques. En plus des effets secondaires liés a leur action périphérique,
cette famille de traitements pourrait causer ou aggraver les troubles de controle des
impulsions, causer des symptomes neuropsychologiques et psychotiques telle la dépression
et la confusion ou encore 1’apparition potentielle a long terme de dyskinésies. Certaines
¢tudes comparant I’utilisation d’agonistes dopaminergiques ou de lévodopa comme
premier traitement n’ont pas pu démontrer une tendance générale, les bénéfices et

inconvénients étant présents dans chacune des stratégies de traitement [90-92].

Les inhibiteurs de la MAO B, dont la sélégiline, la rasagiline et le safinamide,
permettent également une amélioration des symptdmes parkinsoniens par la réduction du
métabolisme de la dopamine et sont souvent utilisés en début de maladie comme traitement
initial ou comme traitement d’appoint a la 1évodopa. Malgré une efficacité¢ généralement
inférieure aux autres classes de médicament, 1’utilisation de ceux-ci permet de retarder le

début du traitement a la 1évodopa ou encore d’améliorer son effet lorsque les deux sont
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administrés conjointement, particuliérement lorsque les effets néfastes de la [évodopa tels

que les fluctuations motrices apparaissent [89, 90, 92].

D’autres traitements pharmacologiques ayant des cibles non-dopaminergiques sont
¢galement considérés pour I’amélioration des symptdmes moteurs. Les anticholinergiques
tels que le bipéridéne en sont un exemple, leur effet n’étant toutefois pas considérable.
L’amantadine, dont le mécanisme d’action exact n’est pas clair, est souvent utilisée en
monothérapie en début de maladie pour le traitement de symptdmes parkinsoniens ou
encore comme thérapie adjointe aux traitements de remplacement de la dopamine, surtout
lors de I’apparition de complications motrices. La présence d’un effet bloquant des
récepteurs glutamatergiques N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et d’un potentiel effet
anticholinergique de 1’amantadine pourraient contribuer a son apport additionnel

antiparkinsonien [89, 90, 93].

La majorité des traitements pharmacologiques antiparkinsoniens ne permettent
généralement pas de rétablissement des symptomes non-moteurs. Ceux-ci sont gérés de
maniére individuelle, avec un traitement spécifique pour chaque symptome non-moteur
observé, ce qui peut rallonger la liste des médicaments d’un patient parkinsonien et
augmenter le risque d’interactions. Une difficulté importante & considérer dans le
traitement des symptdmes non-moteurs chez les patients parkinsoniens est de s’ assurer que
les médicaments choisis n’aient pas d’effets néfastes moteurs ou d’effets rivalisant avec le
traitement moteur. Par exemple, la mémantine et les inhibiteurs de la cholinestérase sont
généralement considérés pour des symptomes de démence, la clozapine est quant a elle
considérée pour les symptomes de psychose et les inhibiteurs sélectifs de la recapture de
sérotonine permettent de traiter la dépression. Certaines classes de médicaments efficaces
pour ces mémes symptomes ne sont toutefois pas optimales dans la MP puisqu’elles
détériorent la transmission dopaminergique et ne devraient pas étre considérées, ce qui
requiert une grande optimisation et réévaluation des stratégies thérapeutiques pour chaque

symptome additionnel [89, 90, 92, 94].

Les recherches et études cliniques continuent afin de trouver de nouveaux

traitements symptomatiques dans la MP. Ces recherches incluent de nouveaux traitements
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ayant des cibles thérapeutiques déja approuvées, des traitements symptomatiques avec de
nouvelles cibles thérapeutiques et des traitements symptomatiques approuvés pour d’autres

indications et ayant un potentiel bénéfique pour la MP [90, 95].

Malgré la présence d’une variét¢é de traitements pharmacologiques
symptomatiques, leur effet demeure limité. D’abord, 1’efficacité au niveau des symptomes
moteurs devient de plus en plus réduite avec 1’évolution de la maladie. De plus, la majorité
des traitements pharmacologiques ne ciblent pas les symptomes non-moteurs, ceux-ci étant
généralement traités par I’ajout d’autres traitements spécifiques a chaque symptome [96-
98]. Un important manque demeure donc a étre comblé au niveau de la thérapie

symptomatique dans la maladie de Parkinson.
1.2.1.2. Traitements chirurgicaux

Une découverte accidentelle de I’effet bénéfique de Iésions ischémiques dans
certaines régions cérébrales sur des symptomes moteurs a introduit la possibilité de
traitements chirurgicaux dans la MP. Dans les années 1950, les thalamotomies et
pallidotomies étaient considérés mais les résultats demeuraient variables avec plusieurs
conséquences parfois graves. Ce n’est qu’apres 1990, avec entre autres l’arrivée des
techniques de stéréotaxie, que ces traitements chirurgicaux sont revenus d’intérét pour

traiter des symptomes parkinsoniens et troubles du mouvement [87].

La stimulation cérébrale profonde est un traitement largement utilis¢ dans la MP
ainsi que pour les tremblements essentiels et la dystonie. Dans la MP, une stimulation de
haute fréquence a I’aide d’¢électrodes au niveau des régions d’intérét dont le NST et le GPi
permet une amélioration moyenne des symptomes de 40 a 50% ou plus et un important
gain dans la qualit¢ de vie des patients et de leurs aidants naturels. Une sélection des
patients éligibles basée sur plusieurs facteurs est toutefois requise, la chirurgie étant
généralement considérée a des stades modérés et avancés de la maladie. Celle-ci est
particuliérement d’intérét lors de la présence de fluctuations motrices suite aux traitements
pharmacologiques ou de dyskinésies. Elle est toutefois plus invasive et assez sélective pour
les patients. Plusieurs stratégies sont considérées et évaluées pour améliorer et optimiser le

traitement par stimulation profonde [89, 90, 99, 100].
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Il existe d’autres stratégies de traitements chirurgicaux évaluées pour la MP, celles-
ci étant toutefois moins communes a cause de leur efficacité qui n’est toujours pas établie
ou qui est remise en question. On y retrouve la transplantation de tissu feetal, dont
I’efficacité demeure a étre prouvée. La 1ésion de régions cérébrales d’intérét par ultrasons
est aussi évaluée, étant une option moins invasive avec des effets semblables a la chirurgie

par stimulation cérébrale profonde [99, 101].
1.2.2. Traitements modificateurs de I’évolution de la maladie

A ce jour, il n’existe pas de traitement permettant le ralentissement ou I’arrét de la
progression de la maladie. Plusieurs traitements ont ét¢ évalués a cet effet, mais ont échoué

a prouver leur efficacité.

Parmi les traitements pharmacologiques évalués contre 1’évolution de la MP, la
rasagiline, un inhibiteur de la MAO B approuvé en tant que traitement symptomatique,
aurait également ralenti la progression de la maladie dans I’étude ADAGIO [102, 103]. Cet
effet n’a toutefois pu étre confirmé et 1’étude de suivi ainsi que les évaluations a long terme
n’ont pas observé d’effet protecteur ou modificateur de I’évolution de la maladie [102,
103]. Des hypothéses sur 1’effet neuroprotecteur de la sélégiline, un autre médicament de
la méme classe, n’ont également pas pu étre confirmées apres un sevrage du médicament,
la dissipation des effets bénéfiques laissant plutot penser a un effet symptomatique

prolonge [104].

Plusieurs autres traitements ont échoué a confirmer les hypothéses d’un effet
neuroprotecteur durable, incluant certains agonistes dopaminergiques ou encore la
coenzyme Q10. Diverses raisons expliquent ces échecs cliniques malgré la présence d’un
potentiel initial, celles-ci étant liées a la complexité concernant les modeles animaux,
souvent imparfaits, ainsi qu’aux multiples mécanismes pathophysiologiques dans la MP.
Plusieurs traitements ont aussi un effet symptomatique prolongé pouvant étre initialement

confondu avec un effet curatif [87, 90].

Des hypothéeses concernant la neuroprotection dans la MP ont été évaluées ou sont

encore en cours d’évaluation. Par exemple, le blocage du flux calcique a été bénéfique pour
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la protection des neurones dans certains modeles animaux, ainsi que ’utilisation de 1’urée
pour la protection des neurones dopaminergiques [87, 90, 105]. Les travaux demeurent
toutefois cliniquement non-validés. Par exemple, une étude clinique évaluant I’isradipine,
un bloqueur des canaux calciques, n’a pas observé d’effet significatif, I’absence de cette
efficacité clinique pouvant toutefois étre également expliquées par des limites

expérimentales [106, 107].

La thérapie génique est un grand espoir dans la recherche afin de trouver des
traitements modifiant 1’évolution de la maladie. Les études et recherches a ce sujet ont
beaucoup évolué cette derniére décennie et continuent de démontrer un potentiel
prometteur [108]. Les facteurs neurotrophiques tel le GDNF (glial cell-line derived
neurotrophic factor) ou la neurturine permettraient de prévenir, limiter ou réparer la
dégénérescence des neurones [108]. Malgré les études pré-cliniques satisfaisantes, les
¢tudes cliniques n’ont toujours pas €té concluantes pour I’efficacité ou méme parfois
I’innocuité de cette méthode. Parmi les autres options considérées, cibler la dégradation de
I’alphasynucléine serait un autre moyen pour guérir ou arréter la progression de la MP.
Ceci serait faisable par exemple a 1’aide d’acide ribonucléique interférent (ARNsi) contre
I’alphasynucléine ou encore a I’aide d’anticorps ou de vaccins permettant la production
d’anticorps anti-alphasynucléine [87, 90, 105, 108, 109]. Des agents thérapeutiques ciblant
la neuroinflammation observée dans la MP ou les troubles liés aux fonctions
mitochondriales pourraient également avoir un potentiel modificateur de 1’évolution de la

maladie [105].

Méme si aucun traitement curatif ou ralentissant la progression de la maladie n’est
approuve a ce jour, une multitude de cibles et de stratégies thérapeutiques sont considérées
et méme testées cliniquement, donnant un espoir pour un traitement modificateur de
I’évolution de la maladie dans un avenir plus ou moins proche. La cure pour la MP n’est
toutefois pas pour demain, ce qui accentue I’importance d’améliorer les traitements
symptomatiques disponibles afin d’offrir des soins cliniques optimaux en attendant la

possibilité d’une guérison de la MP.
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1.2.3. Lévodopa

1.2.3.1.  Origine et chronologie

La lévodopa est le traitement symptomatique principal et préférentiel dans la MP
depuis son introduction par Oleh Hornykiewicz et George Cotzias il y a plus de 50 ans et
la contribution de plusieurs individus incluant André Barbeau et Theodore Sourkes durant
les années 1960 [110]. Une des premieres études contrdlées confirmant 1’effet bénéfique
de la 1évodopa sur les symptomes parkinsoniens provient de Yahr et al. en 1969. Dans un
groupe d’une soixantaine de patients, les chercheurs ont observé une amélioration
subjective et objective des symptomes parkinsoniens chez une majorité de patients, allant

jusqu’a plus de 80% d’amélioration pour certains symptomes [111].

L’isolation initiale de la molécule de Iévodopa a partir de 1égumineuses remonte a
il y a plus d’un siécle, celle-ci ayant été découverte quelques années apres la premiere
synthése de la dopamine vers 1910. Initialement identifié¢e comme un précurseur de
I’adrénaline, c’est principalement grice a la découverte de I’enzyme dopa-décarboxylase
en 1938 que la voie des catécholamines liant la 1évodopa a la dopamine, 1’adrénaline et la
noradrénaline, a pu étre établie. Les effets observés de la Iévodopa étaient souvent négatifs
et principalement périphé€riques, entre autres au niveau de la pression artérielle et des effets

gastro-intestinaux [110, 112, 113].

Plusieurs rapports sur la présence de 1évodopa dans différents tissus humains ont
¢té publiés a partir des années 1950. Dans la méme période, 1’effet de I’administration de
1évodopa sur le cerveau a été évalué sur des animaux et a permis de comprendre 1’impact
important de celle-ci sur les niveaux de dopamine cérébrale. Un effet comportemental et
antagoniste de la réserpine a également été observé [112]. Suite aux découvertes
concernant la déficience en dopamine dans la MP au début des années 1960s, des
hypotheses et des liens avec les effets observés de la 1évodopa ont été établis. Ceci a mené
aux études qui ont observé son effet bénéfique dans la MP, d’abord administrée en
intraveineux et ensuite en fortes doses orales [113-115]. On y retrouve les travaux du

groupe de Oleh Hornykiewicz ainsi que d’ André Barbeau et de Franz Gerstenbrand.
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Les observations de Cotzias en 1967 ont donc suivi, établissant la 1évodopa a fortes
doses comme un bon traitement symptomatique dans la MP qui permettrait le
rétablissement de la déficience en dopamine [116]. Malgré certaines critiques et remises
en question sur la lévodopa pendant les années suivantes, son effet bénéfique sur les
symptomes parkinsoniens a continué¢ d’étre concluant et a pu étre confirmé entre autres

avec I’arrivée d’agonistes dopaminergiques [117].

Les effets adverses de la l1évodopa étaient également observés a cette époque,
d’abord par des effets périphériques incluant les nausées et vomissements et a plus long
terme par différentes formes de dyskinésies et mouvements incontrdlés [110, 111]. Dans
les années 1970, des suggestions pour remédier aux effets gastro-intestinaux ont été
proposées, entre autres par 1’introduction graduelle du traitement a la 1évodopa et 1’ajout
d’inhibiteurs de dopa-decarboxylase périphérique plusieurs années plus tard. Par contre,
I’apparition des dyskinésies est quant a elle devenue un probléme encore plus important,
les études révélant que celles-ci empiraient avec le temps et que cela devenait le facteur le
plus limitant dans le traitement. Plus tard, d’autres complications liées au traitement a la
Iévodopa continuaient a étre identifiées et caractérisées, dont les fluctuations, les effets de
fin de dose ou encore les dyskinésies diphasiques [110]. Depuis, plusieurs recherches ont
été lancées pour tenter d’éviter ces limites importantes au traitement de la MP et continuent

d’investiguer les options permettant de remédier aux effets adverses.
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1.2.3.2.  Mécanismes et effets

La lévodopa, également connue sous le nom de L-dopa, est la forme stéréo-
isomérique 1évogyre de la dopa, ou 3,4-dihydroxyphénylalanine. La fonction premicre de
la 1évodopa est d’étre un précurseur de la dopamine, qui est a son tour précurseur de
I’adrénaline et noradrénaline. L’intérét principal pour 1’utilisation de ce précurseur est que
ses caractéristiques biochimiques lui permettent de passer la barriére hématoencéphalique
(BHE), contrairement a la dopamine, et donc d’avoir une action directe dans le cerveau

[118].

A I’aide de ’enzyme dopa-décarboxylase, la Iévodopa est rapidement métabolisée
en dopamine dans le cerveau et au niveau périphérique, principalement dans les muqueuses
du petit intestin. Ce métabolisme dans les muqueuses intestinales est d’ailleurs la cause des
principaux effets adverses gastro-intestinaux. Co-administrés avec la 1évodopa, les
inhibiteurs de la dopa-décarboxylase tels la carbidopa ou le benserazide empéchent la
transformation périphérique de 1évodopa en dopamine et réduisent ses effets périphériques
tout en augmentant jusqu’a 4 fois sa disponibilité au niveau cérébral (Figure 6). Il est a
noter que la carbidopa et le benserazide sont des molécules qui ne traversent pas la BHE,

n’affectant alors pas la conversion de la Iévodopa en dopamine dans le cerveau [118, 119].

Figure 6 : Processus métabolique de la 1évodopa / dopamine
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La seconde voie métabolique de la 1évodopa est par I’enzyme COMT. Cette enzyme
transforme la 1évodopa en 3-O-methyldopa et est aussi impliquée dans le métabolisme de
la dopamine. Cette voie métabolique est entre autres favorisée lors de 1’utilisation

d’inhibiteurs de dopa-décarboxylase. La fonction enzymatique de la COMT peut étre
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réduite ou bloquée par des inhibiteurs tels que I’entacapone ou la tolcapone, deux
molécules commercialement disponibles depuis la fin des années 1990 (Figure 6). La
tolcapone a I’avantage de pouvoir traverser la BHE et réduire le métabolisme au niveau
cérébral également, augmentant la transmission dopaminergique. Plusieurs rapports
d’effets secondaires non négligeables ont toutefois mené a des conditions de suivi clinique
plus rigoureux, particulicrement pour la fonction hépatique [120, 121]. Ces inhibiteurs
sont particuliecrement d’intérét pour augmenter le temps ON lors du traitement a la
lévodopa, soit le temps ou les symptomes parkinsoniens sont traités et non observables
[118, 119, 122]. Un nouvel inhibiteur, I’opicapone, a été approuvé en 2016 par la European
Medicines Agency et en 2020 par la Food and Drug Administration, celui-ci démontrant
un important effet dans la réduction du temps OFF, soit le temps avec présence des

symptomes parkinsoniens, lors des études cliniques [123, 124].

Finalement, une autre enzyme ciblée dans ’optimisation du traitement a la
1évodopa est la MAOQ, particulierement la forme B. Celle-ci participe au métabolisme de la
dopamine, principalement au niveau intracellulaire, et son inhibition augmente le niveau
de dopamine disponible. Indirectement, ceci améliore 1’efficacit¢ de la lévodopa
administrée [118, 125]. Comme inhibiteur de la MAO B, on retrouve la rasagiline, la
sélégiline et le safinamide, des molécules souvent administrées conjointement a lévodopa
et méme parfois administrées seules (Figure 6). En effet, leur action sur le métabolisme
cellulaire de la dopamine et non son précurseur permet leur utilisation méme sans
lévodopa, particulierement en début de maladie lorsque les concentrations endogeénes de
dopamine sont encore acceptables. Ces inhibiteurs réduisent également le temps OFF chez

les patients parkinsoniens de fagon équivalente aux inhibiteurs de la COMT [125, 126].

Le mécanisme d’action de la 1évodopa en fait le meilleur traitement symptomatique,
remplagant la dopamine endogéne et rétablissant la transmission déficiente issue de la
libération de dopamine synaptique et non-synaptique (Figure 7). Cet effet optimal est
toutefois de courte durée, généralement de 1 a 3 ans, et plusieurs €léments limitent cet effet
optimal. Les différents moyens mentionnés plus haut tentent de maximiser 1’effet

bénéfique tout en minimisant les effets adverses. Plusieurs recherches continuent a ce sujet
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pour éviter ou rétablir les effets néfastes a long terme observés lors du traitement a la

lévodopa.

Figure 7 : Transmission dopaminergique
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1.2.3.3.  Limites et effets adverses

Le traitement a la lévodopa a la capacité d’augmenter les concentrations de
dopamine dans le striatum et d’améliorer la transmission dopaminergique dans la MP. Les
effets adverses immédiats de la 1évodopa sont principalement les nausées et vomissements
issus de sa transformation en dopamine dans les muqueuses intestinales. Comme
mentionné plus haut, une solution permettant de réduire ces effets secondaires réside dans
la co-administration d’inhibiteurs de la dopa-décarboxylase. Les études comparatives faites
dans les années 1970 lors des débuts de 1’utilisation des inhibiteurs de dopa-décarboxylase
ont démontré que ces effets adverses n’étaient observés que dans moins de 30% des

patients prenant ces inhibiteurs contrairement a 1’utilisation de lévodopa seule induisant
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ces effets adverses chez prés de 60% des patients [127, 128]. Les formulations orales de
lévodopa disponibles aujourd’hui contiennent presque toutes un inhibiteur de dopa-

décarboxylase a des ratios variables.

Lors des premicres années de traitement a la 1évodopa, son effet symptomatique est
généralement optimal. Les symptomes parkinsoniens disparaissent et les fonctions
motrices des patients redeviennent normales. Toutefois, généralement en moins de 2 ans,
plusieurs patients développent des complications motrices, principalement des fluctuations
dans la réponse au traitement et des dyskinésies, des mouvements involontaires, le
pourcentage de patients affectés montant a 40% apres environs 5 ans de traitement [129,
130]. Les complications motrices ont d’ailleurs été identifiées et considérées comme un
important facteur limitant depuis le début de 1’utilisation de 1évodopa dans la MP dans les
années 1960, ces complications étant a cette époque-la observé chez plus de 60% des

patients apres 5 ans de traitement [111, 131].

Une des premicres complications motrices observées lors du traitement prolongé a
la Iévodopa est un effet de fin de dose, soit une réapparition des symptomes parkinsoniens
avant la prise de dose suivante. Suite au développement de la maladie, 1’effet
symptomatique de la 1évodopa finit par refléter la demi-vie de celle-ci, qui est d’environ
60 a 90 minutes et les temps OFF (avec réapparition de symptdmes parkinsoniens)
deviennent de plus en plus fréquents. Plusieurs variantes existent pour ces complications
liées a I’augmentation des temps OFF durant le traitement a la 1évodopa Cette réapparition
des symptomes parkinsoniens peut par exemple étre soudaine, sans lien avec la périodicité

du traitement. [132, 133].

Parmi les autres complications importantes observées suite au traitement a long
terme a la Iévodopa, on observe les troubles psychiatriques. La psychose parkinsonienne
est un trouble présent dans les stades avancés de la maladie, principalement caractérisée
par des hallucinations généralement visuelles et par des délires. Ceux-ci peuvent étre
observés suite a I’évolution de la maladie, mais pourraient également €tre précipités par le
traitement antiparkinsonien, entre autres par 1’administration chronique de 1évodopa [134].

Le traitement a la Iévodopa et la durée du traitement seraient d’ailleurs parmi les facteurs
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de risque dans le développement des HVs et symptomes psychotiques dans la MP [135,
136]. Le développement d’hallucinations et de psychose parkinsonienne demeure toutefois

un phénoméne complexe.

Le traitement a la 1évodopa pourrait mener vers d’autres conséquences encore
incertaines et discutables. Par exemple, des hypothéses concernant des problémes cutanés
tels les mélanomes ont été avancées, les conclusions demeurant incertaines puisque la MP

est elle-méme associée a un risque augmenté de mélanome [137].

La lévodopa est le traitement symptomatique favori dans la MP et dans I’attente
d’une cure ou d’un traitement ralentissant la progression de la maladie, elle demeure parmi
les premiers choix thérapeutiques a un moment ou un autre dans la vie des patients.
L’amélioration du traitement a la 1évodopa réside aujourd’hui dans la découverte de
stratégies thérapeutiques ou de médicaments permettant de contrecarrer les différentes
limites décrites, particulierement les limites invalidantes pouvant surpasser les effets
bénéfiques et empécher cette option thérapeutique. Ces complications majeures incluent

les dyskinésies et fluctuations motrices et les hallucinations et autres troubles psychotiques.
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1.3. Complications issues du traitement chronique a la

lévodopa
1.3.1. Dyskinésies

1.3.1.1.  Symptomes et impact

Les dyskinésies sont une variét¢ de mouvements involontaires hyperkinétiques,
incluant la chorée, la dystonie et les mouvements stéréotypés. Elles peuvent se manifester
avec 1’évolution naturelle de la MP sans prise de traitement, mais sont généralement
précipitées par les traitements dopaminergiques, particulierement la 1évodopa. Plusieurs
facteurs de risque ont été identifiés dans le développement des dyskinésies,
particulierement les dyskinésies issues du traitement a la 1évodopa. L’influence du stade
de la maladie, de la sévérité des symptomes moteurs et des traitements et doses administrés
sont parmi les facteurs connus. Ces mouvements involontaires s’observent entre autres au
niveau du visage, du cou ou de maniere diffuse dans le corps et se manifestent avec des
intensités variables, pouvant étre a peine perceptibles ou complétement handicapants [130,

138].

Le pourcentage de patients développant des dyskinésies issues du traitement
chronique a la Iévodopa varie selon les études a cause des différences dans les stades de
maladie des patients inclus, les doses et fréquences du traitement et d’autres facteurs de
risque. Apres 4 a 6 ans de traitement a la 1évodopa, on estime que pres de 40% des patients
développent des dyskinésies, ce chiffre pouvant monter jusqu’a 90% aprés 10 a 15 ans de
traitement. Le temps médian pour le développement de dyskinésies est entre 2 et 4 ans, la

sévérité de celles-ci pouvant varier entre les patients [129, 130, 139].

Les dyskinésies sont parmi les principales difficultés impactant négativement la
qualité de vie des patients parkinsoniens et de leurs aidants naturels. Malgré cela, des
¢tudes ont observé que la majorité des patients préferent avoir une bonne gestion de leurs
symptomes moteurs et étre en ON dans leur traitement avec les inconvénients des

dyskinésies plutot que d’avoir a arréter la lévodopa et vivre avec les symptomes
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parkinsoniens. Ceci démontre 1’importance du traitement des dyskinésies et du

rétablissement des complications a la Iévodopa [140-142].

Les différentes formes de dyskinésies se manifestent a différents moments lors du
traitement. La forme la plus communément observée est au moment ou [’effet
symptomatique moteur du médicament est a son plus fort. On observe également les
dyskinésies en fin de dose ou encore des dyskinésies diphasiques, se manifestant en début
ou en fin de dose. Les dyskinésies peuvent avoir une prédominance de chorée ou de

dystonie [130, 138].

Une méta-analyse avec des études randomisées controlées a comparé le potentiel
de développement des dyskinésies chez les patients traités uniquement avec de la 1évodopa
a ceux traités avec d’autres médicaments antiparkinsoniens. Le traitement a la 1évodopa
augmentait significativement ce risque en comparaison aux autres traitements, dont les
agonistes dopaminergiques [143]. Une autre méta-analyse a confirmé que malgré un
certain potentiel a développer des dyskinésies également lors du traitement avec des
agonistes dopaminergiques, ce risque est grandement réduit, étant 87% plus faible par

rapport au traitement a la 1évodopa [144].

Les complications motrices issues de traitements dopaminergiques, les plus
communes étant les dyskinésies, sont un important facteur a considérer lors du traitement
dans la MP. Les dyskinésies sont également un symptome de la maladie et finissent par
toucher presque tous les patients a un moment dans leur vie. Des stratégies thérapeutiques
pour y remédier deviennent donc un élément essentiel dans la gestion de la maladie et des

patients.
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1.3.1.2.  Pathophysiologie et hypothéses

Les mécanismes et voies de transmission impliqués dans les dyskinésies sont
complexes et diversifiés. Puisque la MP est principalement issue de troubles au niveau du
striatum et de la voie nigrostriée, il est pensé que ces troubles seraient également impliqués
dans le développement des dyskinésies, particulicrement lorsqu’elles résultent du
traitement a la 1évodopa. Une transmission dopaminergique pulsatile dans cette région est
I’un des principaux ¢léments provoquant le développement de dyskinésies. Au niveau
synaptique, une dégénérescence présynaptique et un maintien des neurones
postsynaptiques seraient requis pour leur développement. En effet, les dyskinésies induites
par la lévodopa sont beaucoup moins fréquentes, voire rares, dans les formes de

parkinsonisme issues d’une dégénérescence postsynaptique [ 138, 145].

Une infusion continue de l1évodopa semble réduire les dyskinésies, confirmant que
la stimulation pulsatile lors du traitement oral chronique est problématique. Avec
I’évolution de la maladie, la dégénérescence présynaptique est de plus en plus sévere et les
fonctions neuronales permettant le transport et 1’entreposage de la 1évodopa pour une
stimulation continue et physiologique deviennent réduites ou presque inexistantes. Ceci
explique que la sévérité de la MP soit un facteur de risque important dans le développement
des dyskinésies. Des études d’imagerie ont observé qu’une importante réduction du
nombre de pulsations et de stimulation neuronale dans le GPi et le NST jouaient également
un role [138]. Dans la voie nigrostriée, la transmission dopaminergique devient de plus en
plus un reflet des concentrations de 1évodopa, avec des pics et des creux, ce qui induit des
fluctuations et des effets de fin de dose ainsi que des dyskinésies. D’ailleurs, les
formulations de lévodopa permettant une stimulation plus continue telles que 1’infusion
intrajéjunale ou la Iévodopa a libération controlée ou prolongée ont démontré une bonne
efficacité tout en améliorant ou du moins en évitant 1’aggravation des complications
motrices telles les fluctuations complexe et parfois les dyskinésies [130, 138, 140, 146-

148].

La Iévodopa étant un précurseur de la dopamine, son action neurologique refléte

I’action physiologique de la dopamine, stimulant les différents récepteurs dopaminergiques

53



de la famille D1 (les récepteurs Dlet DS5) et de la famille D2 (les récepteurs D2, D3 et D4).
Or, plusieurs €léments portent a penser que les récepteurs D1 seraient particulierement
impliqués dans le développement des dyskinésies. L’administration de fortes doses de
Iévodopa est un facteur de risque du développement des dyskinésies puisque cela causerait
une surstimulation des récepteurs D1. Ces récepteurs ne sont d’ailleurs généralement pas
ciblés par les agonistes dopaminergiques, ceux-ci ciblant davantage la famille des
récepteurs de type D2. Cette différence pourrait expliquer le fait que la majorité des
agonistes n’induisent que peu ou pas de dyskinésies. De plus dans les modéles animaux,
I’inactivation des récepteurs D1 bloque certaines chaines de signalisation et prévient la
manifestation des dyskinésies induites par la 1évodopa [138, 144, 149, 150]. L’activation
sélective des récepteurs D1 aurait aussi induit des dyskinésies dans un petit groupe de

patients, similaire a ce qui est observé avec la 1évodopa [151].

Quelques études ont également observé que le traitement a la Iévodopa induirait des
changements dans la plasticité synaptique et I’expression des différents types de récepteurs
dopaminergiques, ce qui affecterait la transmission dopaminergique et d’autres systémes

de transmission, pouvant mener au développement des dyskinésies [152-154].

Différentes hypothéses concernant I’implication du systeme sérotoninergique sont
considérées. La dopa-décarboxylase transformant la Iévodopa en dopamine est également
présente dans les neurones sérotoninergiques, transformant la 5-hydroxy-L-tryptophane en
sérotonine. Ces neurones ont alors également la capacité de transformer la 1évodopa en
dopamine sans toutefois avoir les outils d’autorégulation et de transmission physiologique
requis. Des fluctuations et dyskinésies peuvent donc résulter de cette dopamine
extracellulaire générée par les neurones sérotoninergiques. Il a ét€¢ observé qu’une
stimulation des récepteurs présynaptiques 5-HT1A réduit la libération anormale de
dopamine et réduit les dyskinésies. En plus de cette production anormale de 1évodopa, des
changements au niveau des transporteurs et de 1’expression des récepteurs
sérotoninergiques seraient é¢galement présents dans le développement des dyskinésies [138,

140, 155].
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Le systtme glutamatergique est impliqué de différentes fagons dans le
développement des dyskinésies. Une surexpression des récepteurs NMDA est observée,
ainsi que des changements dans certaines sous-unités. L’amantadine, un médicament
antiparkinsonien aux actions multiples, serait bénéfique dans la réduction des dyskinésies
tout en améliorant les symptomes parkinsoniens. Or, un de ses mécanismes observés est
I’antagonisme des récepteurs NMDA [140, 156]. Il est intéressant de constater que les voies
de signalisation sous-jacentes a 1’activation de ces récepteurs seraient liées aux voies des
récepteurs D1, ces récepteurs ayant méme un réle dans la réponse médiée par le récepteur
NMDA [149]. D’autres traitements permettant une réduction de la transmission
glutamatergique, tels que le safinamide qui a démontré un effet de réduction de la libération
du glutamate, ont également démontré dans les études animales une réduction des
dyskinésies induites par la 1évodopa [157]. L’efficacité du safinamide a également été

observée dans une petite étude sur 20 patients parkinsoniens [158].

La signalisation glutamatergique jouerait également un rdle dans I’efficacité de la
stimulation cérébrale profonde pour les dyskinésies, particuliérement au niveau du noyau
sous-thalamique [159, 160]. Un déséquilibre dans les transmissions de la voie directe et
indirecte serait également impliqué dans le développement des dyskinésies, ceci étant

discuté au chapitre 1.5.2

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluRs) sont impliqués dans le
développement ou la manifestation de dyskinésies issues de la 1évodopa et ont un grand

potentiel en tant que cible thérapeutique, ceci étant détaillé au chapitre 1.5

Les traitements pour les dyskinésies dans la MP discutés plus haut sont limités, et
les stratégies de gestion clinique varient en fonction des patients et de leurs symptomes au
cours de la maladie. Une des premieres actions considérées est la réduction de la dose de
1évodopa, ceci pouvant toutefois induire une détérioration motrice. Diverses formulations
permettant la libération constante ou prolongée de lévodopa peuvent également aider a
limiter les dyskinésies. L’ajout d’amantadine permet une amélioration des dyskinésies pour
certains patients. L administration de faibles doses de clozapine, un antipsychotique, serait

potentiellement bénéfique par une action antagoniste des récepteurs 5S-HT2A. Le systéme
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glutamatergique est quant a lui de plus en plus ciblé dans les recherches pour le traitement

des dyskinésies et autres complications motrices (voir Chapitre 1.5).

1.3.2. Hallucinations et symptomes psychotiques

1.3.2.1.  Symptomes et impact

Dans la MP, les symptomes non-moteurs sont tout aussi problématiques que les
symptomes moteurs, parfois étant méme plus contraignants et perturbateurs de la qualité
de vie des patients parkinsoniens et de leurs proches. La psychose parkinsonienne est parmi
les symptomes psychiatriques les plus problématiques et les plus complexes a traiter dans
la MP. Sa prévalence varie selon les études, allant de 26% a plus de 60% des patients
lorsque les symptdmes psychotiques mineurs sont pris en compte. Les troubles
psychotiques sont associés a une diminution du fonctionnement et de la qualité de vie des

patients [161, 162].

La définition de psychose dans la MP a évolué, parlant aujourd’hui d’un spectre de
la psychose qui regroupe plusieurs symptdmes progressant avec la sévérité de la maladie.
Les symptomes de psychose parkinsonienne sont généralement ce qu’on appelle des
symptomes positifs, issus d’une activation excessive dans le cerveau. Dans la MP, ceux-ci
incluent les illusions et hallucinations, principalement visuelles et parfois auditives, et les
délires. Pour un diagnostic de psychose parkinsonienne, ces symptomes doivent se
manifester apres le diagnostic de MP et durer au moins 1 mois, en plus de n’avoir aucune

autre cause potentielle pouvant expliquer leur observation [162, 163].

Les HVs sont le symptome psychotique le plus communément observé, présent
chez 16 a 38% des patients. Lors de la considération d’une définition plus large des
hallucinations pour y inclure les hallucinations mineures et illusions, ce chiffre monte a 50
a 70% des patients. Parmi ses principaux facteurs de risque, on retrouve une durée et
sévérité de maladie avancée et une dose équivalente de Iévodopa €levée. Le développement
d’hallucinations est quant a lui prédicteur d’une détérioration cognitive jusqu’a un possible

développement de démence et un risque de mortalité augmenté [38, 162].
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L’implication des traitements antiparkinsoniens dans le développement des
hallucinations et autres symptomes psychotiques demeure incertaine, les résultats de
plusieurs études étant non-concluants. Ces traitements sont en effet considérés comme un
facteur de risque, particulierement la 1évodopa et les agonistes dopaminergiques, mais ne
provoqueraient pas nécessairement des hallucinations sans autres facteurs sous-jacents. Ils
seraient plutot problématiques dans les populations a risque et précipiteraient I’apparition
des symptomes psychotiques dans ce cas-ci [38, 162]. La 1évodopa administrée aux
patients a des stades avancés, a un age avancé, avec des troubles cognitifs ou autres facteurs
de risques peut alors provoquer ou exacerber des hallucinations et autres symptomes

psychotiques dans la MP, son utilisation pour un traitement optimal devenant alors

difficile.
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1.3.2.2.  Pathophysiologie et hypothéses

Le systéme dopaminergique a longtemps été considéré comme 1’élément principal
dans le développement des symptomes psychotiques. Il est aujourd’hui compris que ce
serait plutot une interaction entre plusieurs facteurs et systeémes de neurotransmission qui
induirait des hallucinations et symptomes psychotiques. Une des principales difficultés
dans I’étude des hallucinations et de la psychose parkinsonienne est le manque de modéles
animaux validés pour son évaluation, la majorité des observations venant d’études chez les

patients.

Au niveau anatomique, le lobe temporal serait impliqué dans les HVs, ce qui n’est
pas étonnant puisque celui-ci contribue normalement a la reconnaissance et au traitement
de I’'information visuelle. Le systeme limbique serait également impliqué dans les HVs,
I’amygdale ayant démontré des accumulations de CLs plus importantes chez des patients
parkinsoniens présentant des HVs. Le cortex préfrontal joue un réle important dans le
traitement de I’information et aurait un réle dans I’apparition d’HVs. De maniére générale,
les études d’imagerie ont observé une atrophie dans les régions impliquées dans le
traitement visuel et une baisse de fonction dans plusieurs régions corticales. L’hippocampe
est également considéré parmi les régions cérébrales affectées lors de la présence d’HVs
et de symptomes psychotiques. Tous ces résultats demeurent toutefois variables selon les
¢tudes et les méthodologies utilisées dans les projets de recherche, ce qui rend difficiles les
généralisations et I’établissement clair du processus pathologique sous-jacent a I’apparition

d’hallucinations et de symptomes psychotiques dans la MP [38, 162, 164].

Les ganglions de la base grandement impliqués dans la MP sont bien connus pour
participer a la transmission de signaux moteurs. Or, ceux-ci sont également impliqués dans
la signalisation vers des régions principalement visuelles. Une boucle corticostriatale
visuelle jouant un rdle dans la reconnaissance et discrimination de signaux visuels a été
identifi¢e. Le cortex temporal visuel (inféro-latéral) enverrait des signaux a des régions du
striatum, le signal continuant alors vers le GP, la SN et le thalamus pour ensuite revenir
aux régions corticales, dont le cortex orbito-frontal. Ces différentes régions font partie de

la boucle potentiellement d’intérét dans la formation d’HVs [165, 166].

58



Plusieurs psychoses telles que la schizophrénie sont issues d’un exces de dopamine
et l'utilisation d’antagonistes dopaminergiques permet le rétablissement de certains
symptomes. Le récepteur D2 serait particulierement d’intérét, ce qui est clairement
problématique dans la MP puisque celui-ci est également impliqué dans les fonctions
motrices et son activation est méme favorisée dans cette maladie. Une des principales
stratégies thérapeutiques de la schizophrénie devient alors inenvisageable pour traiter les
symptomes psychotiques dans la MP. Toutefois, I’implication du systéme dopaminergique
dans le développement des symptdmes est également plausible dans la MP. Un changement
dans la distribution des récepteurs dopaminergiques et la formation d’hétérodimeres

seraient évalués dans les modeles animaux [162].

Le systéme cholinergique serait quant a lui plutdt impliqué dans les délires des
troubles de démence issus de mécanismes différents de la psychose parkinsonienne et
répondant généralement bien au traitement a la rivastigmine, un inhibiteur de la

cholinestérase [38, 162].

Dans le systéme sérotoninergique, les récepteurs 5S-HT2A sont particulierement
d’intérét puisque le mécanisme d’action des antipsychotiques utilisés dans le traitement de
la psychose parkinsonienne lorsque ceux-ci sont administrés a de faibles doses est
I’antagonisme des 5-HT2A/5-HT2C. Ceci a mené a I’investigation de molécules bloquant
ces récepteurs, parmi lesquelles la pimavenserine. Cet agoniste inverse des récepteurs 5-
HT2A a démontré son efficacité et a été approuve pour le traitement des hallucinations et
délires se manifestant dans la MP, ce qui confirme I’implication du récepteur ciblé dans les
HVs [167, 168]. Les récepteurs 5-HT2A ont également été¢ impliqués dans [’action
psychédélique et hallucinogene de certaines drogues [169-171]. 1l est intéressant de noter
que ces récepteurs couplés aux protéines G régulent plusieurs voies de signalisation et
interagissent avec divers systémes de neurotransmission, dont le systéme glutamatergique

[172-174].

Parmi les interactions observées, le complexe du récepteur S-HT2A avec certains
mGluRs aurait une implication fonctionnelle particulicrement d’intérét dans les

symptomes psychotiques [175]. Cette interaction a fait du systéme glutamatergique une

59



cible dans la recherche pour les hallucinations et symptomes psychotiques. De plus, une
réduction des niveaux de glutamate dans le striatum lors de la présence de psychose
parkinsonienne a été observée, ceci s’opposant toutefois a d’autres observations d’une
hyperactivité glutamatergique dans certaines régions cérébrales [38, 162]. Les mécanismes
exacts impliquant la transmission glutamatergique dans le développement des
hallucinations visuelles et de la psychose parkinsonienne demeurent incertains, mais
plusieurs éléments laissent penser que les récepteurs métabotropiques glutamatergiques

seraient une cible d’intérét. Ce sujet est abord¢ davantage au chapitre 1.5
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1.4. Modéles animaux dans la maladie de Parkinson

La MP est une maladie a caractére hétérogéne dont les symptomes, 1’age au
diagnostic et le taux de progression varient énormément. Ce caractere requiert 1’utilisation
d'une variété de modeles animaux pour étudier et comprendre les différents aspects de la
maladie. Pour cet effet, plusieurs modeles basés sur des approches génétiques ou par

exposition a des neurotoxines ont ét¢ mis au point [176-178].

Plusieurs neurotoxines peuvent modéliser la neurodégénérescence dopaminergique
causée par les facteurs environnementaux impliqués dans la MP. IIs induisent généralement
une perte rapide des cellules neuronales dans la SNpc, provoquant ainsi des symptomes
moteurs et certains changements comportementaux, mais sans formation de CLs [179]. En
revanche, les modeles basés sur la génétique démontrent non seulement une perte des
cellules neuronales et des symptomes moteurs, mais peuvent ¢galement présenter des
protéinopathies dont une pathologie liée a 1'a-synucléine, dépendamment du modele
génique spécifié. Des mutations génétiques ou des changements dans I'expression génique
peuvent étre modélisés a l'aide d'animaux transgéniques ou étre induits par transfection
virale. Parmi les modeles animaux génétiques prometteurs, on retrouve les modeles ciblant

le géne SNCA permettant la production de I’alpha-synucléine. La formation d’agrégats

d’alpha-synucléine suite a des mutations sur ce gene est utile pour certaines études [178].

Les neurotoxines et les approches génétiques sont appliquées a différentes especes
animales pour modéliser la MP. Les mode¢les neurotoxiques demeurent toutefois plus
accessibles et rapides a obtenir, étant souvent préférés dans les projets de recherche,

dépendamment de 1’objectif de recherche.
1.4.1. Modéles neurotoxiques

I1 existe plusieurs modeles de MP basés sur I'administration locale ou systémique
de neurotoxines permettant d’induire la dégénérescence des neurones dopaminergiques. La
6-OHDA, initialement utilisée pour induire la dégénérescence de nerfs périphériques [180],
est ensuite utilisée dans le cerveau pour modéliser la MP. La neurotoxine MPTP,

découverte suite a des cas de parkinsonisme chez de jeunes utilisateurs de drogue
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intraveineuse, est également largement utilisée pour générer des modeles animaux de
parkinsonisme [181]. En plus de ces 2 toxines couramment utilisées, d'autres modeles basés
sur des neurotoxines ont été générés et validés grace a I’identification du risque de
développement de MP li¢ a I’exposition aux pesticides utilisés en agriculture [182] (Table
2). Le choix du mod¢le animal dépend évidemment des objectifs de recherche et des

limitations de chaque projet.
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Table 2 : Description et évaluation de modéles animaux neurotoxiques communs dans la MP

Modéle Phénotype Utilisation Limitation Références*
MPTP : Dose aigue : - Modéle préclinique commun. | - Les rats y sont résistants. | (1) (2) (3)
Inhibition du - Pas d'agrégats d'a-synucléine. - Injection systémique. - Récupération @ ) (v
complexe | - Dégénérescence des neurones - Utilisé chez les souris et les fonctionnelle chez la souris | (7)

dopaminergiques. primates. et les primates.

- Déficit moteur.

Dose chronique :

- Agrégats d'a-synucléine.

- Maladie progressive.

- Pas de dégénérescence des neurones

dopaminergiques.

- Pas de déficit moteur.
6-OHDA : Lésion dépendante du site d’injection : - Modéle préclinique commun | - Procédure chirurgicale @) (5) (®)
Inhibition du - Pas d'agrégats d'a-synucléine. chez le rat. complexe.
complexe [ et - Dégénérescence des neurones - Injection intracranienne dans
stress oxydatif dopaminergiques. la SNpc, le striatum ou le

- Déficit moteur. faisceau prosencéphalique

médian.
- Hémiparkinsonisme.

Roténone : - Agrégats d'a-synucléine. - Modéliser les risques - La toxicité chez I'humain | (9) (10)
Inhibition du - Dégénérescence modérée des neurones environnementaux. reste controversée.
complexe | dopaminergiques. - Evaluer le risque des

- Quelques déficits moteurs. pesticides.
Paraquat et - Agrégats d'a-synucléine. - Modéliser les risques - La toxicité chez I'humain | (10) (11)
Maneb : - Faible neurodégénérescence environnementaux. reste controversée. (12) (13)
Stress oxydatif dopaminergique. - Evaluer le risque des - Des doses ¢levées de (14)

- Faible déficit moteur. pesticides. paraquat provoquent une

fibrose pulmonaire .
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1.4.1.1. MPTP

Le MPTP est une neurotoxine couramment utilisée pour modéliser la MP et peut étre
administré de maniére aigué ou chronique par différentes voies [183]. Il traverse facilement la
BHE en raison de sa nature lipophile. Les cellules gliales absorbent le MPTP, ou il est d'abord
converti en 1-méthyl-4-phényl-2,3-dihydropyridinium (MPDP") par la MAO B et subi une
oxydation spontanée le transformant en 1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP"), un agent toxique
[184]. Une fois ce dernier relaché dans le parenchyme par le transporteur de cations organiques
3, le MPP" est transporté sélectivement dans les cellules dopaminergiques par le DAT et
s'accumule dans le cytoplasme et dans les vésicules par le transporteur de monoamine
vésiculaire (VMAT) [185]. Le MPP" bloque le complexe mitochondrial I, ce qui réduit la
production d'adénosine triphosphate (ATP), augmente le stress oxydatif et finit par provoquer
de la neuroinflammation et finalement une mort cellulaire [184]. Ce mécanisme d'action a
contribu¢ a 1'étude de la neurodégénérescence dopaminergique, du dysfonctionnement

mitochondrial, du stress oxydatif et de la neuroinflammation dans la MP.

Modéliser la MP avec le MPTP est couramment utilisé chez les souris et les primates.
Cependant, cette méthode est moindrement utilisée chez les rats a cause de la résistance de ces
derniers aux doses modérées de MPTP. Une forte présence de MAO dans la BHE serait a

I’origine de cette résistance, transformant le MPTP avant son passage dans le cerveau [60].

Dans la recherche scientifique, la fiabilité et I'accessibilit¢ du modéle MPTP de souris
en fait un choix populaire pour étudier la MP. Le plus souvent, les souris regoivent une dose
aigu€é de MPTP par injection intrapéritonéale, ce qui provoque une perte de neurones
dopaminergiques particulierement dans la SNpc [179]. La neurodégénérescence se produit en
quelques heures et se stabilise en environ 7 jours. Quatre injections a intervalles de 2 heures de
MPTP (jusqu'a 20 mg/kg) provoquent 90% de déplétion striatale de dopamine et 70% de perte
de neurones dopaminergiques dans la SNpc sans agrégats d'a-synucléine [183]. La
dégénérescence dopaminergique induite par MPTP chez la souris est bien corrélée aux déficits
moteurs. Cependant, ces déficits peuvent se rétablir en quelques jours apres l'injection aigué, ce
qui limite la durée des études comportementales [186]. Comme alternative au modele de souris

aigu, la répétition quotidienne des injections, soit un traitement subaigu, entraine une
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neurodégénérescence nigrostriée retardée et une accumulation progressive d'inclusions d'o-
synucléine [187]. La nature progressive de I'exposition prolongée au MPTP chez la souris
apporte une meilleure validité d’aspect, avec une progression ressemblant a la MP, incluant la
neuroinflammation, la pathologie d'inclusion de l'a-synucléine et le mécanisme moléculaire
précédant la mort cellulaire. En revanche, ce modéle progressif ne montre pas de déficits
moteurs apparents. L utilisation de modeles de MPTP chez la souris dépends alors grandement

des objectifs de recherche.

Le MPTP est également grandement utilisé¢ chez les primates. Ce modele de MP a été
entre autres utile pour évaluer plusieurs médicaments antiparkinsoniens, dont la 1évodopa et les
agonistes dopaminergiques [188]. Le MPTP peut provoquer une dégénérescence
dopaminergique dose-dépendante dans SNpc. La neuropathologie et les symptomes observés
ressemblent aux observations chez les patients parkinsoniens, avec une réponse aux traitements
¢galement similaire [189]. De plus, comme chez les patients parkinsoniens, I'administration de
la 1évodopa rétablit initialement le déficit moteur dans les mode¢les de primates 1é€sés au MPTP,
mais une utilisation prolongée provoque 1’apparition d’effets adverses, particulierement les
comportements dyskinétiques [190, 191]. Chez les marmousets, les phénotypes d’effets
secondaires observés incluent également des comportements similaires a la psychose
parkinsonienne, un autre effet adverse du traitement chronique a la 1évodopa observé chez les
patients. Ainsi, la ressemblance des modeles MPTP chez les primates avec la MP chez I’humain
les rend idéaux pour la recherche préclinique de stratégies thérapeutiques avec leur bonne
validité d’aspect et prédictive, le cout €levé et les installations particulieres requises demeurant

une limite a leur utilisation [60, 192].

1.4.1.2. 6-OHDA

La 6-OHDA est un analogue de la dopamine et de la noradrénaline qui ne traverse pas
la BHE, requérant ainsi une administration locale directement dans le cerveau pour induire de
la neurodégénérescence. La molécule pénétre dans les neurones dopaminergiques et
noradrénergiques a 1’aide des transporteurs de monoamines. Par conséquent, 1’ajout
d’inhibiteurs de la recapture noradrénergique tels que la désipramine lors de I’injection de 6-

OHDA est utilisée pour cibler sélectivement les neurones dopaminergiques [193]. La 6-OHDA

66



induit la mort cellulaire par stress oxydatif en inhibant le complexe mitochondrial I et en
produisant des especes réactives de I'oxygene (ERO). D’ailleurs, plusieurs agents antioxydants
ont démontré un effet protecteur contre la 6-OHDA [181]. La toxicité de la molécule est
catalysée par le fer, les agents chélateurs du fer telle la vitamine E pouvant interférer avec cette

toxicité [181].

Chez les primates et les rongeurs, 1’injection intracérébrale unilatérale de 6-OHDA
permet de cibler la SNpc, le striatum ou le faisceau prosencéphalique médian [184], générant
ainsi des modéles hémiparkinsoniens [181]. Contrairement aux injections unilatérales, les
injections bilatérales provoquent souvent une mortalité élevée, ce qui en fait un choix moins
commun [185]. Chez les rongeurs, les injections unilatérales entrainent une asymétrie dans les
déficits moteurs et un comportement de rotation. Ceux-ci répondent bien au traitement a la
1évodopa et manifestent des phénotypes reflétant les dyskinésies induites par la 1évodopa, ce qui
en fait un modele de choix pour les études sur ce sujet [ 184]. La méthode d’injection unilatérale
permet également l'utilisation comme controle interne des membres ipsilatéraux non lésés. Chez
le primate, une série d’injections de 6-OHDA est nécessaire pour induire des complications
[190]. Chez les marmousets, 9 injections striatales de 6-OHDA induisent un comportement de
rotation indiquant une Iésion nigrostriée unilatérale, mais les symptomes se rétablissent apres
10 semaines. L’augmentation du nombre d'injections semble retarder la récupération
fonctionnelle, mais n’induit pas la formation d’inclusions d'a-synucléine. Ce modele est utilisé
pour étudier l'hyperactivit¢ du NST, les dyskinésies, l'anhédonie et les comportements
dépressifs [178]. Ce dernier modele est aussi utilisé pour développer des traitements, tels que le
DBS (deep brain stimulation), les agents neuroprotecteurs, la transplantation et les thérapies

géniques [194, 195].

Le choix du site d’injection de la 6-OHDA est d’intérét. Une injection dans la SN induit
une mort neuronale dopaminergique plus sévére et rapide qu’une injection dans le striatum, ou
une mort neuronale plus faible évoluant sur une plus longue période est observée. L’injection
au niveau du faisceau prosencéphalique médian droit cause une perturbation de la voie

nigrostriée issue d’une mort neuronale relativement rapide dans la SN suivie de 1ésions axonales
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dans le striatum, avec une atteinte moindre ou minime de I’aire tegmentale ventrale [178, 196,

197].
1.4.2. Particularité de I’étude des symptomes psychotiques

Contrairement aux symptomes moteurs et complications motrices, une des grandes
difficultés dans la recherche sur les symptomes psychotiques et les hallucinations dans la MP
réside dans le choix limité des modeles animaux validés permettant une bonne évaluation de ces
phénotypes. Seulement certains primates non-humains peuvent manifester des comportements
évoquant les symptomes neuropsychiatriques observés chez les patients parkinsoniens, incluant
les comportements stéréotypés et méme les HVs. L’induction de ces comportements suite a
certains traitements chroniques entre autres avec I’amphétamine a ét¢ d’un grand apport dans le
développement de ces modeles animaux [198]. Malgré la présence de certains modéles animaux
validés utilisés en schizophrénie ou autres maladies psychiatriques, ceux-ci ne reflétent pas
automatiquement les caractéristiques physiques et neurobiologiques particuliéres des
symptomes psychotiques de la MP, dans laquelle une administration exogéne de médicaments

dopaminergiques peut jouer un role.

Le marmouset est le seul modele animal ayant une échelle validée pour 1’évaluation de
phénotypes ressemblant aux symptomes psychotiques de la MP (Table 3). Plusieurs de ces
comportements ont €été initialement utilisés dans la recherche sur la schizophrénie, et
I’établissement d’une échelle caractéristique aux particularités de la MP et de son traitement a
grandement facilité I’évaluation de nouveaux traitements et nouvelles cibles thérapeutiques pour

la psychose parkinsonienne [198, 199].

Table 3 : Résumé de I’échelle d’évaluation des comportements de type psychotiques chez le
marmouset 1és¢ au MPTP

Phénotype Score du dysfonctionnement

1- Hyperkinésie : 1’animal a | 0 : Normal

une activité motrice excessive | 1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps et
et plus rapide que la normale | n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal
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3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et affectant le fonctionnement normal de 1’animal

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
affectant le fonctionnement normal de 1’animal

2- Réponse a un stimulus non-
apparent : ’animal regarde de
fagon soutenue dans le vide ou
poursuit un élément invisible
(similaire a une hallucination
visuelle)

0 : Normal

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et affectant le fonctionnement normal de I’animal

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
affectant le fonctionnement normal de 1’animal

3- Toilettage excessif :
I’animal  procéde a un
toilettage ou grattage répété

0 : Normal

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et affectant le fonctionnement normal de I’animal

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
affectant le fonctionnement normal de I’animal

4- Stéréotypies : I’animal a un
comportement répétitif tel que
sauter, tourner en cercle ou
tapoter avec ses pattes.

0 : Normal

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps et
n’affectant pas le fonctionnement normal de 1’animal

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et affectant le fonctionnement normal de I’animal

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
affectant le fonctionnement normal de I’animal

Les phénotypes de type psychotique observés dans cette échelle commencent

généralement a se manifester dés les premiers jours, alors que les comportements de type

dyskinétique s’amplifient suite a plusieurs doses administrées de 1évodopa. L’état pathologique

des animaux suite au traitement au MPTP aurait également une influence sur la manifestation

de certains phénotypes de type psychotique, ceux-ci n’étant pas observés lors de I’administration

de lévodopa a des marmousets sains sans Iésions [198, 199]. Ce modéele animal est alors parfait

pour I’étude des symptomes psychotiques et des dyskinésies issues de 1’administration de

lévodopa chronique, la corrélation avec les observations cliniques étant grande.
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1.5. Le systeme glutamatergique

1.5.1. Récepteurs et transmission glutamatergiques

La transmission glutamatergique est la principale transmission excitatrice du systéme
nerveux. On retrouve deux catégories de récepteurs glutamatergiques, les récepteurs
ionotropiques et métabotropiques. Parmi les récepteurs ionotropiques, on retrouve les récepteurs
a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate (AMPA) formés de 4 sous-unités et
considérés comme des récepteurs a transmission rapide. Ceux-ci ont un cycle de recyclage et
recrutement trés rapide, permettant une plasticité synaptique et un apprentissage efficace.
Lorsqu’ils sont activés par le glutamate, ceux-ci deviennent perméables aux cations, permettant

une dépolarisation rapide des neurones [200].

Les récepteurs AMPA aident également a ’activation des récepteurs NMDA. Formés de
plusieurs sous-unités, ces derniers sont a 1’état basal bloqués par des ions magnésium qui se
délogent uniquement lors de la dépolarisation du neurone entre autres suite a ’activation des
récepteurs AMPA. Son activation requiert la liaison du glutamate et de la glycine afin de
permettre 1’entrée du calcium dans le neurone. Cette entrée de calcium meéne a une
dépolarisation encore plus importante et plus prolongée du neurone, mais aussi a I’activation de

différentes cascades de signalisation [201, 202].

Le troisiéme groupe de récepteurs ionotropiques est composé des récepteurs kainates.
Sous forme généralement tétramérique, ceux-ci ont plusieurs similitudes avec les récepteurs
AMPA. Leur activation postsynaptique permet une entrée des cations et une transmission
d’influx alors que I’activation des récepteurs présynaptiques aide a contrdler la libération de

neurotransmetteurs, entre autres 1’acide y-aminobutyrique (GABA) [203].

En général, les récepteurs ionotropiques sont excitateurs, permettant la transmission
rapide et prolongée du signal dans de multiples régions du systéme nerveux. Les récepteurs
métabotropiques sont quant a eux couplés aux protéines G et classés en 3 différents groupes

selon leur homologie (Table 4).
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Table 4 : Récepteurs glutamatergiques métabotropiques et leurs fonctions

Groupe Récepteurs | Localisation Protéine G et fonction principale
Groupe I mGIluR1, | postsynaptique - Gogq
mGIuR5 - Stimulation de PLC et d’AC dans certains
cas

- /‘ du calcium intracellulaire

Groupe II | mGluR2, | Principalement - Gai/o
mGIluR3 présynaptique, aussi | - Inhibition d’AC
postsynaptique -¥ de la libération de neurotransmetteurs
Groupe III | mGluR4, | Principalement - Gai/o
mGIluR7, | présynaptique - Inhibition d’AC
mGIuRS o, .
mGIuR6 Principalement - " de la libération fle neu.rotransmetteurs
. - mGluR6: Stimulation de GMPc
postsynaptique

phosphodiesterase

Le groupe I inclut les récepteurs mGluR1 et mGIuRS couplés a la protéine Gaq dont
I’activation induit une augmentation du calcium intracellulaire par I’intermédiaire de la
stimulation de la phospholipase C (PLC). Ceux-ci sont principalement localisés en
postsynaptique et dans I’espace extracellulaire. Leur localisation cérébrale est principalement
au niveau de I’hippocampe et du cortex cérébral, généralement sur des neurones GABAergiques

[204-206].

Le groupe Il inclue les récepteurs mGIluR2 et mGluR3, deux récepteurs particuliérement
présents en présynaptique. Etant principalement autorécepteurs, leur fonction est plutdt
inhibitrice de la libération des neurotransmetteurs par I’intermédiaire de leur liaison a la protéine
Gai/o qui inhibe I’adénylate cyclase (AC). Les mGluR2 sont principalement observés sur les
neurones alors que les mGIluR3 peuvent également se trouver sur des cellules gliales. Les
récepteurs du groupe II sont généralement sous forme de dimeres, leur localisation variant selon
la formation d’homodimeres (complexe de deux récepteurs similaires), d’hétérodimeres
(complexe de deux récepteurs différents) avec d’autres mGluR ou d’hétérodimeéres avec d’autres
types de récepteurs non-glutamatergiques. Généralement, ils sont observés sur les terminaisons

corticostriées, les terminaisons des interneurones cholinergiques et sur les neurones
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GABAergiques. Ceux-ci sont particuliecrement d’intérét dans la MP a cause de leur forte

expression dans le striatum et les ganglions de la base en général [204, 205, 207].

Le groupe III inclut tous les autres récepteurs métabotropiques, dont le mGluR4,
mGluR6, mGIluR7 et mGluRS. Ils sont principalement localisés en présynaptique et permettent
¢galement I’inhibition de ’AC. Des observations indiquent également que certains de ces

récepteurs ont une fonction d’hyperpolarisation lorsqu’ils sont postsynaptiques [204, 205].

Formé a l’intérieur des neurones, le glutamate est transporté et entreposé dans des
vésicules par le transporteur VGLUT. On retrouve 3 types de VGLUT, le VGLUTI et le
VGLUT?2, spécifiques aux neurones glutamatergiques, ainsi que le VGLUT3 dont la localisation
est moins spécifique aux neurones glutamatergiques. La décharge du glutamate des neurones se
fait suite a I’arrivée d’un signal excitateur permettant la fusion des vésicules a la membrane des
terminaisons neuronales et la libération du glutamate dans la fente synaptique. La recapture du
glutamate se fait ensuite a I’aide de 1I’un des 5 sous-types de transporteurs membranaires EAAT
dépendants du sodium. La grande majorité¢ du glutamate est recapturé au niveau des cellules
gliales par les sous-types de transporteurs EAAT communément appelés GLAST et GLT-1. Le
glutamate est ensuite converti en glutamine qui est libérée par les cellules gliales et recapturée
par les terminaisons neuronales a 1’aide d’autres transporteurs. Une reprise du cycle est alors
possible, avec la reconversion de la glutamine en glutamate et la capture vésiculaire de celui-ci
par le VGLUT. Une petite partie du glutamate libéré dans la fente synaptique est également
recapturé directement par les terminaisons neuronales a I’aide d’autres sous-types de EAAT

[207-209].
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1.5.2. Récepteurs glutamatergiques et leur potentiel thérapeutique dans les
complications de la 1évodopa chronique (dyskinésies et symptomes

psychotiques)

Plusieurs éléments ont apporté une attention particuliére au systéme glutamatergique

dans la recherche sur les complications issues du traitement chronique a la 1évodopa.

Le blocage des récepteurs NMDA semble apporter un contrdle des dyskinésies dans la
MP. L’amantadine serait un exemple de I’implication de ce récepteur. L’efficacité de ce
traitement dans les mod¢les animaux ainsi que chez les patients parkinsoniens a ét¢ démontrée,
avec une réduction significative du score des dyskinésies ainsi que du temps avec présence de
dyskinésies. Cet effet antidyskinétique serait associé¢ a I’antagonisme du récepteur NMDA,
I’amantadine ayant tout de méme plusieurs autres cibles d’action pouvant contribuer a son effet
[210]. Cette efficacité est limitée, n’empéchant pas complétement I’apparition des dyskinésies.
Certaines observations indiquent également que 1’effet anti-dyskinétique de 1’amantadine serait
limité dans le temps, avec une réduction de son efficacité aprés quelques mois ou quelques
années. De plus, des effets secondaires sont observés avec ce traitement, dont les hallucinations

et les vertiges [140, 211].

Les mécanismes sous-jacents exacts expliquant I’effet anti-dyskinétique de I’amantadine
ne sont toujours pas complétement compris. Plusieurs observations laissent penser qu’il s’ agirait
entre autres de son activité d’antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA. Des études
animales sur des rats dyskinétiques ont observé une augmentation des sous-unités GluN2A et
une réduction des sous-unités GIluN2B des récepteurs NMDA, induisant divers changements
dans les signalisations sous-jacentes. L’antagonisme de ces récepteurs par 1’amantadine
permettrait de rétablir une modulation glutamatergique perturbée et d’améliorer I’interaction

entre la signalisation glutamatergique et GABAergique [212, 213].

La transmission issue de 1’activation des récepteurs AMPA serait également augmentée
lors du développement des dyskinésies. Quelques études sur les animaux et dans de petits
groupes de patients ont évalué I’effet sur les dyskinésies du topiramate, un médicament agissant

sur les récepteurs GABAergiques et les récepteurs AMPA. Les résultats actuellement
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disponibles ne démontrent généralement pas ou peu d’effets bénéfiques cliniquement valides

contre les dyskinésies malgré des résultats prometteurs sur les animaux [214-216].

Le safinamide a démontré une efficacité pour la réduction des dyskinésies, son potentiel
thérapeutique pouvant étre lié a son action inhibitrice de la libération du glutamate et donc la
réduction de la transmission glutamatergique. Les résultats demeurent préliminaires et le

mécanisme exact permettant un effet bénéfique est encore peu compris [157, 158].

Les dyskinésies induites par le traitement a la lévodopa sont associées a une
augmentation du glutamate dans certaines régions cérébrales, dont le striatum, une observation
faite dans les modeles animaux ainsi que chez les patients. Cette augmentation perturberait
I’équilibre des signaux activateurs et inhibiteurs issus de la voie directe et la voie indirecte de la

boucle cortico-striato-thalamo-corticale, dont le glutamate est un médiateur important [ 159].

La transmission des signaux dans cette boucle est principalement médiée par le systéme
glutamatergique et le systéme GABAergique. Le systtme dopaminergique est également
impliqué principalement par les signaux provenant de la SNpc vers le striatum et par les signaux
dopaminergiques du striatum vers le GP. En temps normal, dans cette boucle signalétique, le
signal excitateur du glutamate provenant du cortex active le striatum, déclenchant ainsi une
chaine de signalisation inhibitrice du GPi/SNpr par la voie directe a I’aide des récepteurs D1 et
GABAergiques ainsi qu’une activation du GPi/SNpr par la voie indirecte (Figure 8). Dans cette
voie indirecte, un signal inhibiteur provenant du striatum médié par les récepteurs D2 et GABA
vers le GPe induit a son tour un signal GABAergique inhibiteur vers le NST. Un signal
glutamatergique excitateur est alors émis par le NST vers le GPi/SNr. L’équilibre entre ces deux
voies de transmission permet donc la transmission des signaux vers le thalamus et le cortex pour
un bon contréle des fonctions motrices. Les changements observés dans les niveaux de
glutamate perturbent certains points de cette boucle, affectant 1’équilibre signalétique général,
ce qui explique entre autres la présence des mouvements involontaires des dyskinésies [159,

217-219].
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Figure 8 : Voies directe et indirecte de la boucle cortico-striato-thalamo-corticale
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Les difficultés liées a I’utilisation d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques
NMDA ou AMPA dans la recherche de traitements pour les dyskinésies résident
particulierement dans I’innocuité limitée de ces cibles thérapeutiques. Les mGluRs ont quant a
eux une fonction plutd6t modulatrice de la signalisation glutamatergique sans blocage du
fonctionnement physiologique diffus, ce qui en fait une cible d’intérét. On observe une forte
expression de plusieurs types de mGluRs au niveau des ganglions de la base et de la boucle
corticostriatale, ceux-ci permettant une modulation de la transmission glutamatergique dans les

voies directe et indirecte [219, 220].

L’utilisation de modulateurs allostériques négatifs du mGIluRS a démontré un effet
bénéfique chez les animaux ainsi que dans certaines études cliniques. Lors d’une comparaison
dans un petit groupe de patients parkinsoniens au 16e jour de traitement avec un antagoniste
non-compétitif du mGluRS, le mavoglurant, une amélioration significative des dyskinésies a été
observée sans détérioration des symptomes parkinsoniens ou de la réponse a la 1évodopa. Ces
observations ont €té confirmées dans d’autres études a plus large échelle et plus longue durée,
a Dexception d’une grande ¢étude n’ayant pas observé d’efficacité, freinant donc le
développement clinique de cette molécule. Les raisons derriere cet échec seraient possiblement

liées a la pharmacocinétique et non a la cible thérapeutique du médicament [140, 219, 220].
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Un autre modulateur allostérique négatif du mGIluRS, le dipraglurant, a également
démontré son innocuité et une possible efficacité contre les dyskinésies sans perturber le
traitement moteur a la 1évodopa, tant sur les primates non-humains traités au MPTP qu’en étude
clinique [221, 222]. Plusieurs autres modulateurs allostériques négatifs du mGluRS5 sont
considérés, dont le basimglurant ou le fenobam, I’intérét de cette cible thérapeutique étant

grandissant [ 140, 223, 224].

Plusieurs études animales, principalement sur les rongeurs traités au 6-OHDA ou les
primates non-humains traités au MPTP, ont évalué le potentiel thérapeutique de 1’activation des
mGluR4. Ce récepteur ayant principalement un effet inhibiteur sur la transmission
glutamatergique, il est pensé que son activation permettrait une régulation de la surstimulation
glutamatergique observée dans les dyskinésies. Que ce soit par I’utilisation d’agonistes
orthostériques (liaison au site d’action du récepteur) ou de modulateurs allostériques (liaison a
des sites autres que le site d’action modifiant 1’affinité du récepteur a son ligand) positifs, ce qui
est généralement observé est une amélioration des symptomes parkinsoniens résultant de
I’optimisation de I’effet de la [évodopa, sans effet dyskinétique intrinseque. Une augmentation
de la dose de 1évodopa serait possible sans détérioration des dyskinésies selon certaines études
[219, 220]. Toutefois, I’échec clinique du foliglurax, un modulateur allostérique positif du
mGluR4, dans I’étude AMBLED a diminué I’intérét de recherche pour cette cible thérapeutique.
Les deux doses évaluées dans cette étude ont échoué a atteindre le critére d’évaluation clinique,
démontrant un manque d’efficacité de cette molécule pour la réduction des dyskinésies induites
par la 1évodopa [225, 226]. Malgré des études précliniques prometteuses, les études cliniques

sur les mGluR4 ne semblent pas confirmer cet enthousiasme [227-229].

La forte présence des récepteurs du groupe II, soit le mGIluR2 et mGluR3, dans les
terminaisons corticostriatales en provenance de la SN en fait une cible de choix pour le
rétablissement des dysfonctions glutamatergiques dans la transmission cortico-striato-thalamo-
corticale [204, 230-232]. Depuis le premier clonage des récepteurs mGluR2/mGluR3 dans les
années 1990s, plusieurs composés ciblant ces récepteurs a divers niveaux de sélectivité ont été
développés [205, 233]. L’utilisation d’agonistes ciblant ces récepteurs présynaptiques permet

I’inhibition de la transmission glutamatergique. Vu la grande similitude des mGluR2 et
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mGluR3, la majorité des études publi¢es ont évalué le groupe II au complet, ayant rarement eu
la possibilité de distinguer les deux récepteurs et d’évaluer des molécules spécifiques a I’'un ou
a l’autre. Ceci pourrait expliquer les résultats divergents dans les modéles animaux sur
I’efficacité des agonistes de ces récepteurs ou sur ’implication spécifique d’un des deux
récepteurs. Lors d’études animales utilisant principalement des rongeurs knock-out, il a été
observé que le mGluR2 est particulierement impliqué dans la mémoire, 1’apprentissage et autres

fonctions cognitives, ainsi que dans la dépendance et la psychose [205, 234, 235].

Dans la MP, a I’aide du radioligand [*PH]LY341495 sélectif aux mGluR2/3, un groupe
de recherche n’a pas observé de différences dans la distribution des récepteurs du groupe II dans
les ganglions de la base entre les patients parkinsoniens avec et sans dyskinésies, plus
spécifiquement dans le putamen, le noyau caudé et le GP. De petites réductions ont toutefois été
observées pour les patients parkinsoniens ne démontrant pas de fluctuations en comparaison aux
patients parkinsoniens avec fluctuations et au groupe controle dans le noyau caudé et le GPi.
Les chercheurs ont suggéré un effet compensatoire issu de 1’augmentation de signalisation

glutamatergique [232].

Les études comparatives sur la distribution des mGluRs dans la MP demeurent limitées.
Lors d’expériences d’immunohistochimie, les marquages des mGluR2 dans le cerveau humain
ont été observés dans plusieurs régions corticales et régions des ganglions de la base incluant le
noyau caudé, le putamen, le GP et bien d’autres. Lors de ces expériences, il a également été
observé que le mGluR2 a tendance a s’agglomérer et former des polymeres, s’agengant souvent
en homodimeéres dans le cerveau [236]. D’autres é¢tudes ont confirmé ce potentiel des mGluR2
a former des homodimeres ainsi que des hétéromeres [237]. Cette particularité est également

d’intérét pour la compréhension de I’implication des mGluR2.

L’intérét particulier du mGluR2 vient également de sa capacité a former des
hétérorécepteurs avec le récepteur sérotoninergique 5-HT2A. La présence de 3 résidus
particuliers dans le domaine transmembranaire IV des mGluR2 permet a ceux-ci de former ces
hétérodimeéres avec les 5-HT2A. Ces hétérorécepteurs ont ¢€té confirmés par co-
immunoprécipitation, et les études déterminant la localisation de chacun des récepteurs laissent

¢galement penser a une colocalisation de ceux-ci entre autres au niveau thalamocortical [238].
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Les 5-HT2A sont particulierement d’intérét pour la manifestation d’hallucinations et de
comportement psychotiques. Dans la MP, la clozapine, un antipsychotique atypique, est un
médicament commercialement disponible ayant démontré une efficacité contre les symptomes
psychotiques et les dyskinésies. Contrairement a son utilisation dans la schizophrénie et autres
psychoses non-parkinsoniennes, de faibles doses sont requises pour permettre une efficacité
dans la MP. A ces doses-ci, la molécule a démontré une certaine sélectivité préférentielle aux
récepteurs sérotoninergiques 5S-HT2A, ce qui laisse présumer I’implication de ce récepteur dans
la manifestation des dyskinésies et des symptomes psychotiques [239, 240]. L approbation de
la pimavenserine, un agoniste inverse des 5-HT2A, pour le traitement des hallucinations et

délires dans la MP est un autre argument en faveur le potentiel du ciblage de ce récepteur [167,

168].

Les récepteurs 5S-HT2A sont couplés a la protéine Gaq permettant I’activation de la PLC
pour la formation d’IP3 et I’accumulation de calcium intracellulaire menant a un signal
excitateur. Les molécules non-hallucinogeénes n’activent que cette signalisation alors que les
hallucinogénes vont également activer la protéine Gai/o, ce qui démontre la sélectivité
fonctionnelle de ce récepteur [238]. Avec I’existence de 1’hétérorecepteur S-HT2A-mGlIuR2, le
blocage du récepteur 5-HT2A semble produire le méme effet que ’activation du récepteur
mGIluR2 [238, 241]. L’efficacité de [I’antagonisme des 5-HT2A contre les symptomes
psychotiques et des dyskinésies est un autre ¢lément permettant de penser que ’activation du
mGluR2 serait d’un grand potentiel pour une efficacité contre les symptomes psychotiques et
les dyskinésies, pouvant méme possiblement produire un effet synergique a 1’efficacité de la

clozapine agissant sur les 5-HT2A.
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2. Chapitre II — Objectifs et Hypothéses
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Le traitement chronique a la Iévodopa dans la MP, aussi bénéfique soit-il dans la gestion
des symptomes moteurs, résulte généralement a moyen et long terme en des effets adverses
dérangeants pour les patients, particulierement avec 1’apparition plus fréquente de dyskinésies
et d’HVs et symptomes psychotiques. Suite a la prise continue et chronique de 1évodopa, des
perturbations biologiques et fonctionnelles méneraient a 1’apparition de ces complications et
plusieurs hypothéses ont été considérées pour expliquer ces effets adverses. Parmi elles,
I’implication directe et indirecte du systéme glutamatergique dans la manifestation et la

résolution de ces complications au traitement a la 1évodopa est particulierement intéressante.

Plusieurs observations a ce sujet ont été présentées au chapitre 1. Il a été observé que les
dyskinésies induites par le traitement a la lévodopa sont par exemple associées a une
augmentation du glutamate dans certaines régions cérébrales. Une observation similaire a été
faite avec les comportements psychotiques et HVs. Une perturbation de I’équilibre des signaux
dans la voie directe et la voie indirecte de la boucle cortico-striato-thalamo-corticale jouerait un
important role dans la manifestation de ces effets néfastes. Or, la forte présence des récepteurs
du groupe II, soit le mGIluR2 et mGluR3, dans les terminaisons corticostriatales de neurones
recevant des signaux provenant originellement de la SN en fait une cible de choix pour le
rétablissement des dysfonctions glutamatergiques et autres perturbations dans cette boucle
signalétique. De plus, ces mGluRs ayant une fonction plutét modulatrice de la signalisation
glutamatergique sans blocage du fonctionnement physiologique diffus, ils en deviennent une

cible de choix.

D’ailleurs, il y aurait moins de récepteurs mGluR2/3 observés chez les patients
parkinsoniens ne démontrant pas de fluctuations en comparaison aux patients parkinsoniens
avec fluctuations et au groupe contrdle dans certaines régions de la boucle, suggérant
possiblement un effet compensatoire issu de I’augmentation de signalisation glutamatergique
lors de I’apparition des fluctuations chez les patients parkinsoniens, les mGluR2/3 ayant une

fonction principalement inhibitrice de la libération du glutamate.

De maniere générale, des études animales ont observé que le mGIluR2 est aussi
particuliérement impliqué dans les fonctions cognitives ainsi que dans la dépendance et la

psychose. L’implication confirmée des S-HT2A dans la manifestation ou du moins le traitement
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des HVs et comportements psychotiques a également contribué a cet intérét des mGluR2 dans
le traitement des complications a la Iévodopa chronique, les hallucinations étant une importante
manifestation de ces complications. Plus spécifiquement, ¢’est 1’existence d’hétérorecepteurs 5-
HT2A-mGIluR2 et la complémentarité fonctionnelle entre les deux récepteurs qui suscitent un
grand intérét vers cette cible thérapeutique. Les mGluR2 ont généralement tendance a former
des homodimeéres et hétérodiméres, cette caractéristique pouvant étre utile pour le

rétablissement d’autres signalisations.

Vu I’homologie des mGluR2 et mGIuR3 et leur ressemblance, la majorité des études ont
rarement eu la possibilité de distinguer les fonctions et effets des deux récepteurs et de les

évaluer de manieére distincte.

L’objectif primaire de cette thése est donc d’évaluer I’implication spécifique des récepteurs
mGluR2 et leur potentiel thérapeutique dans les complications issues du traitement chronique a

la 1évodopa, plus spécifiquement les HV's et comportements psychotiques et les dyskinésies.

Pour ce faire, un modulateur allostérique positif, le LY-487379 est évalué chez les rongeurs
parkinsoniens traités a la 6-OHDA et les marmousets parkinsoniens traités au MPTP pour son
potentiel thérapeutique dans les complications au traitement a la lévodopa. De plus, la
distribution des mGluR2 dans des régions cérébrales d’intérét (incluant les ganglions de la base
et d’autres régions impliquées dans le traitement d’information visuelle) est évaluée dans des
tissus de cerveau humain de patients parkinsoniens ayant des HV's en comparaison a des patients
parkinsoniens sans HVs et des sujets sains afin d’évaluer toute différence issue de 1’apparition

d’HVs dans la MP.

Les différents projets permettront de mieux comprendre I’importance et le potentiel des
mGluR2 dans les HVs et symptomes psychotiques, les dyskinésies et les complications issues

du traitement chronique a la Iévodopa en général.

Il est attendu que 1’administration du LY-487379 améliore les scores pour les symptomes
de type psychotique et les dyskinésies chez les marmousets, particulierement aux doses plus
élevées. L’administration du LY-487379 ne devrait pas détériorer 1’effet antiparkinsonien

observé suite a I’administration de 1évodopa. Il est également attendu que I’effet du LY-487379

81



sur les scores de dyskinésies chez les rongeurs soit bénéfique et dose-dépendant, la meilleure

amélioration étant avec la dose la plus élevée.

Au niveau de la distribution des mGluR2 dans le cerveau parkinsonien, des différences
entre les patients parkinsoniens ayant des HVs et ceux sans HVs sont attendues dans des régions
cérébrales impliquées dans la boucle visuelle décrite plus haut, dont une partie du cortex
préfrontal et temporal. Il est pensé qu’une diminution des récepteurs mGIluR2 serait observée
dans le groupe parkinsonien avec HVs, impliquant une baisse de la régulation du glutamate et
une augmentation de la transmission glutamatergique dans certaines régions, ce qui aurait

comme conséquence 1’apparition les HVs chez ces patients.

Toutes ces expériences permettront de mieux comprendre 1’importance et le potentiel du

mGluR2 dans le traitement des complications issues de la 1évodopa administrée a long terme.
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3. Chapitre I1I — Effet de la stimulation des mGluR2s chez

le marmouset
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Dans ce projet, des marmousets 1€sés au MPTP et présentant des phénotypes parkinsoniens
stables ont ét¢ préalablement traités a la 1évodopa pendant plusieurs semaines pour y induire des
phénotypes de complications a la 1évodopa observés chez I’humain. Différentes doses du MAP

des mGluR2 LY-487379 ont ensuite été évaluées pour leur effet sur divers phénotypes.

L’objectif spécifique de cette étude était de déterminer I’effet de 1’activation des récepteurs
mGluR2 a I’aide du MAP LY-487379 sur les effets néfastes de la 1évodopa chez les marmousets

1ésés au MPTP. Plus précisément, ce projet visait a:

e Evaluer I’effet du LY-487379 sur la sévérité des comportements psychotiques induits
par la 1évodopa.
e Evaluer I’effet du LY-487379 sur la sévérité des dyskinésies induites par la 1évodopa.

e Evaluer I’effet du LY-487379 sur I’effet antiparkinsonien de la Iévodopa.

11 était attendu que I’administration du LY-487379 améliore les scores pour les symptomes
de type psychotique et les dyskinésies, particuliérement aux doses plus élevées. Il était
¢galement attendu que 1’administration du LY-487379 ne détériore pas I’effet antiparkinsonien

observé par I’administration de 1évodopa.

Les résultats de cette étude ont été publiés dans I’article : Selective metabotropic glutamate
receptor 2 positive allosteric modulation alleviates L-DOPA-induced psychosis-like
behaviours and dyskinesia in the MPTP-lesioned marmoset [242].
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3.1. Méthodologie

3.1.1. Animaux

Six marmousets (males et femelles) de type Callithrix jacchus (colonie de 1’université
de McGill) pesant entre 300g et 400g étaient hébergés par groupes de 2 a 3 dans des cages
enrichies de jouets et de perches. Les conditions d’hébergement ¢taient contrdlées et
standardisées, avec un cycle de lumicre de 12 heures, une température des pieces a 24 += 1 °C et
un taux d’humidité maintenu a 50%, ceci imitant le climat tropical de leur habitat naturel. Tous
les animaux ont été¢ pris en charge suivant des procédures détaillées dans un protocole de
recherche approuvé par le McGill University Animal Care Committee, en accord avec les

réglementations établies par le conseil canadien de protection des animaux.

Dans le but d’éviter un effet de stress sur les animaux, ceux-ci ont été acclimatés aux
manipulations et procédures impliquées dans les expériences, telles que la prise en main et les

injections, avant le début des expérimentations.

3.1.2. Induction du parkinsonisme et des comportements psychotiques et

dyskinétiques

Une solution de MPTP (MilliporeSigma; Ontario, Canada) de 2.0 mg/mL a été
préalablement préparée suivant une procédure d’opération standardisée. En résumé, SmL de
solution saline a 0.9% ont ét¢ mélangés avec 10 mg de MPTP hydrochloride. Des seringues

préremplies de solution ont été conservées a -80 °C.

Pour I’induction du parkinsonisme, une injection sous-cutanée de 2 mg/kg de la solution
de MPTP a été faite pour chaque animal pendant 5 jours consécutifs. Une période de
rétablissement de 5 a 6 semaines a permis le développement et la stabilisation des symptomes

de parkinsonisme chez les animaux.

Une fois les symptomes parkinsoniens stabilisés, les animaux ont recu quotidiennement
une solution orale de Iévodopa et benserazide (MilliporeSigma; Ontario, Canada) a doses de 15

mg/kg et 3.75 mg/kg chacun, respectivement, pour une durée minimale de 30 jours. Ce
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traitement a permis d’induire des dyskinésies et des comportements de type psychotique. Les
animaux continuaient de recevoir ce traitement oral quotidiennement, a I’exception des journées

d’expérience.
3.1.3. Procédures expérimentales

Une solution stock du modulateur allostérique positif de mGluR2, le LY-487390
(Cedarlane Laboratories; Ontario, Canada), a été préalablement préparée avec du dimethyl-
sulfoxide (DMSO) a concentration de 100 mg/mL suivant une procédure d’opération
standardisée. De celle-ci, trois différentes concentrations ont été préparées afin d’évaluer 3
différentes doses de LY-487379, soit 0.1 mg/kg, 1 mg/kg et 10 mg/kg. Une solution véhicule a

¢galement été préparée a 10% de DMSO dans une solution saline a 0.9%.

Lors des journées d’expérience, la dose habituelle de 1évodopa/benserazide a été injectée
en sous-cutané, suivie d’une injection sous-cutanée de 1’une des 3 doses de LY-487379 ou du
véhicule. Une fois les injections terminées, les animaux ont été transférés dans des cages
individuelles équipées d’eau, de nourriture, d’enrichissement consistant en une perche et une
tablette surélevée. Les animaux ont €té laissés seuls sans perturbation dans une piece fermée

équipée de caméras enregistrant leur comportement pendant 6 heures suivant I’injection.

La randomisation des doses a été faite suivant un plan en carré latin, permettant
I’évaluation de chacune des doses chez chaque animal. Un sevrage d’au moins 48 heures entre
chaque dose testée par animal a été respecté. L’¢tude de pharmacocinétique (PK) du LY-487379
chez le marmouset a permis une bonne caractérisation du profil PK de la molécule dans ce
modele animal, avec une demi-vie estimée a environ 4.2h [242, 243]. Ce sevrage de 48h
représente plus de 11 demi-vies, étant largement suffisant pour s’assurer de I’élimination quasi

complete de la dose précédente testée pour chaque animal.
3.1.4. Evaluations comportementales

L’¢évaluation des différents comportements pour chaque animal a été faite a postériori a

I’aide des enregistrements visuels. Des échelles validées ont été utilisées pour déterminer un
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score résumant 5 minutes d’observations toutes les 10 minutes pendant 6 heures. Un

entrainement préalable sur 1’utilisation des échelles a été fait.

Les comportements psychotiques ont été évalués sous 4 aspects, avec des scores allant
de 0 pour une absence du comportement a 4 pour un comportement sé¢vere présent plus de 30%
du temps et interférant avec les habitudes normales de 1’animal (Table 5). Les scores de 3 et 4
représentent un dysfonctionnement dérangeant pour I’animal, ou celui-ci n’est pas en mesure de
boire, manger et fonctionner normalement. Les phénotypes évalués incluent I’hyperkinésie, une
réponse a un stimulus non-apparent équivalent a une HV, un toilettage excessif et un
comportement stéréotypé (répétitif). Le score du comportement psychotique de chaque animal
pour chaque période d’observation de 5 minutes équivaut au score du comportement le plus

sévere.

Table 5 : Echelle d’évaluation des comportements de type psychotiques chez le marmouset 1ésé

au MPTP

Phénotype

Score du dysfonctionnement

1- Hyperkinésie :  Activité
locomotrice consistant a courir,
sauter ou grimper, étant plus
rapide que la normale et/ou
incapacité de l'animal a rester
dans une position

pendant > 5 secondes sans
locomotion.

0 : Normal - vitesse normale de I’animal / animal en mesure
de rester en position fixe pendant > 5 secondes.

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps
et I’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps
et ’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
I’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

2- Réponse a un stimulus non-
apparent : ’animal regarde de
facon soutenue dans le vide ou
vers un endroit (> 10 secondes
par minute) ou poursuit un
¢lément invisible (similaire a
une hallucination visuelle)

0 : Normal - pas de réponse a un stimulus non-apparent

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps
et I’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.
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3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.
4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
I’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

3- Toilettage excessif : ’animal
procede a un toilettage ou
grattage répétitif

0 : Normal - grattage / toilettage < 5 fois par minute.

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps
et I’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps
et ’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
I’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

4- Stéréotypies :

a) Sauts répétitifs d'un coté a
l'autre sur le sol de la cage (>2
fois/min)

b) Mouvements de la téte dun
coté a l'autre répétitifs, rapides,

d’une amplitude exagérée,
souvent associés a des
mouvements corporels (>3
fois/minute)

¢) Tourne en rond sur le sol de
la cage (>2 fois/min)

d) Jouer et/ou saisir de fagon
répétitive les barres de la cage
avec les pattes (>2 fois/min)

0 : Normal

1 : Léger - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

2 : Modéré - comportement présent plus de 30% du temps
et ’animal est en mesure de manger, boire et fonctionner
normalement.

3 : Marqué - comportement présent moins de 30% du temps
et ’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

4 : Sévere - comportement présent plus de 30% du temps et
I’animal n’est pas en mesure de manger, boire et
fonctionner normalement.

Les dyskinésies ont quant a elles été évaluées basées sur deux comportements, soit les

chorées et les dystonies. Similaire aux notations des comportements psychotiques, les

dyskinésies ont été notées de 0 a 4, 0 étant I’absence de dyskinésies et 4 étant la présence sévere

et continue du comportement, perturbant 1’activité normale de I’animal et étant observée plus

de 70% du temps (Table 6). Les scores de 3 et 4 représentent un dysfonctionnement dérangeant

pour I’animal, ou les dyskinésies interferent avec 1’activité normale de 1’animal. Le score de

dyskinésie de chaque animal pour chaque période d’observation de 5 minutes équivaut au score

le plus sévere.
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Table 6 : Echelle d’évaluation des dyskinésies chez le marmouset 16sé au MPTP

Comportements Score du dysfonctionnement
1- Chorée 0 : Comportement absent.
2- Dystonie 1 : Léger - subtil, présent moins de 70% de la période d’observation

2: Modéré - présent plus de 70% de la période d’observation et
n’interfére pas avec I’activité normale de 1’animal.

3 : Marqué - présent moins de 70% de la période d’observation et
interfere parfois avec 1’activité normale de I’animal.

4 : Sévere - présent plus de 70% de la période d’observation en continu,
remplacant I’activité normale de 1’animal.

Le parkinsonisme a également été évalué durant chaque période d’observation basé sur
5 comportements, soit I’amplitude des mouvements de I’animal évaluée de 0 a 9, 1a bradykinésie
évaluée de 0 a 3, la posture de I’animal évaluée a 0 ou 1 et le niveau d’attention de I’animal
¢valué a 0 ou 1 (Table 7). Une harmonisation des différents aspects moteurs évalués a été faite,
permettant I’addition de ceux-ci pour I’obtention du score moteur global. L’évaluation du temps
ON de chaque animal correspond a la période durant laquelle 1’animal ne démontre pas de

bradykinésie.

Table 7 : Echelle d’évaluation du parkinsonisme chez le marmouset 1ésé au MPTP

Comportement Score du dysfonctionnement
1- Amplitude du mouvement | 0 : I’animal court, saute, grimpe, utilise ses pattes pour une
0ao variété de mouvements dans la cage
1 : ’animal monte et descend le long des murs ou sur le
perchoir

2 : Panimal grimpe sur le mur de la cage sur le perchoir
3 : ’animal sautille sur le sol
4 : animal marche sur le sol
5 : ’animal est positionné sur le mur de la cage ou le perchoir,
mouvement des pattes sans locomotion
6 : ’animal est positionné sur le mur de la cage ou le perchoir,
mouvement de la téte ou du tronc
7 : I’animal est sur le sol, mouvement des pattes sans
locomotion
8 : I’animal est sur le sol, mouvement de la téte
9 : aucun mouvement
2- Bradykinésie 0 : vitesse du mouvement et de son initiation normale
1
2

0a3 : léger ralentissement du mouvement

ralentissement modéré du mouvement, figement,
difficultés a initier et maintenir un mouvement.
3 : Figement prolongé, akinésie et incapacité a bouger.
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3- Posture 0 : équilibre normal, posture droite, téte levée.

Ooul 1 : troubles de 1’équilibre, posture accroupie, téte baissée.

* 1’altération de la posture ne doit pas étre causée par un autre
comportement (dyskinésie), sinon le score est de 0

4- Attention / Vigilance 0 : mouvements normaux de controle de la téte, mouvement
Ooul du cou dans des directions variables, petits mouvements
fluides.

1 : mouvements de la téte réduits ou absents, téte dans une
position pendant > 50 % de la période d'observation.

3.1.5. Analyses statistiques

Vu la nature exploratoire du projet, aucune analyse de puissance n’a été faite pour
déterminer le nombre exact d’animaux requis. Lors de 1’analyse des résultats, la médiane été
utilisée pour comparer les scores dans les différentes échelles, soit 1’échelle du parkinsonisme,
des symptomes de type psychotique et des dyskinésies. Les analyses statistiques utilisées
incluaient le test de Friedman ainsi que le test de Dunn lorsque des différences significatives
¢taient identifiées. Les comparaisons des temps ON ont été faites a I’aide de tests ANOVA et

du test Tukey lorsque des différences significatives étaient identifiées.

GraphPad Prism 8.0 a été utilisé pour les différentes analyses et un résultat était jugé

significatif lorsque P < 0.05.
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3.2. Résultats

Suite au traitement au MPTP, les six marmousets ont démontré des symptomes de
parkinsonisme, confirmant la présence de lésions au niveau cérébral. Ces symptomes sont
demeurés stables tout au long de la période de récupération des animaux et durant les
expériences. La sévérité des symptomes de parkinsonisme était relativement similaire entre les
animaux, a I’exception d’un animal démontrant une sévérité¢ légérement moindre. Suite a
I’administration de lévodopa, un rétablissement des symptomes parkinsoniens a été observé. Le
traitement chronique a la lévodopa a induit des dyskinésies et comportements de type
psychotique chez tous les animaux en moins de 3 semaines. La sévérité des symptdmes de base
¢tait variable entre les animaux et dans le temps, tous les animaux ayant manifesté en majorité

des symptomes dérangeants (Figure 9).
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Figure 9 : Nombre total de minutes avec comportements (A) psychotiques dérangeants et (B)

dyskinétiques dérangeants.
Les symptomes A) psychotiques dérangeants (score >3) et B) dyskinétiques dérangeants (=3) chez les marmousets
laisés au MPTP ont été évalués pour une période d’observation de 6 heures suite au traitement & la 1évodopa avec

le véhicule.
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3.2.1. Effet sur le comportement de type psychotique

Suite a ’administration de la 1évodopa avec le véhicule, des comportements de type
psychotique ont été observés pendant plus de 3 heures, la sévérité de ces symptomes étant a son
pic vers la 2e heure suivant le traitement a la lévodopa (Figure 10). Lors de I’analyse des
variances, une différence significative a été observée entre les 4 groupes de traitement (F(3,20)
=90.13, p<0.001). Le test de Tukey pour comparaisons multiples a démontré que comparé au
véhicule, la sévérité des comportements de type psychotique a été significativement réduite
d’environ 45% lors de la co-administration de levodopa avec les 2 doses de LY-487379 les plus

fortes, soit 1 mg/kg et 10 mg/kg, (p<0.001).

En regroupant les scores par heure, on observe une baisse du score moyen (diminution
de la sévérité) dés la premicre heure de traitement, celui-ci passant de 3.4 avec le véhicule a 1.5
et 1.9 pour les doses de 1 mg/kg et de 10 mg/kg, respectivement. Lorsque les comportements de
type psychotique observés étaient a leur maximum de sévérité (score moyen de 3.9), ces deux

ORI

1 mg/kg et p=0.01 pour 10 mg/kg, test de Dunn).

La dose la plus faible de 0.1 mg/kg n’a quant a elle pas démontré d’efficacité tout au
long de la période d’observation, les scores demeurant similaires a ceux observés suite au
traitement avec le véhicule. Vu la similitude entre le véhicule et la faible dose, des différences
significatives ont été observées lorsque les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg ont €té comparées a
la dose de 0.1 mg/kg, avec une sévérité¢ des symptomes diminuée de 44% (p<0.001, test de

Tukey).

L’effet bénéfique des 2 doses les plus fortes de LY -487379 sur I’amélioration des scores
de comportements de type psychotique a ét¢ maintenu tout au long de la période d’observation
des symptomes, soit un peu plus de 3h, la 1évodopa n’ayant plus induit d’effets psychotiques

au-dela de cette période.
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Figure 10 : Effet du LY-487379 sur les comportements de type psychotique dans le temps.

Chaque point représente la somme pour 1’heure précédente des scores de comportements de type psychotique a
chaque période d’observation de 5 minutes chez les marmousets laisés au MPTP et traités a la 1évodopa avec le

véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg).
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La concentration plasmatique de 1évodopa étant a son maximum environ 60 a 90 minutes
apres traitement, il est pensé que son effet maximal induisant les comportements psychotiques
et dyskinétiques les plus séveres est observeé a cette période. Les symptomes psychotiques suite
au traitement avec le véhicule étaient effectivement les plus séveres entre 1 et 2.5h apres
administration de lévodopa (Figure 11). Durant cette période, la dose de 0.1 mg/kg a induit une
légere réduction de ce score, cette réduction n’étant toutefois pas statistiquement significative.
La dose de 10 mg/kg a quant a elle significativement réduit la sévérité des comportements
psychotiques, passant de symptomes séveres dérangeants (score de 4/4) a non-dérangeants (2/4),
avec une réduction de preés de 43% du score médian (p=0.015, test de Dunn). Une baisse
significative de pres de 35% du score a également été observée avec la dose de 1 mg/kg

(p=0.015, test de Dunn).
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Figure 11 Effet du LY-487379 sur les comportements de type psychotique durant 1’effet
antiparkinsonien maximal de lévodopa.

Chaque point représente la somme des scores pour chaque animal des comportements de type psychotique pour
toutes les périodes d’observation de 5 minutes lors du pic de I’effet antiparkinsonien, soit entre 1h et 2.5h aprés
administration de la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La barre

représente le score médian de chaque groupe. *: significatif a p<0.05
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Le temps ON des animaux représente la période durant laquelle les animaux répondent
au traitement antiparkinsonien et ne démontrent pas de bradykinésie. Ceux-ci ne sont alors pas
dérangés par leurs symptdmes parkinsoniens mais le sont toutefois par leurs symptdmes de type
psychotique. En comparant le temps ou les animaux étaient ON avec symptdmes psychotiques
dérangeants, on observe une différence significative entre les groupes (F(3,15) = 14.85,
p<0.001, Figure 12). Lorsque les animaux étaient traités avec 1 mg/kg ou 10 mg/kg de LY-
487379, une diminution significative de 57% (p<0.01) et 64% (p<0.001) du temps ON avec
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symptomes psychotiques dérangeants a été¢ observée, respectivement. Le traitement au LY-
487379 a significativement amélioré la qualité du temps ON des animaux, celui-ci passant de
20 min avec la 1évodopa seule a 127 min et 152 min avec la co-administration de LY-487379 1

mg/kg et 10 mg/kg.

Figure 12 : Temps ON avec comportements psychotiques dérangeants.

Temps total ot I’animal répond au traitement antiparkinsonien (ON) et démontre des comportements de type

psychotique dérangeants (score >3) aprés administration de la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1
mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La moyenne (+ erreur standard) pour chaque groupe est présentée. *: significatif a

p<0.05, **: significatif a p<0.01, ***: significatif a p<0.001.
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3.2.2. Effet sur les dyskinésies

L’effet du LY-487379 sur les dyskinésies est similaire a ce qui a été observé pour les
comportements de type psychotique. Une amélioration dose-dépendante significative a été

observée avec toutes les doses de LY-487379 testées (F(3,20) = 118.8, p<0.001), incluant la
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dose faible de 0.1 mg/kg (Figure 13). Une diminution significative de la sévérité des dyskinésies
a ¢t¢ démontrée, variant entre 22% et 57% avec ’augmentation de dose (p<0.001, test de
Tukey). Une diminution significative de 40% a 45% a également été observée sur la sévérité
des dyskinésies avec les deux doses plus fortes en comparaison a la dose de 0.1 mg/kg (p<0.001,

test de Tukey).

Ces améliorations ont été observées tout au long des 3 heures d’observation de
symptomes dyskinétiques suivant le traitement a la 1évodopa, cette derniére n’induisant plus
vraiment d’effets néfastes aprés cette période. Avec la dose la plus forte, les animaux ne

démontraient pratiquement plus de dyskinésies dérangeantes tout au long de leur traitement.

Figure 13 : Effet du LY-487379 sur les dyskinésies dans le temps.

Chaque point représente la somme pour ’heure précédente des scores de dyskinésie a chaque période d’observation
de 5 minutes chez les marmousets laisés au MPTP et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1

mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg).
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A la période d’effet antiparkinsonien maximal de lévodopa (lh & 2.5h aprés
administration), les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg de LY-487379 ont significativement réduit
les scores de dyskinésie de 43% et 52% en comparaison au score lors du traitement a la

1évodopa/véhicule (p<0.05, test de Dunn, Figure 14). Méme si aucune différence significative
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n’a été établie avec la dose de 0.1 mg/kg, une tendance a I’amélioration médiane du score

dyskinétique est vue en comparaison au véhicule.

Figure 14 : Effet du LY-487379 sur les dyskinésies durant I’effet antiparkinsonien maximal de
lévodopa.

Chaque point représente la somme des scores pour chaque animal des dyskinésies pour toutes les périodes
d’observation de 5 minutes lors du pic de 1’effet antiparkinsonien, soit entre lh et 2.5h aprés administration de la
lévodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La barre représente le score médian
de chaque groupe. *: significatif a p<0.05, ** : significatif a p<0.01
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Le temps ON sans dyskinésies dérangeantes a ¢galement été significativement augmenté
avec les 3 doses testées de LY-487379 (F(3,15)=19.21, p<0.001). La dose la plus faible a induit
une amélioration du temps ON sans dyskinésies dérangeantes, celui-ci passant d’environ 28 min
a 95 min (p<0.05, test de Tukey), 155 min (p<0.001, test de Tukey) et 195 min (p<0.001, test
de Tukey) avec les doses de LY-487379 de 0.1 mg/kg, 1 mg/kg et 10 mg/kg, respectivement.
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Le temps ON avec dyskinésies dérangeantes a donc significativement diminué (F(3,15)=21.53,
p<0.001). Avec le test de Tukey, une diminution significative de 41% (57min, p<0.05), 75%
(105 min, p<0.001) et 86% (120 min, p<0.001) a été observée avec les doses de 0.1 mg/kg, 1
mg/kg et 10 mg/kg en comparaison au véhicule et de 58% (48 min, p<0.05) et 76% (63 min,
p<0.01) lors du traitement a 1 mg/kg et 10 mg/kg en comparaison au traitement a 0.1 mg/kg

(Figure 15).

Figure 15 : Temps ON avec dyskinésies dérangeantes.

Temps total ot I’animal répond au traitement antiparkinsonien (ON) et démontre des dyskinésies dérangeants

(score >3) aprées administration de la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg).
La moyenne (+ erreur standard) pour chaque groupe est présentée. *: significatif a p<0.05, **: significatif a p<0.01,

*#%: significatif a p<0.001
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3.2.3. Effet sur le parkinsonisme et I’efficacité motrice de la 1évodopa

Une évaluation des symptomes de parkinsonisme a permis de confirmer que la

co-administration des différentes doses de LY-487379 avec la 1évodopa n’a pas nui a 1’effet
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antiparkinsonien de celle-ci. Le profil des symptomes moteurs dans chacune des 4 conditions
est relativement similaire, et aucune détérioration n’a été observée dans les scores moteurs lors
de traitement au LY-487379 en comparaison au traitement avec le véhicule (Figure 16). Les
améliorations suite a I’administration du LY-487379 dans le comportement de type psychotique
et les dyskinésies ne corrélent pas avec quelconques changements moteurs, confirmant que

I’effet sur ces comportements est indépendant de 1’effet bénéfique moteur de la 1évodopa.

Figure 16 : Profil du parkinsonisme dans le temps.

Chaque point représente la somme pour les 30 minutes précédentes des scores de parkinsonisme a chaque période
d’observation de 5 minutes chez les marmousets laisés au MPTP et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-

487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane pour chaque groupe est présentée.
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Lors de la comparaison des scores moteurs, il est intéressant de constater que la dose la
plus forte testée de LY-487379, soit 10 mg/kg, a induit une 1égére amélioration des scores de
parkinsonisme particulierement a partir de 3h aprés 1’administration de levodopa (Figure 16).
Dans la période de 3h a 4h apres administration, le score de parkinsonisme a diminué de 41%
avec le LY-487379 10 mg/kg en comparaison au véhicule (p<0.05, test de Dunn). Ceci s’est
reflété également par une amélioration significative générale du temps ON des animaux de pres
de 23% (Figure 17) passant de 167 min avec le véhicule a 205 min avec le LY-487379 10 mg/kg
(p<0.05, test de Tukey).
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Figure 17 : Temps ON total des animaux.

Temps total ot I’animal répond au traitement antiparkinsonien (ON) aprés administration de la lévodopa avec le

véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La moyenne (+ erreur standard) pour chaque groupe

est présentée. *: significatif a p<0.05
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4. Chapitre 1V — Effets de la stimulation des mGluR2 chez

le rongeur
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Dans ce projet, des rongeurs rendus hémiparkinsoniens suite a une lésion a la 6-OHDA ont
¢té préalablement traités a la lévodopa pendant plusieurs semaines pour y induire des
phénotypes de type dyskinétique quantifiables. Différentes doses du MAP des mGIluR2 LY-

487379 ont ensuite été évaluées pour établir I’effet sur les phénotypes observés.

L’objectif spécifique de cette étude était de déterminer I’effet de 1’activation des récepteurs
mGluR2 a I’aide du MAP LY-487379 sur les mouvements anormaux involontaires (MAISs)

résultant du traitement a la 1évodopa chez les rongeurs 1és€s a la 6-OHDA.

Il était attendu que 1’administration de différentes doses du LY-487379 allait
significativement améliorer les scores de MAIs chez les rats. Il était attendu que cet effet soit

dose-dépendant, la meilleure amélioration étant avec la dose la plus €levée.

Les résultats de cette étude ont été publiés dans I’article: The highly selective mGlu?2 receptor
positive allosteric modulator LY-487,379 alleviates [-DOPA-induced dyskinesia in the
6-OHDA-lesioned rat model of Parkinson's disease [244].
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4.1. Méthodologie

4.1.1. Animaux

Un total de 30 rats de type Sprague-Dawley (Charles River), toutes femelles, étaient
hébergés par groupes de 2 a 3 dans des cages avec un acces libre a 1’eau et a la nourriture. Les
conditions d’hébergement étaient controlées et standardisées, avec un cycle de lumicre de 12
heures (lumiere de jour), une température des pieces a 21 + 1 °C et un taux d’humidité maintenu
a 55%. Tous les animaux ont été pris en charge suivant des procédures détaillées dans un
protocole de recherche approuvé en accord avec les réglementations établies par le conseil
canadien de protection des animaux et le centre de recherche du Centre Hospitalier de

I’Université de Montréal (CHUM).

Dans le but d’éviter un effet de stress sur les animaux, ceux-ci ont été acclimatés aux
manipulations et procédures impliquées dans les expériences, telles que la prise en main et les

injections, avant le début des expérimentations.
4.1.2. Induction du parkinsonisme et des comportements dyskinétiques

Les chirurgies de 1ésion unilatérale ont été effectuées un animal a la fois. Suite a une
anesthésie générale avec de I’isoflurane (induction a 3-5% et maintien a 1.5-2.5% sur 1 L/min
d’0?), I’animal a été préparé a la chirurgie et placé dans un cadre stéréotaxique permettant la
stabilisation de la téte de I’animal pour la détermination des coordonnées de la cible cérébrale a
atteindre. Une anesthésie constante et profonde a été maintenue tout au long de la procédure
chirurgicale. Suite a I’insertion des barres d’oreilles dans les conduits auditifs de 1’animal, la
barre incisive a été insérée et fixée a 3.3 mm sous les barres d’oreilles. Apres 1’incision exposant
le bregma et le pergage du crane au site d’intérét, 1’aiguille d’injection a été dirigée vers le
faisceau prosencéphalique médian droit aux coordonnées suivantes : antéro-postérieure a -2.8,
média-latérale a -2.0 et dorso-ventrale a -9.0 par rapport au bregma selon ’atlas Praxinos and
Watson [245]. L’injection de 2.5 uL d’une solution de 6-OHDA (MilliporeSigma; Ontario,

Canada) a concentration de 7 ug/uL a ensuite été effectuée a débit constant pendant 5 minutes.
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Des injections sous-cutanées de solution saline et de carproféne ont également été effectuées

pour prévenir la déshydratation et la douleur.

Une fois la procédure chirurgicale terminée, chaque animal a été remis dans sa cage pour
une période de rétablissement d’environ 3 semaines. Leur parkinsonisme a ensuite été évalué a
I’aide du test du cylindre pour déterminer le succes de la chirurgie. Pour cela, chaque animal a
¢été placé dans une enceinte cylindrique en verre d’environ 30 cm de hauteur et assez large pour
permettre un mouvement rotatif de I’animal. Les animaux ont ensuite ¢té laissés seuls sans
perturbation dans une piéce fermée pendant 10 minutes avec des caméras placées afin de

permettre 1’enregistrement de leur comportement avec une vision a 360 degrés.

Les vidéos ont ensuite été évaluées a I’aveugle, sans information préalable sur les détails
expérimentaux de chaque animal. Durant ce test, chaque élévation de I’animal a été évaluée afin
de déterminer quelle patte parmi les 2 membres antérieurs est entrée en contact avec la surface
du cylindre en premier. Si I’animal placait sur la paroi du cylindre ses deux membres antérieurs
de maniere simultanée ou avec un écart de temps négligeable (moins d’une seconde), ceci était
considéré comme un contact bilatéral. Le total de chaque type de contact avec la surface du
cylindre (patte droite, patte gauche ou contact bilatéral) a ensuite été calculé pour la période
d’observation. Puisque la chirurgie est faite pour une Iésion unilatérale au cerveau, un animal
correctement 1ésé a tendance a s’appuyer de facon préférentielle sur son c6té non-1€s¢é, étant sa
patte droite (innervée par son coté cérébral sain gauche). Une utilisation supérieure a 70% du
coOté non-lésé a été considérée pour déterminer le succes de la chirurgie, indiquant une réduction

de la dopamine dans le striatum d’au moins 88% [246].

Les animaux 1ésés avec succes ont ensuite recu quotidiennement une injection sous-
cutanée de 1évodopa/benserazide (MilliporeSigma; Ontario, Canada) a doses de 6 mg/kg / 15
mg/kg, pour une durée de 21 jours. Ce traitement a permis d’induire des MAIs stables et assez

séveres, reflétant des dyskinésies stables.
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4.1.3. Procédures expérimentales

Trois différentes concentrations d’une solution de LY-487379 (Cedarlane Laboratories;
Ontario, Canada) dans du DMSO ont été préparées afin d’évaluer 3 différentes doses, soit 0.1
mg/kg, 1 mg/kg et 10 mg/kg. Une solution véhicule a également été préparée a 10% de DMSO

dans une solution saline a 0.9%.

Lors des journées d’expérience, la dose habituelle de 1évodopa/benserazide a été injectée
en sous-cutané, suivie d’une injection sous-cutanée de 1’une des 3 doses de LY-487379 ou du
véhicule. Une fois les injections terminées, chaque animal a été transféré dans un contenant
cylindrique en verre. Les MAIs ont ensuite été évalués pour une durée de 2 minutes toutes les
20 minutes pendant une durée d’observation totale de 3 heures suivant les injections. Chaque
animal a recu les 4 options de traitement (3 doses de LY-487379 et véhicule) de maniére
randomisée aléatoirement avec un sevrage minimal de 48 heures entre chaque traitement.
L’¢tude PK du LY-487379 chez le rat a estimé la demi-vie a environ 1.6h [243]. L’¢limination
quasi compléte de la molécule est donc attendue en moins de 12 heures (7 demi-vies = 11.2h).

Le sevrage de 48h entre chaque dose et traitement évalué est donc jugé suffisant.

Les injections et évaluations de comportement ont été faites a I’aveugle concernant le

traitement administré.
4.1.4. Procédures expérimentales - de novo

Dans un autre volet du projet de recherche, trois groupes de 8 nouveaux animaux
hémiparkinsoniens chacun ont ét¢ formés. Dans cette expérience, suite a 1’induction et
stabilisation du parkinsonisme, le traitement chronique a la l1évodopa induisant les MAls a ¢été
entamé en méme temps qu’un traitement chronique de LY487379. Une administration
quotidienne sous-cutanée concomitante de lévodopa et de LY-487379 0.1 mg/kg, LY-487379 1
mg/kg ou du véhicule, dépendamment de I’assignation du groupe, a été faite pendant 22 jours

consécutifs. Un sevrage de 72 heures sans aucun traitement a ensuite été fait.

Apres la période de sevrage, seule la dose habituelle de 1évodopa/benserazide 6 mg/kg /

15 mg/kg a été injectée en sous-cutané chez tous les animaux des trois différents groupes. Lors
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de cette journée, les MAIs ont été évalués selon une procédure similaire a celle décrite dans la
section précédente. Les MAIs ont également ét¢ évalués de fagon similaire chaque semaine
pendant la période d’administration concomitante des deux traitements (Iévodopa + LY-487379

ou lévodopa + véhicule), soit aux jours 1, 8, 15 et 22.
4.1.5. Evaluations comportementales des dyskinésies.

Les comportements de type dyskinétique évalués chez les rongeurs sont des MAIs
axiaux, des MAIs des membres supérieurs et des MAIs orolinguaux, ceux-ci connus sous le
terme anglais de ALO AIMs (axial, limbs and orolingual abnormal involuntary movements).
Lors de chaque période d’observation de 2 minutes, chacun des 3 mouvements est noté sur une
¢chelle de 0 a 4 pour sa durée et de 0 a 4 pour son amplitude de sévérité [247]. Un score intégré
équivaut a la multiplication du score de durée par le score d’amplitude pour chaque
comportement alors qu’un score cumulatif représente la somme des scores de durée et des scores

d’amplitude [248].

Une description des mouvements pour chaque score d’amplitude est utilisée (Table 8).
Pour les mouvements axiaux, des scores de 1 et 2 représentent une déviation légere au niveau
de la téte et du cou alors que des scores de 3 et 4 représentent une torsion plus importante allant
jusqu’au tronc et causant un déséquilibre de 1’animal pour le score de 4. Pour les mouvements
du membre supérieur, ’amplitude va d’un mouvement tres léger de la patte équivalent a un
score de 1 a un mouvement vigoureux de tout le membre et de 1’épaule pour un score de 4. Le
comportement orolingual varie d’un simple tremblement de la machoire et 1éger mouvement de
mastication pour un score de 1 a un mouvement de tous les muscles faciaux et de mastication

incluant une ouverture de la bouche et une sortie de langue de I’animal pour un score de 4 [247].

Table 8 : Echelle d’évaluation de I’amplitude des MAIs chez le rongeur 1és¢ & la 6-OHDA

Evaluation Description des scores de dysfonctionnement

1- Axial 0 : absent

1 : déviation soutenue de la téte et du cou, a un angle de ~30°
2 : déviation soutenue de la téte et du cou, a un angle de <60-.
3 : torsion soutenue de la téte, du cou et du haut du tronc a un
angle >60° mais <90-.
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4 : torsion soutenue de la téte, du cou et du tronc a une
amplitude maximale (angle >90°), provoquant une perte
d'équilibre du rat lorsqu’en position bipede.
*L'angle calculé est I’écart par rapport a I'axe longitudinal du
corps
2- Membre supérieur 0 : absent
1 : petit mouvement de la patte dans une position fixe selon
deux variantes

- la patte se déplace depuis et vers le museau (mouvement
latéral ou circulaire) mais demeure juxtaposée au corps

ou

- la patte est soulevée du sol de manicre répétitive, comme
si le rongeur s’apprétait a marcher sans y arriver.
2 : Mouvements résultant en un déplacement visible de
I'ensemble du membre supérieur sur le coté ou de haut en bas
(par exemple, la patte perd le contact avec le museau).
3 : Grand déplacement de l'ensemble du membre supérieur
avec contraction visible des muscles de I'épaule. Flexion-
extension du membre dans le plan sagittal ou abduction-
adduction dans le plan frontal. Le plus souvent, le
mouvement est circulaire, impliquant a la fois une
composante sagittale et une composante frontale.
4 : Déplacement vigoureux et énergique du membre supérieur
a une amplitude maximale possible, avec contraction notable
des deux groupes musculaires de 1'épaule et des muscles
extenseurs (derriere la patte).
Amplitude maximale possible = si le mouvement est
circulaire, le membre se déplace sur environ la moitié¢ de la
circonférence autour du corps, si le mouvement est sagittal
et/ou frontal, le membre est soulevé pour atteindre un angle
>90° par rapport au corps.
3- Orolingual 0 : absent
1 : contractions des muscles faciaux accompagnées de petits
mouvements masticateurs sans ouverture de la machoire.
2 : contractions musculaires du visage, accompagnées de
mouvements masticateurs perceptibles, entrainant parfois
une ouverture de la machoire.
3 : mouvements avec une large implication des muscles
faciaux et des muscles masticateurs. L'ouverture de la
machoire est fréquente, la sortie de la langue est
occasionnelle.
4: toutes les catégories musculaires ci-dessus sont
impliquées au maximum.

Pour I’évaluation de la durée des comportements, un score de 0 équivaut a I’absence de

comportement alors qu’un score de 4 représente la présence continue du comportement

108



dyskinétique n’étant pas interrompu par un stimulus externe telle une 1égere tape sur la paroi du
contenant (Table 9). Les scores de 1 et 2 représentent la présence du comportement pour moins
ou plus que 50% du temps, respectivement, et un score de 3 est un comportement continu

pouvant étre interrompu par un stimulus externe.

Table 9 : Echelle d’évaluation de la durée des MAIs chez le rongeur 16sé a la 6-OHDA

Evaluation Description des score de dysfonctionnement
Durée pour chaque MAI | 0 : pas de MAIs
individuellement. 1 : signes occasionnels du MAI, qui sont présents pendant

moins de la moitié¢ du temps d'observation.

2 : signes fréquents du MAI qui sont présents pendant plus
de la moitié du temps d'observation.

3 : le MAI est présent pendant toute la durée de 1'observation,
mais est supprimé par des stimuli externes (par exemple,
ouverture soudaine et bruyante du couvercle de la cage ou
tapotage sur la paroi du cylindre).

4 : le MAI est continu et n'est pas supprimable par des stimuli
externes.

4.1.6. Analyses statistiques

Vu la nature exploratoire du projet, aucune analyse de puissance n’a été faite pour
déterminer le nombre exact d’animaux requis dans les expériences. Un test d’analyse de
variances (ANOVA) a ¢été utilis€ pour évaluer les différences dans le test du cylindre, suivi du
test de Tukey lors de la présence de différences significatives. L’effet du LY-487379 sur les
dyskinésies a ét¢ analysé a ’aide du test de Friedman, suivi du test de Dunn lors d’évaluations

supplémentaires. Les résultats présentés sont résumés en médianes.

Dans I’évaluation de novo, les scores des MAIs ont été évalués avec le test de Kruskal-
Wallis suivi du test de Dunn. L’évolution du développement des MAIs a été analysée par un

ANOVA suivi du test de Dunnett.
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4.2. Résultats

4.2.1. Induction du parkinsonisme et effet de la Iévodopa

Sur les 30 rats ayant subi des chirurgies stéréotaxiques avec injection du 6-OHDA, 16
rats ont démontré une utilisation préférentielle a 70% du c6té non-1¢sé des membres antérieurs
[246]. Dans ce groupe, la différence entre 1’utilisation de chacun des deux membres antérieurs
lors de I’¢lévation de I’animal était significative (F(2,30) = 704.4, p<0.001, Figure 18), étant du
coté non-1ésé¢ 81% du temps, contre 0.3% d’utilisation du coté 1és¢ et 19% d’utilisation

simultanée des 2 membres (p<0.001, test de Tukey).

Figure 18 : Utilisation des membres antérieurs lors du test du cylindre.
Le pourcentage moyen (+ erreur standard) d’utilisation préférentielle pour chacun des membres antérieurs est
présenté pour les rats laisés a la 6-OHDA. Le coté 1ésé est le coté opposé au membre non-sollicité (1ésion droite

dans ce cas-ci).
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4.2.2. Effet du LY-487379 sur les dyskinésies induites par la 1évodopa

La sévérit¢ des MAIs induits par la 1évodopa était significativement réduite avec

I’administration de LY-487379 en comparaison a I’administration du véhicule (F=13.88,
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p<0.01). Lors de I’évaluation du score intégré cumulatif de tous les MAIs (axiaux, des membres
et orolinguaux) (Figure 19), une réduction significative a ét¢ observée avec la dose la plus faible
de 0.1 mg/kg de LY-487379, ou le score a diminué de 54% (p<0.01, test de Dunn), passant de
88 a 40.

Figure 19 : Scores intégrés de MAIs cumulatifs.

Le score cumulatif des MAIs axiaux, des membres supérieurs et orolingaux est calculé pour la période
d’observation de 3 heures des rats laisés a la 6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379

(0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane et I’écart semi-interquartile est présenté pour chaque traitement.
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Cette amélioration significative a également été observée lorsque chaque type de
dyskinésie a été évalué séparément. Avec la dose de 0.1 mg/kg, des améliorations de 46%
(p<0.01, test de Dunn, Figure 20) pour les mouvements involontaires axiaux, de 64% (p<0.01,
test de Dunn, Figure 21) pour les scores de mouvements involontaires du membre supérieur et

de 41% pour les MAIs orolinguaux (p<0.05, test de Dunn, Figure 22) ont été observées.
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Figure 20 : Scores intégrés de MAIs axiaux.

Le score cumulatif des MAIs axiaux est calculé pour la période d’observation de 3 heures des rats laisés a la 6-
OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane

et I’écart semi-interquartile est présenté pour chaque traitement.
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Figure 21 : Scores intégrés de MAIs des membres supérieurs.

Le score cumulatif des MAIs des membres supérieurs est calculé pour la période d’observation de 3 heures des rats
laisés a la 6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg).

La médiane et 1’écart semi-interquartile est présenté pour chaque traitement.
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Figure 22 : Scores intégrés de MAls orolinguaux.

Le score cumulatif des MAIs orolingaux est calculé pour la période d’observation de 3 heures des rats laisés a la
6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane

et I’écart semi-interquartile est présenté pour chaque traitement.
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Malgré la présence de certaines tendances, les changements induits par les doses plus
¢levées de 1 mg/kg et 10 mg/kg n’ont pas été significatifs. La dose de 1 mg/kg a induit une
réduction non-significative de 43% (p=0.17, test de Dunn) du score cumulatif intégré des MAIs
de tous types (Figure 19) et une réduction non-significative des différents MAIs évalués
individuellement, soit les MAIs axiaux (p=0.4, Figure 20), les MAIs du membre supérieur
(p=0.5, Figure 21) et les MAISs orolinguaux (p=0.06, Figure 22). La dose de 10 mg/kg a quant a
elle induit la plus faible diminution des scores de MAIs combinés et individuels. Avec une
valeur p tres proche de 1 (p>0.99 pour tous), aucun effet significatif n’a été observé avec cette

dose.
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4.2.3. Effet du LY-487379 sur les dyskinésies induites au temps du

maximum de concentration de 1évodopa

L’effet thérapeutique optimal de la 1évodopa est estimé a environ 60 a 90 minutes apres
I’administration du traitement. Les scores de dyskinésie a 60 minutes et 80 minutes apres
administration des traitements ont alors été évalués afin de déterminer 1’effet du LY-487379 au
pic de dyskinésies. L’amplitude ainsi que la durée des MAIs étaient significativement réduites
au maximum de I’effet anti-parkinsonien de la Iévodopa (F=12.66 avec p<0.01 et F=7.48 avec
p<0.05). Durant cette période, avec la dose de 0.1 mg/kg, la durée des MAIs (Figure 23) était
réduite de 32% (p<0.01, test de Dunn) et une réduction significative de I’amplitude (Figure 24)
de 15% a été observée (p<0.01, test de Dunn). Similaires aux résultats du score cumulatif intégré
durant toute la période d’observation, les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg n’ont pas démontré
d’amélioration significative dans I’amplitude ou la durée des dyskinésies au pic de 1’effet
thérapeutique de la lévodopa. Une réduction non-significative des scores a toutefois été
observée, particulierement pour la dose de 1 mg/kg ou des diminutions de 22% (p=0.41) pour
I’amplitude des MAIs et de 19% (p=0.26) pour la durée des MAIs ont été observées. Une

réduction inferieure des scores a été observée pour la dose de 10 mg/kg.
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Figure 23 : Scores de durée de MAlIs.

Le score de durée des MAIs axiaux, des membres supérieurs et orolingaux est calculé pour la période d’observation
de 3 heures des rats laisés a la 6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1

mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane et 1’écart semi-interquartile est présenté pour chaque traitement.
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Figure 24 : Scores d’amplitude de MAls.

Le score d’amplitude des MAIs axiaux, des membres supérieurs et orolingaux est calculé pour la période
d’observation de 3 heures des rats laisés a la 6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379

(0.1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane et I’écart semi-interquartile sont présentés pour chaque traitement.
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4.2.4. Effet du LY-487379 sur le développement des dyskinésies suite au

traitement a la l1évodopa

Dans I’¢tude de-novo, le LY-487379 a été administré chroniquement des le début du
traitement a la Iévodopa des animaux et son effet protecteur ou ralentissant le développement
des MALIs a été évalué (Figure 25). Lors du suivi hebdomadaire des MAls, le score cumulatif au
jour 8 était significativement inférieur de 82% dans le groupe traité a la Iévodopa + LY-487379
0.1 mg/kg ou 1 mg/kg en comparaison au groupe traité a la Iévodopa + véhicule (p<0.001, test
de Dunnett). Cette réduction significative a €t¢ maintenue pendant les évaluations suivantes,
étant de 88% et 77% pour 0.1 mg/kg et 1 mg/kg, respectivement, au jour 15 et de 87% et 83%
au jour 22 pour les doses de 0.1 mg/kg et 1 mg/kg, respectivement (p<0.001, test de Dunnett).
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Au jour 1, la réduction des scores dans les groupes traités au LY-487379 comparé au groupe

traité avec le véhicule était moindre et non-significative (21% pour 0.1 mg/kg et 17% pour 1

mg/kg p<0.001, test de Dunnett).

Figure 25 : Evolution des scores intégrés de MAIs tous types cumulés.
Le score intégré des MAIs axiaux, des membres supérieurs et orolingaux est calculé pour une période d’observation

de 3 heures des rats laisés a la 6-OHDA non-traités. La médiane est présentée pour chaque traitement.
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Lors de I’administration de Iévodopa seule apres le traitement chronique et le sevrage
(jour 25), le groupe n’ayant jamais ¢€té traité¢ avec le LY-487379 a démontré des MAIs bien plus
séveres que les autres groupes (Figure 26). Les scores cumulatifs de MAIs étaient
significativement inférieurs dans les groupes d’animaux ayant re¢u quotidiennement de la
lévodopa et du LY-487379 pendant 22 jours en comparaison au groupe traité avec la lévodopa
et le véhicule durant la méme période (H=12.81 avec p<0.01, test de Kruskal-Wallis). Les scores
cumulatifs de MAIs en comparaison au véhicule étaient 89% et 84% plus bas avec les doses de
0.1 mg/kg et 1 mg/kg de LY-487379 (p<0.05, test de Dunn). L administration de LY-487379 a

réduit le développement des MAIs.
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Figure 26 : Scores intégrés de MAIs cumulatifs suite a I’administration de lévodopa.

Le score intégré des MAIs axiaux, des membres supérieurs et orolingaux est calculé pour la période d’observation
de 3 heures des rats laisés a la 6-OHDA et traités a la 1évodopa avec le véhicule ou le LY-487379 (0.1 mg/kg, 1

mg/kg ou 10 mg/kg). La médiane est présentée pour chaque traitement.
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S. Chapitre V — Les mGluR2 dans les tissus humains de

patients parkinsoniens
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Dans ce projet, des tissus de cerveaux humains de 3 différents groupes, soit un groupe de
patients parkinsoniens avec des HVs, un groupe de patients parkinsoniens sans HVs et un groupe
contrdle de sujets sains, ont été analysés. Une quantification des mGluR2 par immunobuvardage

a été faire pour chaque région cérébrale disponible de chaque sujet.

L’objectif spécifique de ces expériences €tait de comparer la quantification relative et
distribution des mGIluR2 entre les patients parkinsoniens ayant des HVs, les patients

parkinsoniens sans HVs et les sujets sains pour différentes régions cérébrales.

11 était attendu que les mGluR2 soient diminués dans le groupe de sujets parkinsoniens avec
HVs en comparaison au groupe de sujets parkinsoniens sans HVs, particuliérement au niveau
des régions du cortex frontal et du cortex temporal. Il était également attendu que des différences
soient observées entre les sujets parkinsoniens (avec et sans hallucinations) et le groupe

controle.

Les résultats de cette étude sont en processus de rédaction pour publication dans un

article scientifique.
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5.1. Méthodologie

5.1.1. Echantillons

Des échantillons de tissus humains post-mortem provenant de la Parkinson’s UK Brain
Bank ont été analysés. Les échantillons sont issus de 24 sujets provenant de 3 groupes de 8
individus chacun, soit un groupe de patients parkinsoniens ayant des HVs (MP-HV ou PD with
VH dans les figures), un groupe de patients parkinsoniens n’ayant pas d’HVs (MP-SHV ou PD
without VH dans les figures) et un groupe controle de volontaires sains. Onze régions cérébrales
ont été évaluées, choisies pour leur probable implication dans la reconnaissance et
discrimination visuelle (Figure 27). Celles-ci incluent le striatum, certaines régions corticales,

le NST, la SN et d’autres régions présentées dans la Table 10.

Table 10 : Régions cérébrales évaluées

Code de la région cérébrale Nom de la région cérébrale
BAIl1 Aire de Brodmann 11
BA21 Aire de Brodmann 21
BA4 Aire de Brodmann 4
CAU Noyau caudé

DRN Noyau raphé dosrsal
GP Globus pallidus

NAC Noyau accumbens
PUT Putamen

SN Substance noire

STN Noyau sous-thalamique
THA Thalamus
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Figure 27 : Schématisation des régions évaluées

THA

BA21

DRN

5.1.2. Lyse des tissus et quantification protéique

Afin de s’assurer d’une bonne lyse des échantillons (tissus), chaque échantillon de tissu
humain est passé par différentes étapes de lyse cellulaire suivant une procédure standardisée.
Celui-ci inclut des processus de lyse mécanique, chimique et thermique afin d’en extraire toutes
les protéines, incluant les protéines membranaires. Pour chaque flacon d’échantillon, 1.5 mL a
2 mL de tampon Tris au triton (50 mM de Tris a pH 7.4, 0.5% de Triton, 300 mM de NacCl,
cocktail ~d’inhibiteurs des protéases) ont ¢ét€é ajoutés. Méme si le tampon
Radiolmmunoprecipitation Assay (RIPA) est généralement d’intérét lorsqu’une protéine
membranaire est ciblée, lors d’expériences comparatives et d’optimisation du protocole, le
tampon choisi a permis une meilleure lyse cellulaire et identification des mGIluR2 en

comparaison au tampon RIPA.
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Une fois le tampon ajouté, une homogénéisation a I’aide d’un pistolet broyeur est faite,
avec 3 cycles d’homogénéisation suivie d’une pause sur glace permettant un refroidissement de
I’homogénat. Une lyse thermique est ensuite faite par 3 cycles de congélation a 1’azote liquide
suivie d’un chauffage a 37 °C. Les échantillons sont finalement centrifugés a 4 °C a vitesse
maximale pendant 30 minutes pour permettre I’extraction du surnageant formé du tampon de

lyse et des différentes protéines cellulaires.

La quantification de tous les échantillons a ensuite été faite suivant la technique de
dosage colorimétrique basé sur 1’acide bicinchoninique (BCA), avec le kit Pierce™ BCA
Protein Assay de ThermoFisher (cat #23225). En bref, dans une plaque de 96 puits, 25 uL de
solutions de référence a différentes concentrations décroissantes sont pipettés pour la calibration
ainsi que 5 uL d’échantillon mélangé a 20 uL d’eau distillée. Apres 1’ajout de 200 uL du réactif
BCA dans chacun des puits, la plaque est incubée a 37 degrés pendant 30 minutes. L’absorbance
pour chacun des puits est ensuite mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur
d’onde de 562 nm. A I’aide de I’équation de calibration des standards, une estimation de la

concentration de chaque échantillon est calculée selon 1’absorbance observée.
5.1.3. Immunobuvardage

Chaque expérience d’immunobuvardage a été réalisée a 1’aide de gels de polyacrylamide
a 10% pour le gel de séparation (running gel) et 5% pour le gel de concentration (stacking gel).
Chaque gel a été préparé selon un protocole standard et conservé dans une condition humide a
4 °C pour un maximum de 7 jours avant utilisation. Deux gels de migration par chambre ont été

placés et un tampon de Tris-Glycine-SDS (pH ~8.3) a été utilisé pour la migration.

Des échantillons de 25 uL ont été préparés comprenant un volume d’échantillon source
équivalent a environ 7.5 ug de protéines, une solution de laemmli buffer/b-mercaptoethanol a
ratio de 3:1 et un agent diluant formé du tampon de lyse sans inhibiteurs de protéases. Apres 1
minutes dans un vortex a température ambiante, chaque solution est chauffée a 37 °C pendant 5
minutes puis remise une seconde fois dans le vortex pendant quelques secondes. Un échantillon

humain contrdle est également préparé dans les mémes conditions pour chaque gel de migration.
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Les échantillons sont transférés dans les puits de chaque gel, avec un échantillon humain
controle inclus pour chaque gel. Une migration dans le gel de concentration (stacking gel) a 80V
est faite pendant environ 15 a 20 minutes, augmentée a 100V pendant environ 1hl5 minutes
pour la migration des protéines. Une fois la migration terminée, les protéines des gels sont

transférées vers une membrane polyvinylidene fluoride (PVDF) a 100V pendant environ 1h15.

Une fois le transfert terminé, un blocage de la membrane est fait a 1’aide d’une solution
d’albumine de serum bovin (ASB/BSA) a 5% pendant au moins une heure a température
ambiante. La partie supérieure de chaque membrane est ensuite immergée dans une solution de
BSA 5% et d’anticorps primaire anti-mGluR2 spécifique au récepteur (millipore AB9209 [249-
251]) dilu¢ a 1 :10000 alors que la moitié inférieure est immergée dans une solution de BSA 5%
et anticorps primaire anti-actine a 1 :5000, toutes deux laissées sur agitateur rotatif a 4 °C

pendant la nuit.

Des lavages au Tris-Buffered Saline Tween 0.1% (TBST) de chaque membrane sont
faits (minimum 4 cycles de 5 minutes chacun) avant qu’elles soient ensuite immergées dans une
solution de BSA 5% et d’anticorps secondaire anti-lapin dilué¢ a 1:15000 pendant une heure a
température ambiante. Apres une seconde étape de lavages au TBST, chaque membrane est
traitée avec une solution de chimiluminescence améliorée (Enhanced chemiluminescence/ECL)
selon les indications du fabricant (Clarity ECL Substrate - BioRad cat #1705061) et révélée a
I’aide du systéme de détection ChemiDoc XRS+ System (BioRad cat #1708265).

Les signaux des protéines sont ensuite quantifiés a 1’aide du logiciel ImageLab, chaque
signal du mGluR2 étant normalisé€ par rapport au signal de I’actine (total protéique) et par
rapport au signal de 1’échantillon humain controle de chaque membrane (conditions

expérimentales).
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5.2. Reésultats

5.2.1. Comparaison entre les régions cérébrales chez les sujets sains

La quantification relative des mGIluR2 chez des sujets sains sans pathologies
particulieres démontre que 1’expression de ce récepteur est généralisée dans toutes les régions
cérébrales évaluées. Lors des analyses exploratoires, une grande variabilité entre les sujets dans
tous les groupes évalués a été observée pour le DRN, cette région ayant alors été exclue de

toutes les évaluations et comparaisons dans ce chapitre.

Figure 28 : Quantification relative médiane (+ écart semi-interquartile) des mGIluR2 dans le
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importante dans le cortex orbitofrontal (BA11) alors qu’elle est moindre au niveau du noyau
caudé. Une différence de distribution significative est observée entre ces deux régions
(Wilcoxon-Mann-Whitney [WMW], p=0.027), avec une quantification relative médiane de 1.96
dans le BA11 et 0.746 dans le noyau caud¢ (Table 11).
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Une expression médiane comparable des mGluR2 est observée dans les régions
cérébrales internes incluant le noyau accumbens, le NST, le GP et le thalamus. La distribution
des quantifications dans ces régions est également comparable, a 1’exception du noyau

accumbens, ou un plus important écart est observé (Figure 29).

Figure 29 : Distribution de la quantification relative des mGluR2 dans le groupe controle.
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Au niveau des régions corticales (Figure 30), ’expression des mGIluR2 semble plus
importante dans le cortex orbitofrontal (BA11) que dans le cortex moteur primaire (BA4)
(WMW, p=0.025), avec une meédiane allant de 1.96 a 0.884. Une réduction a également été
observée dans la distribution médiane dans la région temporale (BA21) en comparaison au
BAI11, celle-ci n’étant toutefois pas significative a cause de la présence d’une valeur extréme
(WMW, p=0.14 incluant tous les sujets et p=0.046 excluant la valeur extréme). Aucune
différence significative n’a été observée entre la quantification relative médiane des mGluR2

dans le cortex temporal (BA21) comparé au BA4 (WMW, p=0.22).
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Figure 30 : Quantification relative médiane des mGluR2 dans les régions corticales du groupe

controle.
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5.2.2. Comparaison entre les patients parkinsoniens avec hallucinations

visuelles et les sujets sains

La quantification relative médiane des mGluR2 dans chaque région cérébrale ainsi que
la distribution des quantifications dans chaque groupe a été évaluée et comparée entre le groupe

MP-HYV et le groupe de sujets sains.
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Figure 31 : Quantification relative médiane des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le groupe
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Une expression de mGluR2 inférieure chez les MP-HV au niveau du cortex orbitofrontal
(BA11) a été observée en comparaison aux sujets sains (WMW, p=0.052). Dans le cortex
temporal (BA21) ainsi qu’au niveau du cortex moteur primaire (BA4), I’expression des mGluR2
semble similaire entre les deux groupes, ne démontrant pas de différence significative dans la

distribution ni la médiane.

Une légére diminution de ’expression médiane de mGIluR2 chez les MP-HV est
observée dans plusieurs régions sous-corticales incluant le noyau caudé, le GP, le noyau
accumbens, le putamen et la SN. Toutefois, ceci demeure observationnel, la variabilité au sein
des deux groupes pour ces régions, particulierement chez les sujets avec MP-HV, ne permettant

pas de voir une différence significative.
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5.2.3. Comparaison entre les patients parkinsoniens avec et sans

hallucinations visuelles

Une comparaison de I’expression des mGluR2 dans chacune des régions cérébrales a
¢galement été évaluée entre le groupe de sujets MP-HV et le groupe de sujets MP-SHV (Figure
32).

Figure 32 : Quantification relative médiane des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le groupe

MP-SHV.
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Au niveau cortical, une différence significative a été observée dans la région BA11 entre
les deux groupes (WMW, p=0.032), ainsi qu’une tendance dans la région BA21 du cortex
temporal (WMW, p=0.097). Dans ces deux régions, une réduction de I’expression relative
médiane de mGluR2 chez les patients MP ayant des HVs est observée en comparaison aux
patients MP n’ayant pas d’HVs. La quantification médiane des mGluR2 n’est toutefois pas

significativement différente entre les deux groupes pour la région BA4 (WMW, p=0.19).

Au niveau des régions sous-corticales, malgré une diminution de I’expression médiane
de mGIluR2 observée pour le noyau caudé et le noyau accumbens, la quantification dans ces

deux régions demeure statistiquement comparable entre le groupe MP-HV et le groupe MP-

130



SHV. A I’inverse, 1’expression médiane des mGIluR2 semble toutefois augmentée chez les
patients MP-HV dans le NST, la SN et le thalamus. Malgré une importante différence entre les
valeurs médianes observées, particulierement pour la médiane dans le thalamus du groupe MP-
HV étant 5 fois supérieure au groupe MP-SHV (Table 11), la différence dans la distribution des
quantifications n’est pas significative avec le test de Wilcoxon-Mann-Whitney, vu le

chevauchement des distributions (Figure 33).

Figure 33 : Distribution de la quantification relative des mGluR2 dans le groupe MP-HV et le
groupe MP-SHV.
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De maniere générale, la distribution cérébrale des mGluR2 dans les différentes régions d’intérét
serait différente entre les groupes (Figure 34), celle-ci s’adaptant potentiellement aux

pathologies des patients (MP et HVs).
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Figure 34 : Quantification relative médiane des mGIuR2 par région cérébrale dans les différents

groupes évalués.
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Table 11 : Statistiques descriptives de la quantification relative des mGluR2 dans les différentes

régions cérébrales par groupe

Groupe Controle MP-SHV MP-HV
(N=8) (N=8) (N=8)
BAI11
Moyenne (Ecart-type) 1.93 (0.838) 3.32 (2.65) 1.21 (1.05)

Mé¢diane [Minimum, Maximum]

1.96[0.903, 3.34]

2.4510.581, 6.83]

0.763 [0, 3.08]

BA21

Moyenne (Ecart-type)

Médiane [Minimum, Maximum]

1.56 (0.975)
1.2510.577, 3.40]

3.46 (3.07)
2.40 [0.536, 9.14]

1.47 (0.966)
1.22 [0.391, 3.02]

BA4

Moyenne (Ecart-type)

Médiane [Minimum, Maximum]

1.17 (0.790)
0.884 [0.540, 2.90]

1.39 (0.804)
1.15 [0.547, 2.62]

0.985 (0.823)
0.839 [0, 2.41]

CAU

Moyenne (Ecart-type)

Médiane [Minimum, Maximum]

1.14 (0.877)
0.746 [0.343,2.91]

0.888 (0.591)
0.862 [0.185, 1.95]

0.988 (1.16)
0.498 [0, 3.65]

GP

Moyenne (Ecart-type)

Médiane [Minimum, Maximum]

1.64 (1.20)
1.45[0.353, 4.19]

1.38 (1.25)
0.771[0.295, 3.51]

1.47 (1.86)
0.940 [0, 5.45]

NAC

Mean (SD) 2.08 (1.81) 1.30 (1.10) 1.55(1.62)
Median [Min, Max] 1.26 [0, 5.41] 1.50 [0, 2.55] 0.995 [0, 4.36]
PUT

Moyenne (Ecart-type) 1.29 (0.654) 1.54 (1.53) 1.43 (1.33)

Médiane [Minimum, Maximum]

1.32[0.353, 2.25]

0.928 [0.295, 4.57]

0.940 [0, 3.77]

SN

Moyenne (Ecart-type) 1.08 (0.749) 0.566 (0.727) 1.09 (1.49)
Médiane [Minimum, Maximum] 1.08 [0, 1.93] 0.350 [0, 2.22] 0.582 10, 4.12]
NST

Moyenne (Ecart-type) 1.41 (0.779) 1.55 (1.48) 2.15(3.54)
Médiane [Minimum, Maximum] 1.44[0.174, 2.61] 0.749[0.207, 3.51] 1.30 [0, 10.7]
THA

Moyenne (Ecart-type) 1.40 (0.871) 0.625 (0.586) 2.37(2.27)
Médiane [Minimum, Maximum] 1.54 [0, 2.88] 0.396 [0, 1.53] 2.38 [0, 6.23]
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6. Chapitre VI — Discussion
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6.1.1. Résumé et discussion des résultats de recherche

6.1.1.1.  Effet du LY-487379 chez le marmouset

Dans le premier projet présenté au chapitre III, 1’objectif était de déterminer I’effet
comportemental du LY-487379 chez les marmousets parkinsoniens 1ésés au MPTP. Nous avons
¢valué¢ les comportements néfastes induits par la 1évodopa, soit les comportements de type

psychotique et les dyskinésies, ainsi que le parkinsonisme des six animaux inclus dans 1’étude.

Les résultats des expériences ont démontré que la stimulation des mGluR2 par
I’intermédiaire de I’administration de LY-487379 chez les marmousets a significativement
réduit la sévérité des comportements de type psychotique et des dyskinésies avec les doses de 1
mg/kg et 10 mg/kg. La co-administration de ces doses avec la 1évodopa a réduit de pres de

moitié la sévérité des comportements de type psychotique des animaux et leurs dyskinésies.

Ces résultats vont de pair avec d’autres molécules évaluées dans notre laboratoire [252].
Le rétablissement des symptomes de type psychotique et des dyskinésies chez le marmouset a
¢galement été observé suite a la co-administration de lévodopa avec autre molécule ciblant les
récepteurs glutamatergiques du groupe 11, le LY-354740. Trois différentes doses de LY-354740,
un agoniste orthostérique des mGIluR2/3s, ont été testé sur les deux modeles animaux présentés
ici, soit le marmouset trait¢ au MPTP et le rongeur 1€s¢é a la 6-OHDA. Les résultats globaux de
ces expériences €taient similaires aux résultats présentés ici. Dans ces expériences, chez le
marmouset, une réduction significative des symptomes psychotiques et des dyskinésies a été
démontrée avec les 3 doses testées ainsi qu’une amélioration globale des symptdomes de

parkinsonisme avec la dose testée la plus €¢levée de 1 mg/kg [252].

Dans un autre projet, I’évaluation des deux molécules ensemble, soit 1’agoniste
orthostérique LY-354740 et le MAP LY-487379, a également démontré un effet bénéfique
contre les dyskinésies et les comportements de type psychotique chez les marmousets. Cet effet
n’a toutefois pas ét¢ additif ou synergique entre les deux molécules, I’amélioration observée par
chacune des molécules séparément étant relativement similaire a I’amélioration des symptomes
lors de leur co-administration [253]. L’activation signalétique des récepteurs mGluR2 par I’une

ou l’autre des molécules serait possiblement déja a son maximum lorsque celles-ci sont
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administrées seules, 1’effet bénéfique issu de cette activation ayant possiblement alors atteint un
plateau. Aucun effet additionnel ne serait donc observé par 1’administration d’un second

activateur des récepteurs mGIuR2.

Dr’ailleurs, 1’étude évaluant I’effet du LY-354740 a également observé un possible
plafonnement des effets antidyskinétiques et antipsychotiques de la molécule chez le primate
[252]. Au chapitre III, nous avons également observé une efficacité relativement comparable
entre les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg de LY-487379 malgré une augmentation par un facteur
de 10 de la dose testée. Pourtant, la dose la plus faible de 0.1 mg/kg n’a pas ét¢ aussi efficace,
ne démontrant aucune amélioration significative pour les comportements de type psychotique
et quelques tendances a I’amélioration ou petites améliorations significatives pour les
dyskinésies en comparaison au traitement avec le véhicule. Il est possible que cette dose soit
trop faible pour induire une activation marquée des récepteurs et un effet comportemental
quantifiable alors que les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg soient quant a elles déja dans un effet

maximal.

L’effet bénéfique observé est principalement marqué au cours de la 2e heure apres
I’administration de la Iévodopa et du LY-487379, au moment ou la sévérité des symptomes
psychotiques et dyskinétiques observés induits par la 1évodopa était a son plus fort. Les
symptomes psychotiques observés au pic de 1’effet antiparkinsonien de la 1évodopa, soit entre
60 et 150 minutes apres son administration, sont passés de séveres dérangeants a modérés non-
dérangeants suite au traitement avec la dose la plus forte de LY-487379. La dose de 1 mg/kg a
¢galement significativement réduit cette sévérit¢ de symptomes au pic. Les mémes
améliorations ont été observées pour les dyskinésies. La dose faible de 0.1 mg/kg n’a encore

probablement pas été suffisante pour induire un effet significatif.

Il est intéressant de constater que le temps au pic des concentrations (Tmax) du LY-
487379 apreés administration sous-cutanée a été évalué a environ 15 minutes, soit rapidement
aprés I’administration [242]. Ceci expliquerait I’amélioration des symptomes observée dés la

premiere demi-heure aprés administration du traitement.

Lors des différentes expériences sur les marmousets, 1’effet bénéfique antipsychotique

et antidyskinétique du LY-487379 a été¢ maintenu tout au long de la période d’observation des
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symptomes, ceux-ci ayant été¢ présents pendant environ 3 heures apres 1’administration de la
lévodopa. Dans les analyses de pharmacocinétique, la demi-vie du LY-487379 a été estimée a
environ 4.25h, soit bien au-dela de la période de manifestation des symptomes a rétablir. Le
profil des concentrations avec la dose de 1 mg/kg a démontré la présence de concentrations
¢levées de LY-487379 tout au long des 3 heures d’observation des symptomes [242]. Les
résultats pharmacocinétiques ainsi que le profil d’efficacité du LY-487379 démontrent que la
dose de 1 mg/kg serait suffisante pour induire une bonne réponse contre les symptomes

psychotiques et dyskinétiques chez le marmouset.

Finalement, durant les expériences, le temps ON sans symptomes psychotiques
dérangeants a été significativement supérieur lorsque les animaux étaient traités avec les doses
de 1 mg/kg et 10 mg/kg de LY-487379. Le temps ON sans symptomes dyskinétiques
dérangeants ¢était également significativement supérieur suite au traitement avec les 3 doses,
incluant la dose la plus faible de 0.1 mg/kg. Au niveau clinique, un effet de la sorte apporterait
une importante amélioration a la qualité de vie des patients ainsi que de leurs proches aidants,
ceux-ci pouvant mener un quotidien relativement normal et non affecté par leurs symptomes.
De plus, I’absence de détérioration du parkinsonisme peu importe la dose de LY-487379 testée
laisserait penser qu’il n’y a pas d’interactions entre les deux molécules et leurs effets, un point
primordial pour le traitement dans la MP. Une amélioration des symptdmes de parkinsonisme

a méme €té observée avec la dose de 10 mg/kg, cet effet étant discuté plus bas.

6.1.1.2.  Effet du LY-487379 chez le rongeur

Au chapitre IV, les expériences sur les rongeurs 1ésés a la 6-OHDA ont confirmé certains
résultats observés chez les marmousets concernant 1’effet du LY-487379 sur les dyskinésies.
Les dyskinésies, se manifestant chez les rongeurs par des MAIs, étaient significativement
réduites suite a I’administration de la dose la plus faible de LY-487379 de 0.1 mg/kg. Cette
amélioration significative a été observée pour I’ensemble des MAls mais aussi lorsque chacun
des mouvements involontaires était évalué individuellement, soit les MAIs axiaux, du membre
supérieur et oroliguaux. Les doses modérée et forte de LY-487379 n’ont toutefois pas démontré
de différences significatives sur les MAIs en comparaison au véhicule, les effets bénéfiques

observés demeurant de simples tendances.
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Dans le projet du laboratoire mentionné plus haut pour le LY 354740, les expériences
faites sur les rongeurs ont ¢galement observé une amélioration significative des dyskinésies, ou
MALISs chez les rongeurs. Une hypothése intéressante issue de ce projet est la présence potentielle
d’une courbe dose-réponse en U pour I’effet antidyskinétique chez le rat. Les doses de LY-
354740 ont toutes induit un effet plus ou moins similaire [252]. Toutefois, au chapitre IV, le
LY-487379 chez les rongeurs a quant a lui induit un effet bénéfique avec la faible dose et une
absence d’effet antidyskinétique avec les doses plus €levées. Il est donc possible selon cette
théorie d’effet en U que les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg de LY-487379 chez le rongeur se
situent dans le creux de la courbe alors que la dose plus faible de 0.1 mg/kg est plus optimale et
se situe au début de la courbe en U. Il serait intéressant d’évaluer si une dose encore plus faible
aurait induit un effet encore meilleur et si une dose tres forte reproduirait également cet effet
bénéfique. La solubilité du LY-487379 pourrait toutefois étre limitante pour I’obtention d’une

dose tres forte, en plus des limites possibles d’innocuité [254].

Au pic prévu des dyskinésies, les mémes observations ont été faites, avec une réduction
significative de la sévérité et de la durée des dyskinésies suite au traitement avec la dose de
0.1 mg/kg et une réduction non-significative lors de I’administration des doses de 1 mg/kg et
10 mg/kg. Les doses de 1 mg/kg et 10 mg/kg semblent encore une fois étre trop €levées pour
induire une efficacité chez les rongeurs, celles-ci pouvant avoir induit un certain effet

compensatoire ou délétere suite a la surstimulation des mGluR2.

6.1.1.3. Les mGluR?2 dans le cerveau humain

Les observations sur les tissus post-mortem humains présentées au chapitre V ont
démontré que la distribution cérébrale des mGluR?2 dans les régions d’intérét est différente entre
les trois groupes €valués, soit le groupe contrdle de sujets sains, le groupe MP-HV et le groupe
MP-SHYV. Vu le petit nombre de sujets par group (n=7 a 8), la variabilité observée ou la présence
d’une valeur extréme dans certains cas a empéché de conclure a certaines différences

significatives, malgré la présence de tendances.

Les patients parkinsoniens présentant des HVs semblent avoir moins de mGIuR2 au
niveau cortical, principalement dans le cortex orbitofrontal et dans le cortex temporal, comparés

aux patients parkinsoniens sans HVs et au groupe controle. Les dyskinésies et les hallucinations
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seraient associées a une augmentation de la signalisation glutamatergique dans le cerveau [38,
159, 162, 255, 256]. Or, le mGluR2, principalement présynaptique, a une fonction inhibitrice
de la transmission glutamatergique [204, 205] et sa réduction chez les patients parkinsoniens
dans des régions impliquées dans le traitement de I’information et la reconnaissance et
discrimination de signaux visuels [165, 166] pourrait expliquer la présence d’HVs résultant
d’une suractivation glutamatergique et d’un manque de rétrocontrole au niveau cortical. Aucune
différence significative entre les groupes évalués n’a toutefois été observée dans le cortex

moteur primaire.

Une augmentation de 1’expression des mGIuR2 a été observée dans le thalamus des
patients parkinsoniens avec hallucinations en comparaison aux patients sans hallucinations, ce
qui laisse penser a une adaptation localisée de I’expression des mGluR2 lors de la manifestation
d’HVs. Il est pensé que le thalamus est impliqué dans plusieurs fonctions incluant des fonctions
cognitives, sensorielles et méme motrices [257]. Celui-ci projette entre autres vers des régions
corticales, et I’augmentation des mGluR2 dans le thalamus observée chez les sujets ayant des
HVs pourrait étre liée a la diminution de ceux-ci dans les régions corticales recevant la
signalisation. Un mécanisme d’adaptation pourrait méme é&tre en cause dans cette
réorganisation, une diminution de la transmission venant du thalamus pouvant mener a une
diminution des mGluR2 dans les régions corticales, qui causerait a son tour une augmentation

du glutamate dans les régions subséquentes de la boucle de signalisation [166].

La diminution des mGluR2 chez les patients parkinsoniens avec HV's au niveau du cortex
orbitofrontal est également observée en comparaison aux sujets sains. L’expression des mGluR2
semble alors plus affectée au niveau du cortex lors de la manifestation d’HVs, cette réduction
pouvant expliquer ’effet bénéfique observé lors de la stimulation des mGluR2 dans les études

animales.

Une limite a ces évaluations demeure 1’absence d’information sur les particularités
médicales des sujets inclus. Les trois groupes sont comparables au niveau de 1’age et du sexe,
les détails sur la durée de maladie, les traitements et leur durée n’étant toutefois pas disponibles.

Ces détails pourraient expliquer la variabilité observée au sein des groupes.
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Il est intéressant de constater que les mGIluR2 ont été détectés dans toutes les régions
cérébrales évaluées, confirmant la présence diffuse de ce récepteur dans le cerveau. Une étude
d’autoradiographie sur les récepteurs du groupe II (mGluR2/3s) a également observé la présence
des récepteurs dans les ganglions de la base incluant le noyau caudé, le putamen, le GPe et le
GPi. Contrairement aux observations dans le chapitre V, cette étude a observé plus de récepteurs
dans le noyau caudé que dans le putamen. Toutefois, cette étude a utilisé un radio-ligand
spécifique au groupe II, soit incluant les récepteurs mGIluR2 et mGluR3s [232]. Cette différence
pourrait alors étre expliquée par 1’ajout du mGIluR3, les résultats présentés au chapitre V étant

spécifiques au mGIuR2.

Une autre étude d’autoradiographie sur des primates non-humains a confirmé une
comparabilité dans la distribution des récepteurs mGluR2/3 chez les animaux et les humains.
Dans cette étude, les animaux non-dyskinétiques ont démontré une expression réduite de
mGluR2/3 particulierement dans le GP [258]. Dans la quantification du chapitre V, la
distribution médiane des mGluR2 observée dans le GP du groupe MP-SHV est également
réduite par rapport au groupe controle. Ces observations vont de pair avec ’hypothése d’une
similitude entre les changements aux mGIluR2 liés a I’apparition de dyskinésies et ceux liés a

I’apparition des HVs

Une des particularités observées lors des expériences d’immunobuvardage est la
présence constante d’un fort signal dans la partie supérieure de I’'image. Ce signal correspond a
un poids moléculaire d’environ 200 a 250 kDa alors que le signal du mGluR2 a été observeé a
environ 100 a 110 kDa. Ce second signal est donc a un poids moléculaire environ double du
poids moléculaire observé du mGluR2. De plus, des expériences de transfection de cellules pour
que celles-ci puissent exprimer des mGluR2 ont été faites afin de confirmer la validité de
I’anticorps utilisé. Dans ces expériences, ce second signal a également été observé en plus du
signal de mGIluR2, ces deux signaux n’ayant pas été observés dans 1’échantillon contrdle sans
expression de mGluR2. Ces différentes observations permettent alors de penser que le second
signal observé dans les échantillons au poids moléculaire élevé est un signal de diméres de
mGluR2, probablement des homo-dimeres. Il est connu que les mGluR2 ont une forte tendance
a former des diméres entre eux et des hétéromeres avec d’autres récepteurs [236, 237, 241]. Ces

diméres ont résisté a plusieurs types de tampon de lyse et méthodes de lyse des échantillons, le
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signal a haut poids moléculaire étant toujours observé indépendamment des conditions
expérimentales. Seulement les monomeéres de mGluR2 ont été évalués dans le chapitre V, les
conditions expérimentales ayant été exactement les mémes entre les échantillons afin de
s’assurer d’une comparabilité des résultats et du pourcentage de monomeéres présents. Il serait
toutefois intéressant d’évaluer également les dimeres et de comparer la distribution de ceux-ci

entre les différents groupes.
6.1.2. Effets généraux sur la transmission glutamatergique

Les différents résultats présentés dans ce projet de thése démontrent le potentiel des
mGIluR2 comme cible thérapeutique contre les complications issues du traitement chronique a
la 1évodopa, particuliérement les dyskinésies et comportements psychotiques. La stimulation
sélective des mGIluR2 par I’intermédiaire du MAP LY-487379 a démontré une amélioration
significative de plusieurs symptomes de type psychotique chez les marmousets sous différentes
conditions, ainsi que I’amélioration significative des dyskinésies chez les marmousets et les rats.
Au niveau moléculaire, il a également été observé que 1I’expression des mGIluR2 dans certaines
régions cérébrales différe entre les patients parkinsoniens ayant des HVs et les patients

parkinsoniens sans HVs, étant entre autres diminuée dans le cortex orbitofrontal.

Ces différentes expériences ainsi que les autres résultats du laboratoire lors de plusieurs
expériences distinctes confirment la reproductibilité des résultats avec cette stratégie
thérapeutique. L’effet bénéfique de la stimulation des récepteurs glutamatergiques du groupe II
sur les dyskinésies et les comportements de type psychotique est d’un grand potentiel dans la

MP.

L’effet bénéfique de I’amantadine contre les dyskinésies induites par la Iévodopa chez
les patients parkinsoniens confirme également 1I’importance du systeéme glutamatergique dans
le rétablissement de ces symptomes. Ce traitement approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) agit principalement par antagonisme des récepteurs NMDA, réduisant
ainsi la transmission glutamatergique, ce qui résulte en une amélioration des dyskinésies [213,
259, 260]. Dans d’autres projets de recherche, lors d’expériences avec des modeles animaux

comparables a ceux utilisés par notre laboratoire, soit les rongeurs 1€sés a la 6-OHDA et les
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marmousets traités au MPTP, plusieurs doses d’amantadine ont significativement réduit les
MAIs et comportements de type dyskinétique, démontrant jusqu’a 50% de réduction des
symptomes pour certaines doses [210, 261, 262]. Cette corrélation entre I’effet bénéfique animal

observé sur ces modeles et I’effet clinique confirmé chez les patients est prometteuse.

Avec le LY-487379, une activation des récepteurs mGluR2 présynaptiques aurait un
effet principalement inhibiteur de la transmission avec une réduction de la libération synaptique
du glutamate [263, 264]. Cette action menerait a une diminution de la signalisation
glutamatergique et contribuerait a produire I’effet bénéfique observé dans les études animales
contre les dyskinésies. Une des principales hypotheses expliquant les dyskinésies est justement
une activation excessive de la transmission glutamatergique, particulieérement dans le striatum

[159]. Ceci explique alors I’effet antidyskinétique observé du LY -487379.

Un autre effet bénéfique potentiel issu de la diminution de la transmission
glutamatergique par 1’activation des mGIuR2 serait un effet protecteur ralentissant le
développement des dyskinésies. L’amantadine administrée avant ou en méme temps que
I’administration de lévodopa pourrait réduire ou retarder le développement des dyskinésies
[265]. Les différentes molécules activant les récepteurs mGIluR2 permettraient également de
retarder la manifestation des symptomes dyskinétiques ou les ralentir dans leur progression.
Lors des expériences de-novo chez les rongeurs, ou les animaux non-dyskinétiques jamais
traités a la 1évodopa ont été introduits aux deux molécules en méme temps, les animaux ayant
recu la 1évodopa en concomitance avec le LY-487379 depuis le jour 1 ont démontré des scores
de dyskinésies induites par la 1évodopa moins sévéres que ceux ayant recu la 1évodopa avec le
véhicule pendant la période de priming [244]. Des résultats similaires ont été observés avec le
LY-354740 [252]. La réduction de la transmission glutamatergique des le début du traitement a
la 1évodopa pourrait avoir empéché cette derniere de provoquer un mécanisme de suractivation

du systeme glutamatergique et retarder ou ralentir le développement des dyskinésies.
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6.1.3. Le complexe mGluR2/SHT2A

6.1.3.1.  Effets et implication du complexe

Le mécanisme exact induisant D’effet antipsychotique et antidyskinétique de la
stimulation des mGIuR2 demeure a étre établi et confirmé. Des hypothéses concernant un effet
direct résultant de la diminution de la signalisation glutamatergique ont été discutées. Aussi,
plusieurs évidences laissent penser que cet effet, particulierement pour les symptomes
psychotiques, serait directement ou indirectement 1i¢ a 1’action de certains récepteurs

sérotoninergiques, particulierement le 5-HT2A et I’interaction du mGIuR2 avec ce dernier.

Les antipsychotiques atypiques incluant la clozapine agissent notamment par
antagonisme des 5-HT2A, dont I’action est médiée par la protéine Gq. Plusieurs hallucinogénes
interagissent également avec ces récepteurs, ayant principalement une action agoniste. Or, il a
¢été observé que les effets des ligands de ce récepteur seraient aussi dépendants d’un équilibre
entre la signalisation médiée par la protéine Gq, couplée aux 5-HT2A, et celle médiée par la
protéine Gi, celle-ci étant couplée aux mGIluR2 [266, 267]. Dans la MP, la clozapine par son
action antagoniste des 5-HT2A et la pimavanserine par son action agoniste inverse des 5-HT2A
ont significativement réduit les symptomes de psychose parkinsonienne [167, 239]. Un effet
antipsychotique issu du blocage des récepteurs 5S-HT2A est donc probable dans la MP

¢galement.

Or, I’interaction fonctionnelle au niveau des mécanismes de signalisation des récepteurs
5-HT2A et mGluR2 est démontrée dans la littérature scientifique depuis plusieurs années [175,
256, 266]. L’effet bénéfique observé sur les symptomes de type psychotique chez les
marmousets pourrait étre expliqué €galement par une action indirecte sur la signalisation des
récepteurs 5S-HT2A. Puisque ’activation des 5-HT2A et I’antagonisme des mGluR2 produisent
des effets postsynaptiques qui vont de pair, I’inverse, soit I’antagonisme des 5-HT2A et
I’agonisme des mGIluR2 aurait également une action comparable ou complémentaire, avec
comme résultat I’inhibition des potentiels d’action. L’activation des mGluR2 par I’action du

MAP LY-487379 pourrait donc avoir également inhibé de fagon indirecte la signalisation issue

143



des récepteurs 5-HT2A, se rapprochant de I’action mécanistique de la pimavenserine ou de la

clozapine a faibles doses [173, 255, 256, 266, 268].

Aussi, une co-localisation des récepteurs mGIluR2 avec les récepteurs 5-HT2A a été
démontrée dans différentes expériences. L’interaction des deux récepteurs par I’intermédiaire
de régions transmembranaires spécifiques a été observée, en plus d’une co-localisation dans
plusieurs régions cérébrales. Lors d’expériences de co-immunoprecipitation, les résultats ont
confirmé la formation de complexes possible entre les deux récepteurs [173, 175, 241]. Ceci a
¢galement été observé lors des expériences de transfection de cellules du laboratoire, ou des
récepteurs SHT2A ont été détectés suite a la précipitation des récepteurs mGluR2. Cette
co-localisation ajoutée a une interaction fonctionnelle accentuent un effet possible de

I’activation des récepteurs mGluR2 sur la signalisation des récepteurs 5S-HT2A.

Certaines molécules ayant une action agoniste des 5-HT2A sans démontrer d’effet
hallucinogéne, tel le lisuride, pourraient d’ailleurs induire une signalisation différente sur ce
récepteur, dépourvue d’une signalisation issue de la protéine Gi [170, 269]. Une
interdépendance entre I’action des 5-HT2A et des mGluR2 est démontrée mais complexe, ’effet
antipsychotique de [D’activation des mGluR2 étant possiblement en partie causé par la

signalisation des 5S-HT2A.

Lors d’expériences subséquentes du laboratoire sur des marmousets parkinsoniens
traités au MPTP, I’effet individuel du MAP du mGluR2 et d’un antagoniste neutre 5-HT2A, le
EMD-281014, sur les dyskinésies et les comportements de type psychotique ont été comparés a
I’effet obtenu lorsque les deux molécules sont co-administrées. L.’amélioration des symptomes
dyskinétiques lors de la co-administration des deux traitements, en plus de la Iévodopa, a été
significativement supérieure a I’amélioration observée par chacun des traitements individuels.
L’amélioration des symptomes de type psychotique a également €té supérieure lors de la co-
médication, cette différence n’étant toutefois pas significative. Dans cette étude, 1’effet
bénéfique observé lors de I'utilisation de 1’antagoniste 5-HT2A EMD-281014 a été perdu
lorsque ce dernier a été co-administré avec le L'Y-341495, un antagoniste orthosterique des
mGluR2 [270]. 11 est clair que les effets observés par 1’activation ou I’inhibition du 5-HT2A

sont dépendants de la signalisation du mGIluR2, ce qui renforce I’hypothése d’un effet co-
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dépendant entre les deux récepteurs. Ces observations vont de pair avec les hypothéses
expliquées plus haut sur I’interaction fonctionnelle entre les mGluR2 et les 5-HT2A et le
potentiel thérapeutique de ce complexe pour les symptomes psychotiques et dyskinétiques dans

la MP.

6.1.3.2. Concordance avec les traitements impliquant le systéme

serotoninergique et/ou glutamatergique

L’agoniste inverse du récepteur S-HT2A pimavansérine, un antipsychotique atypique, a
entre autres démontré son efficacité dans des études de phase II et phase I11. Il s’agit du premier
traitement approuvé par la FDA contre les hallucinations et les délires dans la MP [167, 168].
Cet effet antipsychotique commence généralement a tre observé jusqu’a 4 a 6 semaines apres
le début du traitement et a démontré quelques effets secondaires graves pouvant limiter son
utilisation chez certains patients, particulierement en post-commercialisation [271, 272]. La
quetiapine, un antagoniste sérotoninergique et dopaminergique également utilis€¢ contre la
psychose parkinsonienne aupres de certains patients, a quant a elle démontré un profil clinique

bien moins intéressant que la pimavansérine [273].

La clozapine, également un antipsychotique atypique antagoniste des 5-HT2A, a aussi
démontré une efficacité dans la psychose parkinsonienne lorsque celle-ci est administrée a de
faibles doses, ¢tant plutdt non-sélective pour les récepteurs ciblés lorsqu’administrée a des doses
¢levées. Toutefois, son profil d’innocuité étant limité, son administration requiert des prises de
sang fréquentes et comporte des risques parfois graves et pouvant mettre la vie des patients en
danger [272, 274]. L’efficacité de cette cible thérapeutique est démontrée, mais des options
thérapeutiques additionnelles pour le traitement de symptomes psychotiques dans la MP

demeurent nécessaires.

Dans la schizophrénie, 1’utilisation d’agonistes des mGluR2/3 a également déja été
considérée il y a plusieurs années. Dans une étude de phase 2, I’utilisation du LY-2140023, une
pro-drogue de 1’agoniste orthostérique LY-404039 des récepteurs mGluR2/3, a réduit les
symptomes positifs et négatifs observés chez les patients schizophreénes, son effet étant

pratiquement comparable a I’effet des antipsychotiques atypiques [275, 276]. Des résultats
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positifs avaient été observés avec cette molécule au niveau préclinique, par exemple sur des
souris transgéniques [277]. D’autres études cliniques de phase 1B et phase 2 ont également
démontré des résultats prometteurs de cette molécule lors de son administration pendant 4
semaines ou plus [241, 278]. Le LY-379268, un autre agoniste des mGluR2/3, a quant a lui
démontré une efficacité contre les déficits d’apprentissage dans un modéle de schizophrénie
chez le rat exposé a 1’acetate de méthylazoxyméthanol, particuliérement lorsque le traitement

est commencé jeune [279].

L’agoniste allostérique positif des mGluR2 AZD8529 a démontré une efficacité partagée
dans différentes conditions. Dans la schizophrénie, une étude de 28 jours avec des patients n’a
pas démontré de différence significative comparé au placébo dans le score total des symptomes
positifs et négatifs [280]. Dans une autre étude en double-aveugle, malgré 1’absence
d’amélioration des symptomes négatifs et troubles cognitifs, des changements significatifs dans
la signalisation ont ¢été observés a I’aide de I’imagerie par résonnance magnétique,

particuliérement dans le striatum [281].

Ces différentes études et résultats confirment le potentiel des résultats positifs observés
par le ciblage des mGluR2 dans les symptomes psychotiques de la MP. Ces découvertes sur
I’activation du mGIluR2 peuvent également étre d’un grand intérét pour d’autres troubles
psychiatriques. Par exemple, I’agoniste sélectif des mGluR2/3 LY-544340, une pro-drogue du
LY354740, a également démontré une efficacité clinique contre le trouble d’anxiété généralisée

malgré des résultats préliminaires négatifs [282, 283].
6.1.4. Implications de la présence des symptomes moteurs

Un élément important a considérer dans 1’effet de la stimulation des mGIluR2 est qu’il
ne semble pas interférer avec 1’effet antiparkinsonien de la 1évodopa. En effet, une importante
difficulté clinique dans le traitement des dyskinésies et des symptomes psychotiques et
hallucinations dans la MP est la présence de symptomes moteurs requérant déja un ajustement
pharmacologique ciblant les systémes de neurotransmission, particuliérement la transmission

dopaminergique. L’ajout de traitements pouvant influencer la neurotransmission dans le
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systeme nerveux central devient alors complexe, ceci pouvant perturber directement ou

indirectement le systéme dopaminergique déja problématique.

La majorité des traitements utilisés pour contrer les troubles psychotiques ont un effet
direct sur la transmission dopaminergique. Dans la schizophrénie et autres types de psychoses,
I’effet bénéfique généralement recherché résulte d’un blocage des récepteurs dopaminergiques,
ce qui explique la particularité de la psychose parkinsonienne et la difficulté a trouver de bonnes
options thérapeutiques dans la MP [268, 272]. Le méme type de probléme est observé avec les
dyskinésies, ou les options thérapeutiques sont limitées entre autres a cause de la difficulté a
trouver une balance entre la minimisation des dyskinésies et la maximisation de I’effet bénéfique
antiparkinsonien. Les options thérapeutiques incluant I’amantadine et les thérapies invasives
telle la stimulation cérébrale profonde ne démontrent que peu ou pas d’effets néfastes sur le
parkinsonisme et son traitement, mais leur efficacité demeure d’amplitude et de durée limitées

pour plusieurs patients [284, 285].

Il est intéressant de noter que l’utilisation du MAP du mGIuR2 a certaines doses a
contribu¢ a I’amélioration des symptomes parkinsoniens chez les marmousets. Cette
amélioration s’observait par 1’augmentation du temps ON des animaux, soit le temps ou des
symptomes parkinsoniens, particuliérement la bradykinésie, étaient absents ou minimalement
présents et non-dérangeants. Les informations disponibles ne permettent toutefois pas d’établir
s’1l s’agit d’un effet propre a I’action glutamatergique de la molécule testée, soit le LY-487379,

ou d’un effet amplificateur de I’efficacité de la 1évodopa.

Plusieurs études ont démontré une implication du systeme glutamatergique dans
I’efficacité de certaines options thérapeutiques contre les symptomes moteurs de la MP. Une
¢tude chez les rongeurs 1ésés au 6-OHDA a par exemple observé que ’effet bénéfique de
I’exercice dans le rétablissement des dysfonctions motrices pourrait étre dépendant d’une
réduction de la libération du glutamate et mener a une augmentation des mGluR2/3 au niveau
striatal [286]. Une autre étude chez le rongeur a également confirmé 1’implication du systéme
glutamatergique, particulierement les mGluR2/3s et les mGIluRSs, dans 1’amélioration de

symptomes parkinsoniens avec 1’exercice. Celui-ci a augmenté 1’expression des mGluR2/3s et

147



réduit celle des mGluRS5s, ce qui va de pair avec 1’effet bénéfique observé suite a 1’activation

des mGIuR2 [287].

Le LY-379268, un agoniste sélectif des récepteurs métabotropiques du group 2
mGluR2/3, a été évalué pour son effet moteur ainsi que son potentiel de neuroprotection dans
des modeles de rongeur. Au niveau moteur, la molécule administrée en intracérébral a démontré
un effet bénéfique dose-dépendant contre 1’akinesie induite par la réserpine. Cette molécule a
¢galement ¢t¢ administrée pendant plusieurs jours suivant une injection intracérébrale de 6-
OHDA. La tyrosine hydroxylase, I’enzyme permettant la formation de L-DOPA, a été mesurée
pour comparer et vérifier le niveau de protection cellulaire. L’administration du LY-379268 a
démontré une certaine protection des neurones contre la 6-OHDA ainsi qu’une amélioration

fonctionnelle [288].

D’autres molécules agissant sur les récepteurs mGluRs ont également démontré certains
effets bénéfiques moteurs dans différentes études animales et cliniques [232, 289, 290]. Le
ciblage des mGluR2/3s dans la MP pourrait donc également avoir une implication sur les
symptomes moteurs de la maladie, tel qu’observé avec le LY-487379 chez le marmouset. Le

mécanisme exact permettant d’obtenir ces effets moteurs demeure toutefois a étre établi.

6.1.5. Discussion des modeéles animaux et échelles utilisés

Le marmouset est le seul modele animal ayant une €chelle validée pour 1’évaluation de
phénotypes ressemblant a la psychose parkinsonienne, d’ou son utilisation dans ce projet [198,
199]. Malgré I’apparence d’une composante semi-subjective dans I’établissement des scores,
I’entrainement et la pratique préalable des évaluateurs avant le début des expériences
comportementales a permis une standardisation dans 1’évaluation des comportements normaux
et anormaux des animaux. En effet, lors de la validation des échelles, une grande reproductibilité
des résultats indépendamment des connaissances et de I'expérience préalable de 1’évaluateur
suite a I’entrainement et la pratique a ét¢ démontrée [199]. Avant de commencer les expériences
présentées, une comparaison des évaluations faites sur des vidéos de pratique a permis de

confirmer la reproductibilité des résultats entre les évaluateurs et entre les s€ances.
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Ce qui est intéressant dans 1’échelle d’évaluation des comportements chez ces primates
est la comparabilité avec les comportements observés chez I’humain. La réponse a un stimulus
non-apparent est le phénotype le plus intéressant, étant 1’équivalent des HVs observées chez le
patient parkinsonien. Ce comportement a d’ailleurs été observé chez tous les animaux
parkinsoniens traités a la 1évodopa dans les expériences présentées. Les stéréotypies et le
toilettage excessif reflétent également un comportement répétitif, obsessif et impulsif trés
souvent observé chez les patients, ou des comportements tels que le trouble du controle des
impulsions, les troubles obsessifs ou des gestes répétés machinalement sont fréquents. Lors des
expériences, ces stéréotypies se distinguaient d’ailleurs bien des comportements dyskinétiques
chez les animaux par leur profil trés répétitif et machinal contrairement aux dyskinésies se
manifestant plutdt par des mouvements involontaires, similaire a ce qui est observé chez les

patients [199].

L’origine de ces différents comportements issus de la sensibilisation comportementale
correlent également avec ce qui est observé chez les patients parkinsoniens, ou les complications
cliniques évaluées ou encore les fluctuations motrices se manifestent suite a 1’administration
répétée et intermittente de la lévodopa, pouvant étre également qualifiées de sensibilisation

comportementale chez I’humain [291] .

Chez les rongeurs, I’infusion de la 6-OHDA au niveau du faisceau prosencéphalique
médian droit a permis 1’induction du parkinsonisme unilatéral. Cette méthode de développement
de modeles animaux est largement répandue et utilisée dans la recherche sur la MP pour le
développement de traitements symptomatiques et méme neuroprotecteurs. Le choix du site
d’injection et des coordonnées a des répercussions directes sur le degré de dénervation obtenu
[177, 178, 197]. Dans le projet présenté sur les rongeurs, le site d’injection a été choisi puisqu’il
permet une mort neuronale importante des neurones dopaminergiques au niveau de la SNpc et
une atteinte moindre de ’ATV, ce qui refléte la MP observée chez ’humain, ou ATV est
relativement épargnée. L’inconvénient dans ’utilisation de ce modele est qu’il ne démontre
toutefois pas de corps de Lewy, ce point n’ayant pas un grand impact dans ces expériences

comportementales sans composante pathophysiologique [292].
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Ce modele animal est trés utile pour évaluer des effets comportementaux et certains
phénotypes liés directement ou indirectement a la déficience dopaminergique. Le phénotype
unilatéral aide aussi grandement a la survie des animaux et facilite I’hébergement et la prise en

charge quotidienne des animaux [178, 292].

Le taux de succeés observé des chirurgies chez les rongeurs lors des expériences était
acceptable et prévisible, avec environ 50% des animaux qui ont démontré un phénotype
parkinsonien hémilatéral. Vu I’aspect hémilatéral de la Iésion, 1’utilisation du test du cylindre a
permis de confirmer qu’il y a bel et bien eu une lésion cérébrale, mais aussi que le déficit
dopaminergique est assez important pour étre jugé significatif et représentatif de la MP. Ce test
validé indique qu’une utilisation préférentielle a 70% du co6té non-1ésé est corrélée avec une
perte de dopamine d’au moins 88%, ce test étant alors couramment utilisé pour ce modéle animal
[246, 293]. L’utilisation de cette valeur (70% d’utilisation préférentielle du c6té non-1¢sé)
comme référence dans la sélection des animaux apres les chirurgies a d’ailleurs aidé au succes
des expériences présentées, tous les animaux « qualifiés » ayant démontré des MAIs avec le

traitement a la 1évodopa.

D’autres tests évaluant une déficience motrice peuvent étre considérés. Parmi ceux-ci, le
test de rotation est également utile pour évaluer la performance motrice d’un animal, celui-ci
ayant tendance a tourner sur lui-méme vers le coté 1ésé, ce qui refléte le débalancement dans
I’innervation dopaminergique du coté 1ésé et non-lésé [294, 295]. Le comportement rotatif
excessif est ¢galement un signe d’hyperkinésie lors de traitements dopaminergiques pouvant
étre un signe de dyskinésie chez I’animal [217, 296]. L’interprétation des résultats de ce test tant
pour évaluer des performances motrices que pour évaluer des comportements dyskinétiques peut
étre difficile et parfois non-concluante. De plus, pour ce qui est des dyskinésies, I’efficacité des
molécules pour réduire celles-ci n’est pas toujours corrélée avec une efficacité démontrée pour
la réduction des rotations, contrairement a 1’echelle des MAIs utilisée [217]. Tous ces ¢léments

ont été pris en considération dans le choix des tests et échelles a utiliser dans les expériences.

D’autres tests habituellement utilisés pour évaluer les performances motrices des
rongeurs, incluant le test de performance Rotarod, le test de mouvement et activité locomotrice

dans un espace fermé ou le test de coordination motrice sur faisceau (beam walking test) ne sont
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pas toujours adaptés a la particularité¢ hémiparkinsonienne des rongeurs dans ce modéle animal.
Le test de mouvement de saisie volontaire (skilled reaching) quant a lui peut étre utile pour ce
modele animal. Toutefois, le test du cylindre demeure le meilleur choix, étant le plus pratique

et validé pour ce type de 1ésion motrice [246, 294, 295, 297, 298].

Parmi les ¢léments pouvant optimiser les résultats lors des chirurgies, 1’administration
préalable d’inhibiteurs de transporteurs de la noradrénaline (e.g., desipramine) aide a obtenir
une mort dopaminergique spécifique en affectant au minimum les neurones noradrénergiques et
sérotoninergiques [188, 246, 299, 300]. L utilité de ce prétraitement demeure discutable selon
les besoins de I’expérience, une certaine implication de la perturbation du systéme
noradrénergique étant parfois requise et plus représentative de la MP. Puisque la 6-OHDA peut
étre oxydée par la MAO, un prétraitement des animaux avec des inhibiteurs de la MAO (e.g.,
pargyline) peut optimiser 1’effet de la 6-OHDA en réduisant la dégradation oxydative de celle-
ci [188, 300, 301]. Dans les expériences présentées, I’administration de carprofeéne a également

permis une bonne analgésie, contribuant ainsi au bon rétablissement des animaux.
6.1.6. Le LY-487379, un choix bénéfique.

Les récepteurs mGluR2 et mGluR3 font tous deux partie du groupe II des récepteurs
métabotropiques du glutamate. Une grande homologie entre ces deux récepteurs est observée,
avec une similitude des séquences estimée a environ 70% entre les récepteurs du méme groupe.
Ceci implique la présence de plusieurs similitudes entre ces récepteurs, mais également quelques

différences possible dans leur fonctionnement et localisation [204].

Les différentes études cherchant a évaluer I’effet de la stimulation ou I’antagonisme des
mGIluR2 vont souvent évaluer les récepteurs du groupe I, les résultats ne pouvant étre distingués
entre les deux récepteurs a cause de cette homologie [302-305]. Pourtant, certaines différences
entre ces deux récepteurs peuvent avoir un impact sur I’effet recherché lors de la stimulation ou
du blocage, la sélectivité des molécules utilisées devenant un enjeu important dans I’évaluation

de I’efficacité de la cible [306-308].
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Une des forces de ces résultats dans les différentes expériences avec ’utilisation du LY -
487379 est qu’il est assez sélectif aux mGIluR2, ce qui permet d’imputer les différents effets
observés a I’agonisme de ce dernier et d’éviter autant que possible les interférences issues du
mGIluR3. De plus, cette molécule étant un MAP du récepteur, non seulement sa sélectivité aux
récepteurs mGluR2 est meilleure qu’un agoniste, elle permet aussi une modulation endogene de
la signalisation et le maintien d’un certain équilibre fonctionnel dans la transmission
glutamatergique [309-311]. En effet, la liaison du LY-487379 a un site autre que le site
orthostérique va uniquement modifier et amplifier la réponse du récepteur, la présence du ligand
sur le site orthostérique demeurant requise pour cette action. Vu la grande présence du systéme
glutamatergique dans le cerveau, 1’utilisation d’un MAP au lieu d’une activation continue avec

un agoniste permet une action plus proche du comportement physiologique.
6.1.7. Perspectives et évaluations cliniques

Les complications issues du traitement chronique a la 1évodopa sont un facteur trés
limitant dans la prise en charge des patients parkinsoniens. L’efficacité de la 1évodopa pour le
rétablissement des symptomes moteurs est d’une importance primordiale dans le traitement de
la MP, ce médicament demeurant la meilleure thérapie symptomatique depuis des décennies.
Malgré une efficacité optimale limitée dans le temps qui requiert une augmentation de la
fréquence et de la dose du traitement, son utilisation demeure positive pour les patients a tous
les stades de la maladie. Or, les complications physiques dont les dyskinésies et les fluctuations
et les symptomes psychotiques perturbent grandement cette balance des avantages et
désavantages de 1’utilisation de la 1évodopa [87, 91, 97, 312]. Il est clair qu’un traitement curatif
ou modificateur de I’évolution de la maladie est d’'un grand intérét dans la recherche et
développement de médicaments et pour la prise en charge des patients, mais des options
cliniques ne sont malheureusement pas prévues pour un avenir proche [90]. L’optimisation du
traitement symptomatique par la molécule favorite a ce jour devient donc une priorité immédiate

afin d’améliorer la qualité de vie des patients.

Les résultats présentés ainsi que plusieurs autres publications du laboratoire et d’autres
groupes de recherche démontrent le grand potentiel du ciblage des mGluRs dans le traitement

des dyskinésies et symptomes psychotiques issues des complications de la Iévodopa chronique,
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particuliérement les mGluR2 [221, 222, 226, 235,252, 253, 270, 288, 310]. Or, comme présenté
dans I’introduction, ces symptomes sont trés fréquents suite au traitement chronique avec la
lévodopa mais se manifestent également chez certains patients a des stades avancés de la
maladie, indépendamment du traitement. Le bénéfice de la découverte de traitements efficaces
par cette cible thérapeutique peut donc s’¢largir au-dela des complications a la 1évodopa et
contribuer a I’amélioration de la qualité de vie d’un fort pourcentage de patients parkinsoniens
a des stades avancés. Il serait intéressant d’évaluer 1’utilisation d’agonistes des mGluR2 sur les
dyskinésies et les hallucinations et méme la psychose parkinsonienne issues purement de
I’évolution de la MP. Au niveau clinique, les patients naifs a tout traitement antiparkinsonien
¢tant rares a ces stades avancés de la maladie, 1’évaluation de patients traités aux agonistes
dopaminergiques serait une bonne alternative pour vérifier si un effet de la stimulation des
mGIluR2 sur les dyskinésies et symptomes psychotiques issus de I’évolution de la maladie est
¢galement observé, la majorité des agonistes dopaminergiques étant moins propices a induire

ces complications, contrairement a la 1évodopa [ 143, 144].

Une limite a cela demeure la difficulté & observer ces phénotypes purement issus du
développement de la maladie, principalement les dyskinésies et les symptomes de type
psychotiques, dans des modé¢les animaux. Un des moyens utilisés entre autres dans les projets
présentés pour évaluer les dyskinésies et symptomes psychotiques chez I’animal est de les
précipiter par I’administration chronique de la Iévodopa, ce qui n’est pas souhaité pour valider
un effet sur ces symptomes lorsqu’ils résultent de 1’évolution de la maladie indépendamment
des traitements. Toutefois, vu les similitudes symptomatiques et pathophysiologiques supposées
entre par exemple les dyskinésies résultant du traitement chronique de la Iévodopa et les
dyskinésies aux stades avancés de la maladie sans lien apparent avec un traitement a la 1évodopa,
une validation de I’effet a 1’aide des mod¢les animaux présentés (précipités par la 1évodopa)
serait suffisant et généralisable pour une évaluation clinique élargie aux symptomes n’étant pas

nécessairement précipités par un traitement a la 1évodopa.

Ce qui est également prometteur avec cette nouvelle cible thérapeutique est la
disponibilit¢ de molécules déja testées cliniquement et validées pour leur innocuité chez
I’humain [275, 278]. Le potentiel translationnel pour la stimulation des mGluR2 est donc grand

puisqu’il est déja possible de conclure que c’est une avenue cliniquement acceptable et sans

153



dangers majeurs. Une évolution vers des études cliniques apparait possible pour des molécules
ayant déja démontré leur innocuité, méme si le LY-487379 n’est pas validé pour une utilisation
clinique. La complexité du cerveau et de son fonctionnement laisse tout de méme présager de

grands défis pour tout nouveau développement de médicament dans une maladie neurologique.

Autre que la MP, les récepteurs métabotropiques ont également un potentiel positif dans
les troubles neuropsychiatriques en général. Les agonistes des mGIluR2/mGIluR3 ont par
exemple démontré une efficacité contre 1’anxiété ainsi que les troubles liés au stress chronique
[313]. Cette cible thérapeutique est également prometteuse contre 1’addiction a la nicotine, ou

des effets positifs ont été observés dans plusieurs études précliniques et méme cliniques [305].

Les résultats précliniques sont trés prometteurs pour valider le mGluR2 comme cible
thérapeutique, particulierement pour les hallucinations et symptomes psychotiques, ou des
résultats positifs ont également été observés dans la schizophrénie, tel que discuté plus haut.
Méme si le LY-487379 n’est pas une molécule candidate a utiliser en clinique, d’autres
molécules ciblant le mGluR2 sont disponibles pour une évaluation clinique immédiate, leur
innocuité ayant été validée dans des études cliniques pour d’autres conditions. Or,
I’établissement de protocoles cliniques évaluant les symptomes neuropsychiatriques,
particuliérement les hallucinations et la psychose parkinsonienne, est nécessaire pour

I’évolution de la recherche sur I’efficacité de la stimulation des mGluR2 contre ces symptomes.

Des études animales supplémentaires sont évidemment requises avant d’avancer vers
des études cliniques, entre autres pour déterminer les doses requises de molécules prétes a une
utilisation clinique et permettant d’observer un effet chez I’humain ainsi que la fréquence
d’administration. Vu qu’il s’agit d’un effet neuropsychiatrique, une administration chronique
sera probablement requise, similaire a d’autres traitements a effets neuropsychiatriques connus
tels les antidépresseurs et les antipsychotiques. La pimavensérine a également produit son effet
optimal apres plusieurs semaines. Des études animales a long terme seront donc bénéfiques afin
d’évaluer I’efficacité a long terme de la stimulation des mGluR2 et de s’assurer qu’il n’y ai pas
de processus de compensation pouvant mener a une interaction avec ’effet bénéfique de la

molécule ou encore de la 1évodopa.
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D’autres types d’études animales peuvent €tre considérées pour confirmer que I’effet
bénéfique observé est directement imputable a la stimulation des mGluR2. Par exemple,
I’utilisation de rats transgéniques qui surexpriment les mGluR2 dans des régions spécifiques,
entre autres au niveau cortical, permettrait un éclaircissement sur I’importance des mGluR2 et
surtout, sur I’implication de certaines régions spécifiques dans cet effet bénéfique observé.

Des ¢études de pharmacocinétique/pharmacodynamique (PKPD) peuvent également
permettre une meilleure compréhension de la corrélation entre 1’effet observé et les doses
administrées. Corréler les concentrations des molécules testées avec des marqueurs de la
stimulation du mGluR2 aiderait a établir une concentration donnant 50% ou 80% d’efficacité
(CE50 ou CER80), aidant a choisir une dose optimale. L’absence d’effet significatif avec les
fortes doses chez les rongeurs peut entre autres étre mieux comprise et expliquée par ces études.
Mieux comprendre la pharmacocinétique de la Iévodopa et son impact sur le développement des
dyskinésies, par exemple par la détermination de concentrations maximales a ne pas dépasser
ou d’un intervalle de traitement permettant d’éviter une stimulation dopaminergique pulsatile,
serait également utile pour la recherche contre les dyskinésies et autres complications issues du

traitement chronique a la 1évodopa.

6.1.7.1. Volet clinique : Eléments a considérer pour une réussite clinique

Le potentiel translationnel du ciblage des mGIluR2 est tres grand. Plusieurs éléments sont
a considérer pour la réussite de ces études cliniques. Un protocole clinique pour 1’évaluation de
I’efficacité sur les HVs doit tenir en compte plusieurs éléments. D’abord, étant donné que la MP
a une hétérogénéité importante et qu’il est prévu que des patients avec une maladie de gravité
différente soient inclus, un bon nombre de patients diagnostiqués selon les critéres de la UK
Brain Bank [21] doit étre considéré afin de pouvoir observer un changement significatif ou une
tendance a I’amélioration. Une soixantaine de patients serait un bon départ, une étude de
puissance étant toutefois utile pour valider le nombre de patients nécessaires afin d'observer tout

changement.

D’autres ¢léments pouvant aider au controle de cette hétérogénéité souvent observée
dans les études cliniques incluent la durée de la maladie et de traitement. Considérer des patients

diagnostiqués depuis au moins 3 ans afin de s’assurer qu’il s’agisse d’un bon diagnostic et ayant
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une dose stable de médication antiparkinsonienne pendant au moins trois semaines avant le
début de 1’étude afin de s’assurer d’une stabilit¢ dopaminergique permettront I’imputabilité de
tout changement a la molécule testée. Il est évidemment important qu'une posologie stable de
tous les médicaments, particulierement ceux liés au controle de la MP, soit maintenue tout au

long de 1'étude.

Afin de maximiser les chances d’observer un effet potentiel et de minimiser la variabilité
dans les résultats, les patients atteints de démence diagnostiquée ou ayant des déficiences
cognitives non-négligeables, avec un score au test MoCA (Montreal Cognitive Assessment)
faible par exemple, devraient étre exclus, ainsi que des patients qui auraient subi une
perturbation cérébrale volontaire ou non, telle que la stimulation cérébrale profonde, une 1ésion

traumatique cérébrale grave ou toute autre maladie du systéme nerveux central.

Pour une évaluation des hallucinations, afin d’éviter qu’un quelconque effet soit dilu¢ a
cause de I’hétérogénéité¢ des patients et de la sévérité des symptomes, les patients devraient
démontrer des symptomes d’hallucinations mais sans signe de paranoia ou de psychose. Toute
médication avec un effet neuropsychiatrique doit étre évitée, incluant les antidépresseurs et les
antipsychotiques, avec un délai d'au moins un mois sans médicaments avant le recrutement dans
I'étude, ceux-ci étant connu pour avoir des effets retardés et longs. Une stratégie similaire doit

étre développée pour I’évaluation de dyskinésies.

Un des principaux facteurs pour la réussite d’une étude clinique réside dans le choix
d’évaluations et de tests assez sensibles et spécifiques pour permettre une bonne détection des
changements. Les meilleurs choix pour 1’évaluation des hallucinations sont 1'échelle
d'évaluation des symptdmes positifs de la maladie de Parkinson (SAPS-PD) et des parties A et
B de l'inventaire neuropsychiatrique (NPI-A / NPI-B). Pour I’évaluation des dyskinésies,
'échelle d’évaluation unifiée des dyskinésies (UDysRS) est une bonne échelle a considérer.
L'évaluation générale de la maladie chez les patients doit également se faire, entre autres avec

[’utilisation de I’échelle du MDS-UPDRS.
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Ces différents ¢éléments sont a considérer pour la réussite de 1’évaluation de 1’efficacité
de la stimulation des mGluR2 chez I’humain et pour s’assurer d’une reproductibilité des effets

précliniques observés plus haut et dans plusieurs publications discutées.

La forte présence de troubles neuropsychiatriques et leur impact sur la qualité de vie des
patients parkinsoniens expliquent I’importance d’une accélération de la recherche préclinique
et clinique pout trouver des traitements bénéfiques contre les symptdmes neuropsychiatriques
dans la MP. Les complications motrices incluant les dyskinésies et les fluctuations motrices sont
¢galement un défi de taille dans la gestion clinique de la MP. La découverte des mGluR2 comme
nouvelle cible thérapeutique permettant le rétablissement des principales complications issues
du traitement chronique a la 1évodopa sera d’un grand apport pour le traitement symptomatique
des patients et surtout pour I’amélioration de leur qualité de vie et de celle de leurs proches. Les
résultats des projets de recherche présenté confirment le grand potentiel derriére ce récepteur et
surtout possibilité d’évolution rapide vers des études cliniques qui ont font une cible
thérapeutique trés prometteuse dans la MP et possiblement d’autres troubles psychotiques et

moteurs comparables.
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