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Résumé

Les antipsychotiques sont utilisés en clinique depuis plus de 50 ans pour pallier aux
symptomes de la schizophrénie. Malgré une recherche intensive, les mécanismes cellulaires
et moléculaires responsables de I’effet clinique de cette médication demeurent encore
nébuleux. Ces drogues sont reconnues comme des antagonistes des récepteurs D, de la
dopamine et peuvent moduler la transcription génique dans le striatum. Au cours des
recherches qui ont mené a 1'écriture de cette thése, nous avons exploré 1’expression de
Nur77, un facteur de transcription de la famille des récepteurs nucléaires, afin de
caractériser le role de la dopamine, la sérotonine, 1’adénosine et le glutamate dans la
régulation génique contrdlée par les antagonistes D,. En premier lieu, nous avons examiné
I’impact de la co-administration d’agents sérotonergiques et adrénergiques sur 1I’expression
de ’ARNm de Nur77 induite par ’halopéridol, un antipsychotique de premicre génération.
Nous avons observé que le 8-OH-DPAT et le MDL11939 préviennent partiellement
I’induction de Nur77 dans le striatum. Au contraire, 1’idazoxan potentialise 1’effet de
I’halopéridol sur I’expression de Nur77 alors que le prazosin reste sans effet. Ces résultats
démontrent que I’expression striatale de Nur77 induite par 1’halopéridol peut étre modulée
a la baisse avec un agoniste 5-HT s ou un antagoniste 5-HT,A. Par la suite, nous avons
évalué¢ dans divers paradigmes expérimentaux 1’effet de 1’éticlopride, un antagoniste
spécifique D,, afin d’explorer davantage le mécanisme de [’effet transcriptionnel des
antagonistes D,. Etonnamment, la suppression de ’isoforme Dy chez la souris D2L KO ne
réduit pas la réponse de 1’éticlopride dans le striatum. Par contre, une I€sion corticale avec
’acide iboténique bloque 1’effet de 1’éticlopride sur la transcription de Nur77, suggérant un
role du glutamate. La combinaison d’un antagoniste des récepteurs métabotropes du
glutamate de types 5 (mGluRS5) et d’un antagoniste des récepteurs de I’adénosine A4 abolit
compleétement 1’augmentation de la transcription de Nur77 induit par 1’éticlopride dans le
striatum. La modulation directe de 1’expression striatale de Nur77 par les récepteurs
mGIuRS et Aza a été confirmée dans un modele de cultures organotypiques de tranches

cérébrales. Ces résultats démontrent clairement que la modulation de I’expression génique
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dans le striatum, a la suite d’un traitement avec un antagoniste D, pourrait &tre
indépendante d’une interaction directe avec les récepteurs D, post-synaptiques, et
reposerait plutot sur son interaction avec les récepteurs D, hétérosynaptiques des afférences
corticostriées et I’activation subséquente des récepteurs post-synaptiques du glutamate et de
I’adénosine. En résumé, nos résultats suggerent que l’interaction des antipsychotiques
atypiques avec les récepteurs 5-HT,a et 5-HT s pourrait expliquer la différence dans le
patron d’expression génique induit par ces drogues en comparaison avec les
antipsychotiques typiques. De plus, nos résultats révelent un nouveau mécanisme d’action
des antagonistes D, et supportent un rdle primordial du glutamate et de 1’adénosine dans les

effets des antipsychotiques de premiére génération.

Mots-clés : Schizophrénie, antipsychotique, striatum, dopamine, sérotonine, D,, mGIluRS,

Aoa, 5-HT,a, 5-HT A, voie corticostriée
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Abstract

Antipsychotic drugs have been used to alleviate schizophrenia symptoms for more
than 50 years. Despite extensive research, little is known about the molecular and cellular
mechanism responsible for their clinical outcome. These drugs are usually recognized as
dopamine D, antagonists and are known to modulate gene expression in the striatum. In the
present thesis, we used the expression of Nur77, a transcription factor of the orphan nuclear
receptor family, to explore the role of dopamine, serotonin, glutamate and adenosine
receptors in the effect of a dopamine D, antagonist in the striatum. First, we examined the
abilities of serotoninergic and adrenergic receptor drugs to modify the pattern of Nur77
mRNA expression induced by haloperidol, a first generation antipsychotic drug. We
observed that 8-OH-DPAT and MDL11939 partially prevent haloperidol-induced Nur77
upregulation. On the contrary, idazoxan consistently potentiated haloperidol-induced Nur77
mRNA levels in the striatum whereas prazosin remained without effect. Taken together,
these results show the ability of a 5-HT;s agonist or a 5-HT,s antagonist to reduce
haloperidol-induced Nur77 striatal expression. Subsequently, we evaluated in different
experimental designs the effect of eticlopride, a specific D, antagonist, to provide
additional information on the mechanism by which D, antagonist controls transcriptional
activity in the striatum. Surprisingly, deletion of the Dy receptor isoform did not reduce
eticlopride-induced upregulation of Nur77 mRNA levels in the striatum. However, cortical
lesions with ibotenic acid strongly reduced eticlopride-induced upregulation of Nur77
mRNA, suggesting a role for glutamate neurotransmission. A combination of a
metabotropic glutamate type 5 (mGIluRS5) antagonist with an antagonist of its synergistic
partner adenosine A,s receptor abolished eticlopride-induced upregulation of Nur77
mRNA levels in the striatum. Direct modulation of striatal Nur77 expression by glutamate
and adenosine receptors was confirmed using corticostriatal organotypic cultures. Taken
together, these results indicate that modulation of gene expression in the striatum,
following a D, antagonist, might not involve a direct interaction of the drug at postsynaptic

D, receptors, but rather relies on its interaction with corticostriatal presynaptic D, receptors
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and subsequent activation of postsynaptic glutamate and adenosine receptors in the
striatum. In summary, our results suggest that interaction of atypical antipsychotic drugs
with 5-HTa and 5-HT)a receptors participate in the differential pattern of gene expression
induced by these drugs when compared with typical antipsychotic drugs. Moreover, our
results uncover a new mechanism of action of D, antagonists and support a prominent role

of glutamate and adenosine in the effect of classic antipsychotic drugs.

Keywords : Schizophrenia, antipsychotic drugs, striatum, dopamine, serotonin, D5,

mGIuRS, Asa, 5-HT2a, 5-HT 4, corticostriatal pathway.
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Introduction

Le striatum est sans équivoque 'une des plus grandes structures anatomiques du
cerveau. Comme vous le constaterez a la lecture de cet ouvrage, il est au cceur d’une
multitude de fonctions cérébrales. De par sa localisation centrale et par la multitude
d’afférences externes qu’il recoit, les caractéristiques anatomiques, physiologiques et
fonctionnelles de cette structure sont trés complexes. Afin de faciliter la compréhension du
lecteur, nous amorgons cet €crit par une breve description du systéme dont le striatum fait
partie, suivie d’une description anatomique de sa composition neuronale. Par la suite, les
systémes afférents majeurs de neurotransmission seront décrits en détail pour mener
subséquemment au sujet clinique qui guide notre recherche: la schizophrénie et sa
médication. Le striatum joue un role majeur dans les mécanismes d’action des médicaments
antipsychotiques et c’est la raison pour laquelle une description exhaustive de cette
structure se retrouve dans I’introduction de cette thése. La suite de cet ouvrage présentera
les objectifs de recherche et les résultats que nous avons recueillis durant les cinq années de

mes études doctorales.



Chapitre 1 : Le Striatum

1.1 Les ganglions de la base

Les ganglions de la base (GB) sont un réseau complexe de noyaux sous corticaux
importants dans le processus de prise de décision, ’apprentissage et I’exécution des
mouvements. Un désordre dans la régulation de ce systéme entraine un éventail de troubles
du mouvement allant de D’akinésie, comme dans la maladie de Parkinson, jusqu'a
I’hyperkinésie, comme dans les mouvements choréiques (maladie de Huntington) ou les
dyskinésies. Notre compréhension de la fonction des GB vient principalement des
manifestations cliniques observées chez les patients atteints de la maladie de Parkinson ou
de la maladie de Huntington et forme le modéle classique de Albin-DeLong (Albin et al.,
1989; DeLong, 1990).

Les GB sont formés des noyaux caudé et putamen (aussi appelé striatum chez les rongeurs),
des segments interne (GPi) et externe (GPe) du globus pallidus, du noyau sous-thalamique
(NST) ainsi que de la substance noire réticulée (SNr) et compacte (SNc) (figure 1).
Essentiellement, la majorit¢ des aires corticales sensorielles, motrices et associatives
projettent au striatum (McGeorge and Faull, 1989). Ces afférences glutamatergiques
forment des connexions excitatrices sur les neurones du striatum. De 1a, I’information se
propage au reste des GB via deux voies distinctes, les voies striatonigrale et striatopallidale.
La voie striatonigrale, aussi appelée voie directe, est formée d’une partie des neurones de
projection du striatum qui envoie leurs projections axonales directement sur les neurones du
GPi et SNc en y formant des connexions GABAergiques inhibitrices. Ces neurones de la
voie directe envoient aussi quelques collatérales sur les neurones du GPe. La voie
striatopallidale, par contre, est formée de I’autre partie des neurones striataux de projection
qui innervent plutdt vers le GPe. La voie indirecte retourne ensuite vers les portes de sortie
des GB (GPi/SNr) par I’intermédiaire d’un relai bisynaptique qui fait intervenir les

neurones glutamatergiques du NST, formant ainsi deux voies paralléles dans le striatum.



L’activité intrinséque des neurones de ce systéme crée un mécanisme qui permet a la voie
striatopallidale et striatonigrale de moduler de facon bidirectionnelle I’excitabilité des
noyaux GPi/SNr, qui eux régulent I’activité du thalamus. Ainsi, la voie striatopallidale
excite, par désinhibition, alors que la voie striatonigrale inhibe la boucle qui constitue la

voie cortico-GB-thalamocorticale.

Circuit des Ganglions de la base

Afférences corticostriées

Colliculus
supérieur

Thalamus x
q, Afférenc

corticales' 'Sortie

Ganglions
de Ia base

Figure 1 : Représentation schématique des ganglions de la base (GB).

Le striatum regoit les afférences glutamatergiques du cortex et du thalamus (en vert). Les
portes de sortie des GB proviennent du segment interne du globus pallidus (GPi) et de la
substance noire réticulée (SNr) et projettent vers le thalamus, le colliculus supérieur et le
noyau pendunculopontine (PPN). La voie directe commence avec les neurones épineux
moyens du striatum (en rouge) et innerve les noyaux qui forment les voies de sortie. La
voie indirecte est initiée par les neurones épineux moyens du striatum (en bleu) et innerve
le GPe. Cette structure projette subséquemment au noyau sous-thalamique (STN) qui
termine le circuit en se connectant sur les portes de sortie des GB (adapté de (Gerfen and
Surmeier, 2011))



Le modéle d’Albin-DeLong postule qu’une augmentation d’activité de la voie directe
facilite les mouvements alors que I’activation de la voie indirecte les inhibe. Cette
représentation est simplifiée, mais plusieurs observations récentes utilisant des technologies
de pointe ont confirmé la véracité de ce modele (Durieux et al., 2009; Kravitz et al., 2010;
Lerner and Kreitzer, 2011) du moins dans les régions dorsales du striatum. Les
interprétations plus complexes du modele expliquent que I’activation de la voie directe sert
plutdét a sélectionner les mouvements volontaires alors que les mouvements qui se
retrouvent en compétition avec un autre en cours sont inhibés par ’activation de la voie
indirecte (Mink, 1996). Bien que ce modele satisfasse plusieurs observations
expérimentales, il ne parvient pas a les expliquer enticrement et comporte certaines limites
(revue dans (DeLong and Wichmann, 2009)). De fagon strictement anatomique, le schéma
est beaucoup plus complexe. Il existe, par exemple, des connexions neuronales directes
entre le thalamus et le striatum, ainsi qu’entre le cortex et le NST qui pourraient en quelque
sorte fournir de D'information aux régions cibles sans avoir a passer par les filtres
normalement nécessaires. Le role de ces voies n’est pas tout a fait défini, mais suggere tout
de méme une complexité supérieure au modele présenté par Albin-DeLong des années

1989-1990.

1.2 Anatomie du striatum

Quoi qu’il en soit, il est accepté que le striatum soit a la base de ’intégration de
I’information des GB. Il procéde a 1’évaluation des plans moteurs possibles localisés dans
les modalités corticales et fournit ensuite une recommandation au cortex par I’intermédiaire
du thalamus sur la marche a suivre en se basant a la fois sur I’état émotionnel, sensoriel et
motivationnel ainsi que sur les expériences passées (Surmeier et al., 2011). Cette structure
est d’autant plus complexe de par son organisation que par la diversité des afférences qui

I’innervent. Plusieurs neurotransmetteurs et neuromodulateurs interviennent dans les



propriétés intrinséques du striatum et jouent un role primordial dans la capacité

d’intégration de I’information de celui-ci.

Anatomiquement, le striatum est composé de plusieurs types différents de neurones. Les
plus nombreux (~ 95%) sont les neurones GABAergiques de projections qui forment les
voies directe et indirecte. Ils sont communément appelés selon leurs formes anatomiques,
neurones épineux moyens (MSN), puisqu’ils sont de moyennes tailles et que leurs dendrites
sont fournies d’épines (Wilson, 2004) (figure 2a). Les interneurones sont beaucoup moins
nombreux et peuvent étre caractérisés anatomiquement en interneurones GABAergiques de
moyennes tailles ou cholinergiques de grandes tailles (Kawaguchi, 1993) (figure 2b-d). Les
interneurones GABAergiques de moyennes tailles peuvent étre sous-divis€s en trois classes
supplémentaires rappelant leur patron de décharge et leurs caractéristiques histochimiques.
Ils sont soit a) parvalbumine-positif (PV) b) somatostatine-, neuropeptide Y-, oxyde
nitrique synthétase-positif (SOM/NPY) ou c) calrétinine-positif (CR) (Tepper and Bolam,
2004; Kreitzer, 2009). Les interneurones PV+ déchargent de fagon soutenue et tres
rapidement a la suite d’injection de courant, d’ou leur nom d’interneurone a haute
fréquence de décharge (FS: fast spiking) (figure 2b). Les SOM/NPY+ ont plutot une
fréquence de décharge lente et a bas seuil. Ils sont donc des interneurones a low-threshold
spiking (LTS) (figure 2c). Les interneurones CR+ ne sont pas encore classés
physiologiquement, mais ils semblent montrer des propriétés similaires aux LTS (Tepper
and Bolam, 2004). Finalement, les interneurones cholinergiques sont les plus gros neurones
du striatum (figure 2d). Ils possédent une activité spontanée qui régule constamment celle

des MSN.
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Figure 2 : Types cellulaires et organisation fonctionnelle du striatum de rongeur.

Représentation schématique d’un (a) neurone épineux moyen (MSN), (b) interneurone a
haute fréquence de décharge (FSI), (c) interneurone a faible seuil de décharge (LTS), (d)
interneurone cholinergique. (e) Représentation coronale du télencéphale de rongeur
illustrant le cortex et le striatum. Les divisions dorsolatérale, dorsomédiale et ventrale sont
illustrées dans I’hémisphere gauche. (f) Représentation schématique du réseau fonctionnel
formé sur les deux populations principales de neurones du striatum. Les afférences
corticostriée et thalamostriée innervent les épines dendritiques des MSN exprimant les
récepteurs D; et D, de la dopamine (voir agrandissement : la triade). Les afférences
dopaminergiques du mésencéphale se terminent sur la base des épines dendritiques ou
forme des synapses de type en passant (tel qu’illustré dans I’agrandissement). La rencontre
synaptique de ces trois types de neurones forme ce qui est communément appelé la triade
du striatum. Adaptée de ((Kreitzer, 2009) et (Wickens, 2009)).

Toutes les composantes neuronales du striatum regoivent des afférences glutamatergiques
qui proviennent du cortex. Ce circuit forme le systéme corticostrié. Les projections
corticostriées sont organisées dans un gradient dorsolatéral-ventromédial (Voorn et al.,

2004) (figure 2e). Le striatum dorsolatéral recoit des afférences en prédominance des aires



corticales sensorielles et motrices et est donc plus impliqué au niveau de ces modalités. Le
striatum ventromédial, quant a lui, participe a des fonctions plus limbiques puisqu’il regoit
les afférences de ’amygdale et de I’hippocampe. Le cortex préfrontal projette plutdt dans
une région intermédiaire du striatum. Le thalamus fournit également une quantité non
négligeable d’afférences glutamatergiques au striatum (Smith et al., 2004). En plus de ces
afférences excitatrices, le striatum recoit plusieurs afférences modulatrices (figure 2f).
Celles-ci incluent, les afférences dopaminergiques du mésencéphale (SN et VTA),

sérotoninergiques du noyau raphé et adrénergiques du locus cceruleus.

1.3 L’innervation dopaminergique du striatum

La dopamine est un neurotransmetteur indispensable dans le controle des
mouvements, la motivation, la récompense, I’apprentissage et la mémoire (Schultz, 2007b).
Elle a été¢ découverte et identifiée comme neurotransmetteur potentiel a la fin des années
1950 par Arvid Carlsson (Carlsson, 1959). Elle fait partie de la famille des catécholamines
et elle est synthétisée en deux étapes a partir de la tyrosine, un acide aminé essentiel. La
premicre étape de syntheése implique I’enzyme limitante a la formation de la dopamine, la
tyrosine hydroxylase (TH), qui transforme par oxydation la tyrosine en L-dopa. Cette
dernicre est ensuite prise en charge par la DOPA décarboxylase pour former la dopamine
(figure 3). Par la suite, ce neurotransmetteur peut étre transformé en norépinéphrine dans
les neurones adrénergiques exprimant la dopamine B-décarboxylase ou dégradé en acide
homovallinique (HVA) par différentes cascades enzymatiques. La dopamine peut aussi étre
récupérée de la fente synaptique par un transporteur membranaire nommé DAT situé sur le

neurone dopaminergique méme.
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Figure 3 : Etapes de biosynthése de la dopamine

(tirée du livre Introduction to psychopharmacology : a scope ® publication, USA 1980,
Upjohn, p.19)

L’innervation dopaminergique du striatum est abondante. Elle provient des neurones
dopaminergiques du mésencéphale, plus précisément ceux de la substance noire compacte
(SNc) et de I’aire tegmentaire ventrale. Les neurones de la SNc projettent principalement
dans le striatum dorsal, formant la voie nigrostriée et sont impliqués dans la motricité. En
contrepartie, les neurones de la VTA projettent plutot vers le striatum ventral, I’accumbens
et controlent les comportements associés a la récompense et aux phénomenes de
renforcement. Cette voie se nomme mésolimbique. Les axones dopaminergiques arborisent
généreusement les neuropiles du striatum (Prensa and Parent, 2001) et forment
majoritairement des synapses de type en passant bien qu'un faible pourcentage forme des
boutons terminaux synaptiques a la base des épines dendritiques des MSN ou sur les
boutons terminaux glutamatergiques des afférences corticales et thalamiques (Smith et al.,
1994; Moss and Bolam, 2008) (figure 2f). L’arborisation d’un seul neurone
dopaminergique peut s’étendre dans prés de 6 % du striatum, formant ainsi a lui seul
quelques centaines de milliers de synapses (Matsuda et al., 2009). En effet, les boutons
dopaminergiques forment prés de 10 % de toutes les synapses striatales (Groves et al.,
1994). Pres de 25 % des dendrites de MSN recevant une afférence glutamatergique sont
aussi apposées de varicosité ou de boutons terminaux dopaminergiques (Moss and Bolam,
2008). Il est maintenant bien démontré que les mécanismes de récupération de la dopamine
ne sont pas assez puissants pour empécher ce neurotransmetteur de quitter la fente
synaptique et de se répandre loin du site de relargage (Cragg and Rice, 2004). C’est par
cette transmission volumique que la dopamine exerce une majorit¢é de ses effets

physiologiques (Cragg and Rice, 2004) et c’est pourquoi une grande proportion des



récepteurs dopaminergiques sont extrasynaptiques (Yung et al., 1995). Les études de Moss
et collegues ont aussi démontré que virtuellement toutes les synapses glutamatergiques se
trouvent a porter du relargage de dopamine, soit a 0,5 pm (Moss and Bolam, 2008)
renforcant ainsi le modele de transmission volumique. Par cette disposition synaptique, la
dopamine est bien placée pour moduler la fonction du striatum. Les neurones
dopaminergiques du mésencéphale ont une activité intrinseque de pacemaker qui les garde
actifs a basse fréquence et libére de la dopamine de fagon tonique. Ce phénomeéne permet
de garder une concentration constante de dopamine dans le striatum ce qui est nécessaire
pour le fonctionnement normal de cette structure (Schultz, 2007b). En réponse a un
stimulus de pertinence motivationnelle (incentive salience), les neurones dopaminergiques
déchargent en salves pour libérer la dopamine de fagon phasique et ainsi faciliter certaines
composantes de 1’apprentissage (Schultz, 2007a). Le role de la dopamine dans le
fonctionnement adéquat des GB est mis en évidence par les effets dévastateurs survenant a
la suite de la perte caractéristique des neurones dopaminergiques de la substance noire dans

la maladie de Parkinson.

1.3.1 Les récepteurs dopaminergiques

La dopamine exerce son action en activant une classe de récepteurs de la famille des
récepteurs couplés aux protéines G (G-protein coupled receptors; GPCR) de classe A. La
majorité des neurotransmetteurs classiques agissent par I’intermédiaire de cette classe de
GPCR. IIs sont structurellement trés similaires et consistent en une extrémité N-terminale
extracellulaire, un domaine transmembranaire a sept passages et une extrémité C-terminale
intracellulaire qui transmettent le message a 1’intérieur de la cellule via 1’activation d’une
protéine G hétérotrimérique. Cette caractéristique fait de la dopamine un neurotransmetteur
a action lente puisqu’elle doit faire intervenir des messagers de signalisation intracellulaire

pour produire ses effets sur les neurones cibles. Dans le cas inverse, les neurotransmetteurs
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a action rapide, comme le glutamate et 1’acide y-aminobutyrique (GABA), interviennent
plutdt par I’intermédiaire de récepteurs ionotropiques qui agissent directement sur les
propriétés électriques des neurones. Il existe cinq types de récepteurs de la dopamine
séparés en deux classes selon leur analogie structurale et leur similitude de signalisation
cellulaire. Les récepteurs D,, D3, D4 et Dy, Ds font partie respectivement de la classe des
récepteurs D2 et D1 de la dopamine (Niznik and Van Tol, 1992; Sibley and Monsma,

1992). Pour les besoins de cette these, seuls les récepteurs D; et D, seront décrits en détail.

1.3.1.1 Signalisation

Les récepteurs de type D; sont couplés a une protéine Ga,or (Corvol et al., 2001;
Beaulieu and Gainetdinov, 2011) (figure 4). Lorsque le récepteur est activé par la
dopamine, la protéine Goor se libére des autres sous-unités GPy et stimule la production
d’adénylate cyclase (AC), particuliecrement ’AC5 dans le striatum (Glatt and Snyder,
1993). Ce phénomene entraine ensuite une cascade de signalisation impliquant la
production et I’accumulation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir d’ATP
et I’activation subséquente d’une protéine kinase A (PKA). S’en suit un éventail de
signalisations qui modulent plusieurs phénomenes cellulaires. Les principaux substrats de
la PKA dans le striatum sont DARPP-32 (dopamine and cyclic AMP-regulated
phosphoprotein, 32kDa) (Svenningsson et al., 2004), CREB (cyclic AMP response
element-binding protein) et certains canaux ioniques voltage- ou chimio-dépendants qui
contrdlent I’excitabilité des neurones (Neve et al., 2004). L’activation du récepteur D,
mene done a I’induction PKA-dépendante de DARPP-32 (Greengard, 2001; Svenningsson
et al., 2004; Bateup et al., 2008) et de CREB (Brami-Cherrier et al., 2005; Miller and
Marshall, 2005). A Dorigine, on croyait que les effets cellulaires de I’AMPc étaient
modulés exclusivement par la PKA. Récemment, plusieurs observations ont convergé vers
une nouvelle famille de détecteurs d’AMPc qui pourrait jouer un réle non négligeable dans
sa signalisation, les Epac. Epac est un acronyme de exchange protein directly activated by

cAMP et cette protéine module 1I’échange des nucléotides guanines pour activer ses
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Figure 4 : Signalisation dopaminergique.

Schématisation du réseau de signalisation intracellulaire contrdlé par la dopamine par le
biais des récepteurs D1 dans les MSN striatonigraux, et D2 dans les MSN striatopallidaux.
(Inspiré de (Surmeier et al., 2007) et (Beaulieu and Gainetdinov, 2011)).

effecteurs (de Rooij et al., 1998; Holz et al., 2006). La liaison de I’AMPc a Epac meéne a
une activation de GTPases Rap et Ras ainsi qu’a d’autres protéines cytoplasmiques
importantes. Pour I’instant, peu d’études ont été effectuées afin de caractériser le role
d’Epac dans la signalisation dopaminergique, mais la modulation qu’exerce 1’activation des
récepteurs D; sur une forme de plasticité dans le cortex est dépendante de I’activation

d’Epac (Woolfrey et al., 2009). Le récepteur D, active aussi la voie des kinases associées
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aux mitogénes (MAP; mitogen-activated protein kinases). En effet, 1’administration
d’amphétamine et de cocaine promeut la phosphorylation de cette voie via les récepteurs D,
(Valjent et al., 2000; Beaulieu et al., 2006; Valjent et al., 2006). Toutefois, plusieurs études
ont démontré que cette activation D;-dépendante requiert aussi I’activation des récepteurs
NMDA ainsi que certaines voies de signalisation cellulaire impliquant des phosphatases
(eg. STEP; Striatal-enriched tyrosin phophatase) qui sollicitent a leur tour I’activation de la
voie cAMP/PKA (Valjent et al., 2005). C’est donc une convergence de signalisation qui
mene a I’induction de la phosphorylation des ERK (Extracellular signal-regulated kinases)

apres activation du récepteur D.

Les récepteurs D, sont couplés négativement a I’AC par la protéine G inhibitrice Gai
(Beaulieu and Gainetdinov, 2011) (figure 4). Son activation est donc contraire a I’effet des
récepteurs D, sur I’activation de la PKA et ses effecteurs. La signalisation D, dans les MSN
striatopallidaux n’est pas aussi évidente que celle des D; dans les MSN striatonigrés.
Comme ils inhibent la voie de la PKA et qu’ils ne semblent pas étre constitutivement actifs,
I’étude de sa signalisation avec des outils pharmacologiques est plus ardue. Les pistes les
plus pertinentes utilisées pour la caractérisation de la signalisation D, sont celles issues des
études utilisant les antagonistes D,. Fondamentalement ces antagonistes lévent I’inhibition
qu’exerce le D, sur la voie cAMP/PKA et plusieurs études ont confirmé 1’¢élévation de
phosphorylation des substrats de la PKA comme DARPP-32 (Svenningsson et al., 2000;
Hakansson et al., 2006), CREB (Pozzi et al., 2003) et récemment la protéine ribosomale S6
(Valjent et al., 2011). L’inhibition des D, active aussi la phosphorylation des ERK (Pozzi et
al., 2003) ainsi que certaines de ses cibles comme les kinases activées par le stress et les
mitogénes (MSK1; mitogen and stress-activated kinases I) et I’histone H3 (Bertran-
Gonzalez et al.,, 2008). Le D, module aussi l’activité de différents canaux ioniques
calciques et potassiques ainsi que d’autres cascades de signalisation comme les
phospholipases, les MAP kinases et les transporteurs Na+ / H+ par ’activation des sous-

unités GPy (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Par exemple il a été démontré que la sous-
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unité GPy a la suite de 1’activation du D, peut activer la phospholipase C (PLC) et ainsi
augmenter la concentration cytoplasmique de calcium a partir des stocks du réticulum
endoplasmique (Hernandez-Lopez et al., 2000). Etrangement, un mécanisme similaire
impliquant cette méme sous-unit¢ GPy peut aussi moduler négativement 1’entrée de
calcium, cette fois extracellulaire, en inhibant des canaux calciques voltage-dépendants
(Yan et al., 1997). 1l va sans dire que cette fine modulation de la concentration plasmatique
de calcium est primordiale pour la régulation des phénomeénes cellulaires controlés par le
D,. Récemment, I’accumulation de preuves expérimentales suggere que les GPCR peuvent
induire une signalisation indépendante des protéines G (Luttrell and Lefkowitz, 2002). Des
observations principalement tirées des travaux de Beaulieu et colleégues ont démontré que le
D, pouvait signaliser par I’intermédiaire d’une protéine d’encrage, la B-arrestine et faire
intervenir des effecteurs de signalisation comme I’Akt et GSK-3 (Kinase de glycogene

synthétase — 3) (Beaulieu et al., 2008; Beaulieu et al., 2009).

1.3.1.2 Localisation

Plusieurs types des récepteurs de la dopamine sont exprimés dans le striatum, mais
les récepteurs D; et D, sont de loin les plus abondants. Les récepteurs D3 sont plutot
localisés spécifiquement dans le striatum ventral (Diaz et al., 1995), les récepteurs Ds sont
exprimés trés faiblement a travers le striatum (Rivera et al., 2002) alors que les récepteurs
D4 ne sont pas détectés dans cette structure (Noain et al., 2006). La particularité principale
de la localisation des récepteurs D; et D, dans le striatum est qu’ils sont hautement
ségrégués dans les deux populations de MSN. Les récepteurs D; sont plutdt localisés sur les
MSN qui constituent la voie directe alors que les D, sont exprimés sur les MSN de la voie
indirecte (Gerfen et al., 1990; Surmeier et al., 1996). Cette ségrégation permet une
modulation différentielle de la dopamine sur les deux modalités du striatum. L’hypothése
de la ségrégation de ces récepteurs a d’abord été suggérée indirectement puis ensuite
montrée par des études de marquage rétrograde (Gerfen et al., 1990). Ensuite, des études

pharmacologiques ont corroboré ces résultats ainsi que 1’interprétation du modéle classique
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des GB, en montrant que les agonistes D; facilitent et D, inhibent la locomotion (Steiner
and Gerfen, 1998). Des études anatomiques ont montré que I’ARN messager (ARNm) des
récepteurs D, est exprimé dans une population de neurones exprimant aussi le neuropeptide
enképhaline (ENK) alors que ’ARNm des récepteurs D, colocalise plutot avec les MSN
qui expriment la dynorphine (DYN) comme neuropeptide (Gerfen et al., 1990; Le Moine
and Bloch, 1995). Plus récemment, D’arrivée des souris BAC (bacterial artificial
chromosome) exprimant la protéine fluorescente verte (GFP) dans les neurones D; ou D; a
permis encore une fois la validation de cette ségrégation (Bertran-Gonzalez et al., 2008;
Gertler et al., 2008; Matamales et al., 2009; Valjent et al., 2009). Toutefois, il a été
démontré qu’il existait une faible quantit¢ de MSN qui exprime les deux récepteurs. Cette
population particuliere de MSN est trés rare dans le striatum dorsal (de 1’ordre de ~5-6%),
mais est plus abondante (~17 %) dans une région du striatum ventral nommé le shell de
I’accumbens (Bertran-Gonzalez et al., 2008), une structure importante dans les

comportements émotionnels.

Le récepteur D, est aussi exprimé a des endroits différents au niveau cellulaire. A la suite
d’un phénoméne d’épissage alternatif de 87 paires de bases a ’intérieur d’un exon localisé
entre les introns 4 et 5, ce récepteur se présente dans le striatum en deux isoformes distincts
nommés D; long (D;) et D, court (Dys) (Giros et al., 1989). Ces deux isoformes différent
d’une courte séquence de 29 acides aminés dérivés de 1’exon 6 du géne localisé dans la
troisiéme boucle intracellulaire du récepteur. Aucune observation directe n’a su déterminer
le role exact de cette région, mais il semblerait qu’elle est responsable de la localisation
cellulaire du récepteur D, (Usiello et al., 2000; De Mei et al., 2009). En effet, le récepteur
Dy est localisé au niveau post-synaptique sur les MSN du striatum alors que le Dy est
plutdt exprimé au niveau pré-synaptique ou il exerce un role d’autorécepteur (Khan et al.,
1998; Usiello et al., 2000; Lindgren et al., 2003). En modulant certains canaux calciques,
ces récepteurs servent de rétrocontréle de la quantité de dopamine libérée dans la synapse.

Les récepteurs D, se retrouvent aussi sur d’autres terminaisons comme sur celles des
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interneurones cholinergiques (Tozzi et al., 2011) (figure 5) du striatum ainsi que sur les
afférences glutamatergiques provenant du cortex (Wang and Pickel, 2002). Ils ont alors un
role d’hétérorécepteur puisqu’ils modulent la libération d’un neurotransmetteur différent
(Bamford et al., 2004a; Higley and Sabatini, 2010). On a longtemps cru que ces 29 acides
aminés manquants dans la troisiéme boucle intracellulaire du récepteur pouvaient affecter
sa liaison avec les protéines G et ainsi changer sa signalisation. Toutefois, jusqu’a ce jour
aucun consensus n’est accepté et il semblerait que la différence dans leur role est définie

par sa localisation plus que par sa signalisation.

1.3.2 Modulation physiologique de la dopamine dans le striatum

La dopamine affecte les deux populations de MSN d’une fagon différente. A 1’état
d’équilibre, les MSN de la voie directe (D;-MSN) et ceux de la voie indirecte (D,-MSN)
ont un phénotype physiologique fondamentalement semblable. Ils sont dominés par des
courants potassiques qui tiennent le potentiel membranaire d’équilibre a -90 mV (Wilson
and Kawaguchi, 1996), une valeur de loin inférieure a la moyenne des neurones du cerveau.
Ils sont constamment gardés dans un état trés éloigné du seuil de décharge (Wilson and
Kawaguchi, 1996; Shen et al., 2007) que I’on nomme le down state. En réponse a des
afférences glutamatergiques excitatrices provenant du cortex, les MSN se dépolarisent.
Toutefois, s’il n’y a pas de convergence spatiotemporelle des courants post-synaptiques, les
canaux potassiques qui maintiennent le potentiel d’équilibre éclipsent la réponse excitatrice
qui est alors trop faible. S’il y a convergence par contre, le signal glutamatergique
synaptique peut renverser 1’effet de canaux potassiques en favorisant leur fermeture (Day et
al., 2008). Ainsi, le potentiel membranaire somatodentritique est €élevé prés du seuil de
décharge (-60 a -40 mV). Cet état, appelé le up state, se produit pendant quelques centaines
de millisecondes et permet la décharge des MSN advenant 1’arrivée subséquente d’autres

signaux glutamatergiques (Wilson and Kawaguchi, 1996; Surmeier et al., 2007).
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La dopamine peut affecter cette transition d’état d’excitabilité compte tenu du récepteur
dopaminergique stimulé. L’activation du récepteur D, entrave I’induction des up states et
réduit la probabilit¢ de décharge durant cet état dans les D>-MSN (Surmeier et al., 2007).
Le D, régule négativement l’ouverture de canaux calciques dépendants du voltage
(eg : canaux calciques de type-L, Cavl.3) qui sont en partie responsables des courants
dépolarisants nécessaires a la production de potentiels d’action (Olson et al., 2005). Ils
réduisent 1’entrée de calcium au niveau dendritique et ainsi réduisent la possibilité qu’un
influx excitateur se propage au corps cellulaire pour déclencher le potentiel d’action
(Higley and Sabatini, 2010). De plus, les D, réduisent indirectement 1’excitabilité¢ des D-
MSN en diminuant la libération pré-synaptique de glutamate dans le striatum (Bamford et
al., 2004a; Bamford et al., 2004b). Le mécanisme d’action de ce phénomeéne n’est pas
encore clair. Il se peut d’une part que les récepteurs D, localisés sur les terminaisons
glutamatergiques modulent directement la libération de glutamate en agissant sur des
canaux calciques (Maura et al., 1988; Wang and Pickel, 2002). D’autre part, il est possible
que cette modulation pré-synaptique fasse intervenir le D, localisé sur les MSN et que
I’effet pré-synaptique soit médié par d’autres effecteurs comme les endocannabinoides
(Higley and Sabatini, 2010). En effet, le récepteur D, est important dans la libération
d’endocannabinoides dans le striatum (Giuffrida et al., 1999). Ce modulateur agit comme
messager rétrograde. Il est donc libéré par le neurone post-synaptique pour agir sur le
neurone pré-synaptique (Gerdeman and Lovinger, 2003). Le récepteur CB; des
endocannabinoides est localisé aussi sur les afférences glutamatergiques et il est bien décrit
que son activation atténue la neurotransmission glutamatergique (Gerdeman and Lovinger,
2001). La présente littérature montre bien qu’il existe un mécanisme de modulation de la
libération de glutamate pré-synaptique controlé par le récepteur D, mais ce mécanisme est-

il direct ou non?

La régulation de I’excitabilité de D;-MSN par les D, est presque diamétralement opposée.

La stimulation de ce récepteur et I’activation subséquente de la PKA accroissent les
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courants calciques et augmentent la probabilité de décharge des D;-MSN (Hernandez-
Lopez et al., 1997; Carter and Sabatini, 2004). Les récepteurs D, agissent aussi directement
sur le trafic et la phosphorylation des récepteurs du glutamate NMDA et AMPA, modifiant
ainsi leurs propriétés physiologiques (Sun et al., 2005; Hallett et al., 20006).

1.4 L’acétylcholine

A Tlintérieur du striatum, DI’innervation cholinergique provient uniquement des
interneurones cholinergiques (Calabresi et al., 2000) qui malgré leur faible proportion (~1 —
2 %) fournissent une arborisation axonale similaire a celle des neurones dopaminergiques
(Descarries and Mechawar, 2000). Les interneurones cholinergiques sont actifs
spontanément et réagissent en opposition aux neurones dopaminergiques, ¢’est-a-dire qu’ils
réagissent a un stimulus émotionnel pertinent par une coupure dans leur décharge tonique
(Morris et al., 2004). L’acétylcholine peut aussi agir par transmission volumique rappelant
la dopamine. Les zones de décharge de ces deux neurotransmetteurs sont tellement
partagées qu’une modulation réciproque est envisagée. L acétylcholine du striatum agit sur
deux classes de récepteurs, les récepteurs nicotiniques (nAchR) et les muscariniques

(mAchR). Les nAchR sont ionotropes et sont formés par 1’assemblage de cinq sous-unités.

Les mAchR sont des récepteurs métabotropes a sept domaines transmembranaires et sont
exprimés fortement sur les MSN ainsi que sur les interneurones cholinergiques. Il existe
cinq récepteurs muscariniques, de M; a Ms, classés de fagon rappelant le classement des
récepteurs dopaminergiques. Les M;, M3 et Ms sont couplés positivement a I’AC par une
protéine Gog alors que les M, et My sont couplés a une Ga;. Les M;, M, et My dominent
dans le striatum (figure 5). Les MSN expriment plutdt le M; et My avec une prédominance
des My sur les neurones de la voie directe qui co-expriment le D, (Bernard et al., 1992; Yan

et al.,, 2001; Wang et al., 2006; Shen et al., 2007). Les interneurones cholinergiques, par
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contre, sont régulés par la signalisation des M, et M4 (Yan and Surmeier, 1996; Ding et al.,
2006) en addition aux récepteurs D, qui réduisent leur excitabilit¢ via I’inhibition de
canaux sodiques voltage-dépendants (Maurice et al., 2004). Des études antérieures ont aussi
démontré la présence de récepteur de M sur les terminaisons synaptiques corticostriées et
leur activation qui meéne a une diminution de la libération de glutamate (Alcantara et al.,
2001; Higley et al., 2009). Conséquemment, la scopolamine, un antagoniste muscarinique
non spécifique, augmente la concentration extracellulaire de glutamate dans le striatum

(Rawls and McGinty, 1998).

Figure 5 : Localisation des récepteurs dopaminergiques et muscariniques.

[lustration des différents types de neurones striataux et leurs récepteurs dopaminergiques et
muscariniques. Adapté de (Kreitzer, 2009)
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1.5 L’adénosine comme neuromodulateur

L’adénosine, sous forme d’ATP ou d’ADP est un constituant intracellulaire bien
connu qui est intimement impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires en agissant comme
cofacteur, source d’énergie et bien sir en tant qu’unité constituante de I’ADN. Les
fonctions de messagers chimiques des purines sont bien connues dans le systéme
périphérique (Burnstock, 2009). Toutefois, bien que les preuves expérimentales démontrant
la présence de récepteur purinergique dans le striatum soient substantielles, les mécanismes
de régulation de la libération de 1’adénosine sont moins clairs. En périphérie, et moins
précisément dans le SNC, 1’adénosine est libérée en tant que co-transmetteur (Burnstock,
2007). Une libération d’adénosine a partir de neurones corticaux cholinergiques et
adrénergiques fut suggérée sur les bases que la dénervation -cholinergique et
noradrénergique, mais non sérotonergique, réduit le débit de libération d’adénosine dans le
cortex. D’autres observations suggerent que 1’adénosine peut aussi tre libérée par des
neurones GABAergiques et glutamatergiques dans 1’hippocampe et le cervelet (Lee et al.,
1982; Manzoni et al., 1994; Wall and Dale, 2008). Une étude parue récemment démontre
que I’adénosine est emmagasinée a ’intérieur de vésicules et est libérée par un mécanisme
d’excitation-sécrétion dans le striatum de rat et que les stocks d’adénosine extracellulaire ne
proviennent pas de I’hydrolyse de I’ATP (Melani et al., 2011). Cependant, I’origine précise
de libération de ’adénosine dans le striatum reste encore nébuleuse. Etonnamment, nos
connaissances sur les multiples roles des récepteurs de 1’adénosine dans le striatum sont
substantielles. Les deux types de récepteurs exprimés dans le striatum sont tous les deux
issus de la famille P1 des récepteurs purinergiques, les récepteurs A, et A; (Burnstock,
2007). Le récepteur Axa domine en expression et les études de marquage radiographique
démontrent que I’expression de ce récepteur est exclusivement restreinte au noyau caudé-
putamen, accumbens et au globus pallidus a I’intérieur des GB (Martinez-Mir et al., 1991).
De plus, le Asa est spécifique aux interneurones cholinergiques et aux MSN de la voie

striatopallidale, coexprimant ainsi avec le récepteur D, (Schiffmann et al., 1991; Fink et al.,
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1992; Preston et al., 2000). Cette localisation des plus précises offre une possibilité
pharmacologique unique et c’est pour cette raison particuliére que les études de ce
récepteur sont si abondantes depuis les derniéres décennies. Contrairement au récepteur D-,
il est couplé positivement a I’AC et cette interaction opposée sur cette voie de signalisation
est censée contribuer a I’intégration de la signalisation dopaminergique dans les MSN
striatopallidaux. En effet, il a ét¢ démontré que chacun de ces récepteurs s’oppose
mutuellement. Dans les souris mutantes pour les récepteurs D», la signalisation dépendante
du récepteur Aya est augmentée constitutivement (Short et al., 2006). L’opposé a aussi été
démontré. Il semblerait que les récepteurs A peuvent méme nuire a 1’efficacité de liaison
du récepteur D; a la dopamine (Dasgupta et al., 1996). Les récepteurs A, peuvent aussi
faciliter les effets articulés par les récepteurs métabotropes du glutamate de type 5

(mGluR5) (Ferre et al., 2002; Domenici et al., 2004).

1.6 L’innervation sérotonergique et adrénergique

La sérotonine fut d’abord isolée de la muqueuse gastro-intestinale et ensuite du
sang, du cceur et d’autres organes. En périphérie, la sérotonine joue un rdle critique dans la
régulation de la motilité gastro-intestinale, la respiration, la douleur, la vasoconstriction
ainsi que 1’agrégation des plaquettes sanguines (Huot et al., 2011). Quelques décennies plus
tard, soit au début des années 50, la sérotonine fut isolée dans le cerveau et soupconnée
comme joueur primaire dans certains désordres psychiatriques. La sérotonine, aussi appelée
5-hydroxytryptamine (5-HT) est fabriquée a partir du tryptophane, un acide aminé essentiel
qui entre dans le cerveau principalement par transport actif via la circulation sanguine
(figure 6). Le tryptophane hydroxylase, I’enzyme limitante du métabolisme de la 5-HT,
transforme 1’acide aminé essentiel en 5-hydroxytryptophane, qui est finalement transformeé
a son tour en 5-HT par la 5-hydroxytryptophane décarboxylase. Comme pour la dopamine,

la 5-HT est aussi catabolisée par une monoamine oxydase (MAQO) pour étre éliminée par
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voie urinaire. Toutefois dans le cerveau, la 5-HT peut étre récupérée de la fente synaptique

a I’aide de transporteurs membranaires sélectifs (SERT).

HO HO
0 O
I OH ;%?Eig?:g: l OH Décals"l;zl—s'l ase I
NH
AN ? HN NH; HN NH;
L-Tryptophane 5-Hydroxy-L-tryptophane (5-HTP) Sérotonine (5-HT)

Figure 6 : Etapes de biosynthése de la sérotonine.

La majorité des structures qui forment le circuit cortico-GB-thalamocortical mentionné plus
haut sont innervées par les neurones sérotoninergiques émergeant d’une petite région du
tronc cérébral, le noyau raphé (principalement de la région dorsale) (Di Matteo et al., 2008;
Huot et al., 2011). Aprées le tronc cérébral, le striatum fait partie des régions cérébrales les
plus innervées en 5-HT. Un niveau élevé de 5-HT se retrouve aussi dans les aires cingulaire
et orbitofrontale du cortex. Dans le striatum, les fibres sérotoninergiques se terminent
principalement comme des varicosités axo-axoniques, mais peuvent aussi former des
synapses asymétriques de type axo-épineuses ou axo-dendritiques sur les MSN du striatum
(Soghomonian et al., 1989). Les neurones sérotoninergiques du raphé envoient aussi une
forte concentration de projection vers la SNc et SNr, également sur les neurones

dopaminergiques que GABAergiques de ces régions (Di Matteo et al., 2008).

La sérotonine du systéme nerveux central joue un réle important dans plusieurs processus
physiologiques et comportementaux comme : l’agression, [’appétit, la cognition, les
fonctions motrices et sensorielles, le neurotropisme, la perception, les comportements
sexuels et finalement le sommeil (Nichols and Nichols, 2008; Huot et al., 2011). Cette
grande polyvalence provient non seulement du fait que les neurones sérotoninergiques

innervent plusieurs régions cérébrales, mais aussi de la grande diversité de récepteurs qui
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s’activent en présence de 5-HT. La famille des récepteurs 5-HT comporte sept membres
distincts, de 5-HT; a 5-HT; classés selon leur similitude de séquence génétique, leur
signalisation cellulaire et leurs propriétés pharmacologiques (Nichols and Nichols, 2008).
Dans ces sept classes se répartissent les 14 sous-types de récepteurs de la sérotonine a ce
jour identifiés, dont 13 sont des récepteurs couplés aux protéines G et un seul est un
récepteur ionotrope (Nichols and Nichols, 2008). Pour les besoins de cette these, seuls les
roles et propriétés de trois récepteurs seront retenus, soit les récepteurs 5-HT;a, 5-HT2p et

5-HTyc.

1.6.1 Les récepteurs sérotonergiques

Les récepteurs 5-HT 4 participent a un éventail assez large de comportements et de
maladies comme I’anxiété (Toth, 2003), la cognition (Elliott et al., 2009), la dépression
(Blier and Ward, 2003; Meltzer et al., 2004) et la schizophrénie (Burnet et al., 1996; Huot
et al., 2011). Ce récepteur fut I’'un des premiers récepteurs sérotoninergiques a étre identifié
et caractérisé. Il peut étre localisé en pré ou post-synaptique selon le contexte anatomique et
son activation meéne a I’hyperpolarisation neuronale et a la réduction de la fréquence de
décharge (Nichols and Nichols, 2008). Les récepteurs 5-HT ;o pré-synaptiques localisés
dans le raphé jouent le réle d’autorécepteurs et modulent la libération de sérotonine en étant
couplés a une protéine Guai, inhibitrice qui active I’hyperpolarisation via des récepteurs

potassiques a rectification entrante (Aghajanian, 1995).

A ce jour, la plupart des études d’autoradiographie, de radioimmunohistochimie et
d’hybridation in situ ont démontré que de faibles, presque indétectables niveaux de
récepteur 5-HT ;o dans le striatum des rongeurs (Kung et al., 1995; Wright et al., 1995;
Schiller et al., 2003) et des primates (Mengod et al., 1996) tant au niveau de I’ARNm que
de la protéine (Di Matteo et al., 2008). Toutefois, une étude récente montre que ce

récepteur est exprimé dans les striosomes du striatum de primates. La quantité de ce
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récepteur augmente dans un modele animal de maladie de Parkinson, ce qui semble
démontrer que ce récepteur joue un role important dans le contrdle des mouvements

(Frechilla et al., 2001).

La présence de la protéine et de I’ARNm des récepteurs 5-HT»a et 5-HT,c dans le striatum
de plusieurs especes de mammiferes est évidente (Di Matteo et al., 2008). Les récepteurs 5-
HT:a et 5-HT»c sont couplés a une protéine Gog (Urban et al., 2007; Nichols and Nichols,
2008). Une fois le récepteur activé la sous unité a4 transloque vers la phospholipase C et
permet la catalyse des phosphatydilinositol biphosphate membranaires en diacyl glycérol
(DAG) et inositol triphosphate (IP3). Ces deux effecteurs activent respectivement la
protéine kinase C (PKC) et le relargage d’ion calcium provenant du réticulum
endoplasmique des cellules. La distribution du 5-HT,4 dans le striatum semble suivre un
gradient d’expression qui suit les directions rostro-caudale et médio-latérale (Wright et al.,
1995; Lopez-Gimenez et al., 1997; Cornea-Hebert et al., 1999; Schiller et al., 2003). Les
deux types sont exprimés également sur les MSN des voies striatopallidale et striatonigrale
comme démontré par double hybridation in situ utilisant des sondes anti-sens contre
I’enképhaline et la dynorphine, respectivement (Ward and Dorsa, 1996; Eberle-Wang et al.,
1997). Les récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c sont aussi présents sur les interneurones
cholinergiques du striatum (Cornea-Hebert et al., 1999; Bonsi et al., 2007). Le récepteur 5-
HT,a colocalise avec le récepteur du glutamate NMDA dans les épines dendritiques des
MSN suggérant un role important de ce récepteur dans les fonctions associées aux MSN
(Rodriguez et al., 1999). De plus, ils modulent 1’activité électrique des MSN puisque 1’ajout
d’un agoniste 5-HTanc, le DOI, réduit considérablement la fréquence de décharge
spontanée des MSN (el Mansari et al.,, 1994). Le récepteur 5-HT,4 est aussi fortement
exprimé dans le cortex avec une concentration supérieure dans la couche V, et ce, sans
spécificité apparente au niveau du type neuronal (Cornea-Hebert et al., 1999; Miner et al.,
2003). Au niveau cellulaire, il apparait la plupart du temps avec des structures post-

synaptiques sur les dendrites proximaux et distaux des neurones pyramidaux et ceux du
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circuit local (Miner et al., 2003). Le récepteur 5S-HT,¢ se retrouve aussi dans la SNr ou il
module les fonctions dopaminergiques mésolimbiques en exergant une inhibition tonique

sur la neurotransmission dopaminergique (Gobert et al., 2000).

1.6.2 La norépinephrine

La norépinephrine (NE) est une autre monoamine qui contrdle les fonctions
cérébrales. L innervation striatale et mésencéphalique provient en majorité des voies Al et
A2 du locus cceruleus, un noyau du tronc cérébral (Lindvall and Bjorklund, 1974). Les
récepteurs al, a2 et Bl a B3 sont tous exprimés dans le striatum a des degrés variés
(Rommelfanger et al., 2009; Meitzen et al., 2011). Les al sont plutdt localisés dans les
domaines présynaptiques et sont présents dans prés de 30 % des synapses asymétriques
(Rommelfanger et al., 2009). Les a2 colocalisent en proportion majoritaire avec DARPP-
32, suggérant une localisation post-synpatiques sur les deux populations de MSN (Hara et
al., 2010). Cette méme étude a aussi démontré que les 02 agissent a I’opposé des récepteurs
D, sur la phosphorylation de DARPP-32 puisque ce récepteur est couplé négativement a
I’AMPc (Hara et al., 2010). Comme c’est le cas avec plusieurs systémes de
neurotransmission, il existe une interaction importante entre ce systeme et celui de la
dopamine. Par exemple, la déplétion pharmacologique ou génique de NE meéne a une
diminution de la libération de la dopamine qui est dépendante de 1’activation des récepteurs

al (Lategan et al., 1990).

1.7 L’innervation glutamatergique du striatum

Les neurotransmetteurs décrits jusqu’a maintenant exercent tous leurs actions via
des récepteurs couplés aux protéines G et modulent ’activit¢é des neurones via des

mécanismes de seconds messagers cellulaires relativement lents. Pratiquement, ils jouent
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plus un role de modulateur que d’effecteur bien qu’ils soient tous essentiels au bon
fonctionnement des modalités cérébrales. Le glutamate est un acide aminé non-essentiel qui
est reconnu comme étant le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux
central. Ce neurotransmetteur n’est pas seulement impliqué dans la neurotransmission
rapide, mais aussi dans plusieurs processus complexes comme le développement du
cerveau, en affectant la migration cellulaire et axonale, la différentiation, la genese et la
survie neuronale. Dans le cerveau développé, le glutamate joue un role essentiel dans la
plasticit¢ du cerveau et donc dans tous les processus qui la requiérent tel que
I’apprentissage et la mémoire. Finalement une suractivation des récepteurs du glutamate
peut mener a la mort cellulaire par excitotoxicité et entrainer plusieurs maladies communes
telles que 1’Alhzeimer, la maladie de Huntington, la sclérose latérale amylotropique
(maladie de Lou-Gehrig) ainsi que les accidents vasculaires cérébraux. Comme ce
neurotransmetteur est utilis¢ dans plus de 40 % des synapses il est évident que le systéme
glutamatergique doit étre étroitement régi et organisé a un trées haut niveau de
sophistication. Cette sophistication est permise principalement grace a la haute diversité des

sous-types de récepteurs du glutamate qui peuvent étre autant ionotropes que métabotropes.

1.7.1 Les récepteurs ionotropes du glutamate

Le glutamate agit comme neurotransmetteur rapide a la suite de I’activation de
récepteurs ionotropes de trois types différents. Les deux premiers, soit les récepteurs
AMPA et Kainate, sont différents des récepteurs NMDA parce que leur activation n’est pas
dépendante du voltage. Comme il sera discuté brievement plus tard, les récepteurs AMPA
sont importants dans le processus de plasticité synaptique. Pour les besoins de cette these,

seuls les détails concernant les récepteurs NMDA seront revus.

Le récepteur NMDA a été nommé ainsi parce qu’il posséde une affinité spécifique pour

I’acide N-méthyl-D-aspartique, un analogue synthétique du glutamate. Une des propriétés
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qui le distingue des autres récepteurs du glutamate est que son activité est dépendante du
voltage. Au potentiel membranaire d’équilibre, le canal ionique du récepteur NMDA est
bloqué par un ion Mg®" qui se déloge seulement en condition de dépolarisation
membranaire. De plus, ce récepteur requiert la liaison d’un ligand sur le site de la glycine
pour permettre au glutamate d’ouvrir le canal ionique. La glycine et la D-sérine sont deux
ligands endogeénes qui peuvent jouer ce role. Il possede plusieurs sites de modulation qui
peuvent étre utilisés pour produire des effets physiologiques distincts. Par exemple, le Zn*"
est un inhibiteur important de la conductance du récepteur NMDA alors que les polyamines
peuvent augmenter cette propriété en €élevant 1’affinité du site modulateur de la glycine du
récepteur. D’autre part, quelques anesthésiants tels que la phencyclidine (PCP) et la
kétamine sont des inhibiteurs non-compétitifs du NMDA et exercent leurs effets
simplement en bloquant 1’entrée d’ions dans la cellule. Finalement le récepteur NMDA
fournit un passage au Ca>", un cation impliqué dans plusieurs processus de signalisations

intracellulaires qui meénent a la plasticité synaptique et a la neurotoxicité.

Les récepteurs NMDA sont des canaux ioniques formés d’un ensemble hétéromere de sous-
unités. La diversité des sous-unités permet des propriétés pharmacologiques distinctes.
Comme ces sous-unités sont exprimées différemment dans le cerveau, les propriétés du
récepteur NMDA changent selon les régions ou il est exprimé et lui permet ainsi d’étre
impliqué dans un éventail de fonctions physiologiques (Yamakura and Shimoji, 1999). Le
récepteur NMDA est ainsi formé d’un répertoire de sous-unités qui sont rassemblées dans
trois sous-types, NR1, NR2 et NR3. Il existe huit sous-unités NR1, toutes générées par
épissage alternatif, quatre types de sous-unit¢é NR2 (NR2A — D) et deux NR3 (Paoletti and
Neyton, 2007). Ces deux dernicres sont encodées par six genes distincts. L’expression de
recombinant fonctionnel dans les cellules mammiféres requiert 1’assemblage d’au moins
une sous-unité NR1 et une sous-unité NR2. Toutefois, le consensus steechiométrique établi
a ce jour est que le récepteur NMDA est un tétrameére composé habituellement de deux

sous-unités NR1 et de deux autres sous-unités NR2 du méme ou d’un différent type
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(Dingledine et al., 1999). La sous-unité NR2A est la plus abondante dans le cerveau adulte
et module les propriétés électrophysiologiques du récepteur comme la pharmacologie, la
cinétique et la perméabilité aux ions Ca®" (Dingledine et al., 1999). Dans le striatum les
sous-unités NR1, NR2A et NR2B sont exprimés dans tous les types neuronaux, bien que
NRI1 et NR2B soient les sous-unités dominantes de cette structure (Standaert et al., 1994;
Standaert et al., 1999). La sous-unité NR2C est presque absente alors que la NR2D semble
se retrouver seulement dans les interneurones et n’est pas présente dans les MSN (Standaert

et al., 1999).

1.7.2 Les récepteurs métabotropes du glutamate

On a longtemps cru que les effets neurophysiologiques du glutamate n’étaient
qu’une intervention de celui-ci au niveau des récepteurs ionotropes discutés précédemment
jusqu’a ce que Sladeczek et ses collégues découvrent que le glutamate pouvait aussi
catalyser I’hydrolyse des phosphoinositols membranaires par 1’intermédiaire d’un récepteur
couplé aux protéines G (Sladeczek et al., 1985). Depuis cette découverte, la communauté
scientifique a identifi¢ huit types différents de récepteurs métabotropes du glutamate,
nommés mGluR1 — 8. Les mGluRs font partie de la classe C des GPCR contrairement aux
autres neurotransmetteurs plus classiques (Niswender and Conn, 2010). Ces récepteurs se
distinguent de ceux de la classe A par la présence d’un large domaine N-terminale
extracellulaire qui contient le domaine de liaison du ligand. Les huit mGluRs sont
distribués en trois familles. Le groupe I inclut le mGluR1 et mGIuRS qui agissent sur la
phospholipase C par I’intermédiaire d’une protéine Gog, le groupe II comprend les
récepteurs mGluR2 et mGIluR3 qui sont couplés négativement a I’adényate cyclase via une
protéine Ga; alors que le groupe III réunit les mGluR4, 5, 6, 7 et 8 qui sont aussi couplés
négativement a 1’adénylate cyclase. Les mGluR sont fortement exprimés dans le systéme
nerveux central. Les membres du groupe I jouent principalement le role de récepteurs post-
synaptiques alors que les membres des groupes II et III sont plutdt situés en pré-synaptique

ou ils jouent le role d’autorécepteur et d’hétérorécepteur en régulant la neurotransmission a
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la baisse. En général, les mGluRs du groupe I sont couplés a une protéine Goq qui active la

phospholipase C et ainsi méne a une signalisation dépendante du Ca*".

Dans le striatum, les récepteurs mGluR1 et mGluRS5 sont exprimés a la surface des MSN et
des interneurones (Tallaksen-Greene et al., 1998). Dans les MSN, les mGIuR5
potentialisent la conductance des récepteurs NMDA en favorisant la phosphorylation de la
sous-unit¢é NR1 (Pisani et al., 2001; Choe et al., 2006). Le lien entre les deux récepteurs
glutamatergiques semble faire intervenir I’action du récepteur de 1’adénosine Aja
(Domenici et al., 2004). A D’inverse, ’activation des récepteurs NMDA potentialise la
signalisation intracellulaire liée au mGluRS en limitant sa désensibilisation par I’activation
de la protéine phosphatase calcineurine (Alagarsamy et al., 1999; Alagarsamy et al., 2002).
L’activation des récepteurs mGIluR 1/5 module aussi la réponse synaptique de la dopamine
en modulant ’activité de la phosphoprotéine DARPP-32. L’activité des mGIuR1/5 sur cette
signalisation est inverse a celle exercée par les récepteurs D1 (Nishi et al., 2003; Nishi et
al., 2005). DARPP-32 présente ainsi un intermédiaire signalétique unique qui permet une
modulation réciproque des deux systemes de neurotransmetteurs. L’activation des
récepteurs mGIuRS peut aussi moduler la voie de signalisation de ERK en faisant intervenir
des protéines d’encrage de la famille des Homer (Mao et al., 2005b; Mao et al., 2005a).
Comme il sera discuté plus tard, le mGIluRS joue aussi un réle trés important dans la

plasticité synaptique des MSN.

Il est maintenant plus ais¢ de constater a quel point le glutamate peut moduler une
multitude de caractéristiques physiologiques tant au niveau des propriétés d’excitabilité des
neurones, par les récepteurs ionotropes, qu’a celui de la signalisation intracellulaire via les
récepteurs métabotropes. Ce neurotransmetteur permet aux neurones de différentes régions
de communiquer entre eux afin d’exécuter des fonctions hautement complexes. C’est
pourquoi une étroite modulation de ce systéme est nécessaire a son bon fonctionnement et

qu’un mince débalancement peut mener a des conséquences désastreuses. C’est au niveau
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du striatum que s’effectue cette modulation puisque c’est cette structure qui doit recevoir et
intégrer la multitude de signaux glutamatergiques provenant du cortex et du thalamus
(Smith et al., 2011; Surmeier et al., 2011). On nomme ces deux voies corticostriée et
thalamostriée, respectivement. Cette intégration d’information permet au cerveau de
prendre des décisions quant aux mouvements appropriés a adopter pour une situation et
permet la fluidité des taches motrices tout en permettant 1’interruption de celle-ci si une
nouvelle information contraire a la fonction effectuée se présente (Thorn and Graybiel,
2010). C’est aussi au niveau de cette région que, grace a la neurotransmission de tous les
acteurs préalablement identifiés, ’apprentissage des fonctions exécutives s’effectue
(Wickens, 2009; Lovinger, 2010). Le mécanisme principal qui permet cette vaste

intégration est celui de la plasticité synaptique.

1.8 La plasticité synaptique dans le striatum

La plasticité synaptique est un processus général ou une synapse est renforcée ou
affaiblie afin de pouvoir augmenter ou affaiblir ’efficacité de celle-ci. La transmission
synaptique peut donc étre modifiée selon son activité et cette altération peut persister a
travers un intervalle temporel qui peut s’étendre de quelques millisecondes a quelques jours
ou mois, et peut-étre méme encore plus longtemps (Malenka, 2002). A titre d’exemple, un
toxicomane n’ayant pas consommé une drogue depuis plusieurs années peut soudainement
tomber en rechute s’il est confronté a un signal qui lui rappelle sa consommation passée. Il
est de plus en plus reconnu que ce phénomeéne est 1i€ a une plasticité synaptique aberrante
qui s’est formée lors des premieres expériences de consommation et qui persiste toujours
aprés plusieurs années. La plasticité a long terme est reconnue comme le principal
mécanisme de régulation du développement du cerveau et de la formation de la mémoire a
long terme (Malenka, 2002). Dans les GB et principalement au niveau du striatum, la

plasticité synaptique est le dispositif de sélection d’actions appropriées. Une action
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convenablement effectuée mene a un résultat fructueux et enrichissant qui renforce le choix
de I’action vers cette finalité. Au fil du temps, certaines actions peuvent &tre associées,
permettant la sélection rapide de séquences motrices qui ne dépendent plus du caractére
enrichissant de 1’action et deviennent donc des habitudes (Balleine et al., 2007). A priori,
I’apprentissage orienté vers un but s’effectue dans le striatum dorsomédian alors que
I’acquisition plus lente des habitudes est controlée plutot par le striatum dorsolatéral
(Balleine et al., 2007). Le principal objectif du domaine est de comprendre comment la
plasticité synaptique s’effectue dans le striatum et comment celle-ci se traduit a I’échelle du

comportement.

Il existe deux formes de plasticité dans le striatum, la potentialisation a long terme (LTP) et
la dépression a long terme (LTD). La LTP peut étre rapidement générée et peut étre
prolongée et renforcée avec la répétition. Cette plasticité est spécifique pour chaque
synapse, c’est-a-dire qu’elle peut étre déclenchée dans une synapse précise et les
phénoménes physiologiques activés n’influenceront pas les synapses adjacentes, ce qui
augmente dramatiquement la capacit¢ d’emmagasinage de I’information du striatum.
Chaque synapse sur un méme neurone peut contenir de 1’information et la transmettre
différemment et indépendamment des autres qui 1’entourent. Ce type de plasticité peut étre
facilement induit expérimentalement par différentes méthodes électrophysiologiques qui
facilitent son ¢étude. L’activation du récepteur NMDA ainsi qu’une dépolarisation post-
synaptique sont des éveénements cellulaires obligatoires pour déclencher la LTP, peu
importe la région du cerveau (Malenka, 2002). Durant la neurotransmission basale a basse
fréquence, le récepteur AMPA produit la plupart des courants excitateurs post-synaptiques
puisque les neurones sont au potentiel membranaire d’équilibre. Toutefois lorsque les
cellules entrent en dépolarisation, les récepteurs NMDA, en raison de leur activation
dépendante du courant, peuvent s’activer et faire entrer le calcium a I’intérieur de la cellule.
Ce calcium est aussi nécessaire a I’induction de la LTP puisqu’un chélateur de Ca’" inhibe

ce processus (Malenka et al., 1988). L’intervention de kinases dépendantes du calcium
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comme la calcium/calmodulin-dependent kinase II (CaMKII) et la PKC sont aussi
indispensables au processus (Malenka et al., 1989). L’expression de la LTP se fait plutot en
post-synaptique, ou la conductance et I’expression des récepteurs AMPA sont augmentées
(Malenka, 2002). La LTD partage plusieurs propriétés de la LTP telles que la spécificité
synaptique. Elle peut complétement abolir le processus de LTP, un processus connu sous le
nom de dépotentialisation. Contrairement a la LTP, la LTD mene a une internalisation des
récepteurs AMPA et réduit ainsi D’efficacité synaptique, et ce, par l’intervention de
protéines phosphatases dépendantes du calcium (O'Dell and Kandel, 1994; Winder and
Sweatt, 2001).

La plasticité synaptique du striatum peut étre modulée par plusieurs autres effecteurs et est
différente selon le type de MSN impliqué. Les deux types principaux de plasticité sont
présents dans le striatum (Calabresi et al., 1992b; Calabresi et al., 1992a, 1996; Kreitzer
and Malenka, 2008) et peuvent étre induits expérimentalement in vivo et in vitro par
activation répétitive des afférences corticales excitatrices. La direction que va prendre la
plasticité dépend du potentiel membranaire post-synaptique et donc de 1’activation des
récepteurs NMDA. D’un c6té, si le MSN est tenu en condition d’hyperpolarisation, soit en
injectant un courant ou en éliminant le Mg”" du milieu extra-cellulaire, la LTP sera
favorisée. D’autre part si le Mg®" inhibe I’action des NMDA, la LTD sera alors favorisée.
En effet, dans le striatum la LTD ne dépend pas de 1’activation des NMDA contrairement a
I’hippocampe. La plasticité du striatum supporte donc la théorie populaire de Hebbs : « Les
neurones actifs au méme moment renforcent leurs connexions ». Ainsi, les manipulations
qui visent a placer les MSN dans une forme hyperpolarisée ou a lever le bloc du Mg*" des
récepteurs NMDA simulent I’activation du neurone post-synaptique. Lorsque combiné avec
la stimulation des afférences corticales il est possible de former la potentialisation de la
synapse. Toutefois, I’implication de récepteurs membranaires couplés aux protéines G peut

aussi favoriser un type de plasticité sur I’autre.
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La découverte et I'utilisation soutenue des souris BAC (bacterial artificial chromosome)
dans 1’étude de la plasticité synaptique ont su élucider plusieurs mécanismes régulant ce
phénomeéne dans les deux populations de MSN du striatum (Surmeier et al., 2007; Lerner
and Kreitzer, 2011). La technologie des souris BAC tire parti de la cartographie a grande
échelle du génome murin. Celui-ci se retrouve maintenant presque enti¢rement cloné en
d’énormes fragments de 150-200 kpb dans des chromosomes artificiels de bactérie, d’ou
I’appellation (Gong et al., 2003). Cette technologie profite aussi du fait que ces gros
fragments ont une chance accrue d’inclure les séquences de régulation génique similaires a
celles retrouvées au niveau endogéne. Un geéne d’intérét peut donc étre sélectionné de la
banque de clone, modifi¢ génétiquement par recombinaison dans les bactéries et ensuite
inséré dans des oocytes pour produire une colonie de souris génétiquement modifiées. Par
cet outil, il est donc possible d’exprimer une protéine fluorescente comme la GFP sous le
contrdle d’élément promoteur et régulateur d’un géne connu tel que le récepteur de la
dopamine D,. Ainsi une telle construction permettra la visualisation spécifique de la GFP
dans les neurones qui expriment les D, permettant finalement I’identification de population

neuronale distincte.

En effet, les études antérieures a I’arrivée de cette technologie ne pouvaient distinguer en
temps réel les deux populations de MSN qui constituent le striatum. Ces nouvelles études
ont donc su caractériser des mécanismes complexes et opposés selon le type de plasticité et
la population neuronale impliquée. La LTD se développe expérimentalement dans les D2-
MSN a la suite de stimulations a haute fréquence des afférences corticales couplées a la
dépolarisation post-synaptique ou en réponse a une décharge temporelle négative (negative
spike timing, lorsqu’une stimulation synaptique est livrée peu de temps apres la décharge du
MSN) (Shen et al., 2008). Cette LTD est induite par le déclenchement de cascades
cellulaires impliquant la protéine Go, couplée aux récepteurs mGIuR5 et aux canaux
calciques qui, ensemble, ménent a la mobilisation d’endocannabinoides (Adermark and

Lovinger, 2007; Kreitzer and Malenka, 2008; Shen et al., 2008) (figure 7). Les
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endocannabinoides sont libérés en tant que messagers rétrogrades, et viennent diminuer la
probabilité de relargage du glutamate en activant le récepteur CB1 (Gerdeman et al., 2002).
L’induction de la LTD dans les D,-MSN requiert aussi 1’activation du récepteur D,, mais
demande aussi a ce que les récepteurs Asa restent inactivés (Shen et al., 2008). Ainsi, en
régulant ’activation de ces deux GPCR, la dopamine et I’adénosine guident I’induction de

la plasticité dans les D,-MSN.

La LTP est induite dans les D,-MSN par stimulation a haute fréquence des afférences
corticales, mais seulement dans un milieu extracellulaire dépourvu de Mg”" (Calabresi et
al., 1992b; Calabresi et al., 1992a). Elle peut aussi étre induite en présence de Mg*" dans un
contexte de décharge temporelle positive (positive spike timing, lorsqu’une stimulation
synaptique est livrée peu de temps avant la décharge du MSN) (Shen et al., 2008). La LTP
requiert donc I’activation des récepteurs NMDA post-synaptiques par levée du bloc Mg**
(Calabresi et al., 1992a) (figure 7). Deux études récentes indiquent aussi que les facteurs
neurotrophiques Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) et Fibroblast Growth Factor
(FGF) promeuvent la formation de cette plasticité possiblement en augmentant les courants
NMDA (Flajolet et al., 2008; Jia et al., 2010). A 1’opposé de la LTD, la LTP requiert

I’activation des récepteurs A,a et le silence des récepteurs D, (figure 7).

Les changements de plasticité synaptique dans les D;-MSN sont moins étudiés et
conséquemment moins clairs. La LTD semble se produire dans un contexte similaire aux
D2-MSN, c’est-a-dire par D’intervention d’une protéine Gog, d’un récepteur mGluR
(possiblement mGIluRS), des canaux calcium, et de la modulation pré-synaptique de la
libération de glutamate par le récepteur CB1 (Shen et al., 2008) (figure 7). Les D;-MSN
n’expriment pas les récepteurs D, ni Aja, mais possédent toutefois une paire
complémentaire de récepteurs couplés a une protéine Gos et Gay, les récepteurs D; et
muscariniques My, respectivement (Kreitzer and Malenka, 2008). En effet, dans un

contexte de décharge temporelle négative qui induit normalement la LTD, celle-ci ne peut
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avoir lieu que si les récepteurs D; sont bloqués (Shen et al., 2008). Les récepteurs D,
pourraient donc agir, dans les D;-MSN, de fagon similaire aux récepteurs Asa des D,-MSN
alors que les récepteurs My pourraient agir comme les récepteurs D, (figure 7). Aucune
preuve ne soutient toutefois le réle du récepteur My dans la LTD, mais il reste un candidat
trés intéressant (Jeon et al., 2010; Lerner and Kreitzer, 2011). La LTP quant a elle requiert
I’activation concomitante des récepteurs NMDA et D; (Shen et al., 2008).

D,-MSN D,-MSN
2A vaﬂ L mGIuR5 Cav1 1 NMDQI lM4 mGIuR5 Cavl !

jo S o 4

Figure 7 : Plasticité a long terme dans les deux populations de MSN.

Schématisation des différents récepteurs impliqués dans les phénomenes de potentialisation
(LTP) ou dépression (LTD) a long terme dans les MSN de la voie directe (D1-MSN) et
ceux de la voie indirecte (D2-MSN). Dans les D2-MSN, I’activation des récepteurs A, et
NMDA meéne a I’induction de la LTP et I’activation des récepteurs D,, mGIluRS5 et Cavl.3
induit la LTD. En outre, ’activation des récepteurs D, et Aa s’oppose mutuellement dans
I’induction de la plasticité. Dans les D1-MSN, I’activation des récepteurs D; et NMDA
mene a la LTP et activation des récepteurs mGluRS, Cavl.3 et possiblement M4 mene a
I’induction de la LTD. Les récepteurs D; et mGluRS s’opposent dans I’induction de la
plasticité. Dans les deux populations, I’induction de la LTD dépend de la libération
d’endocannabinoides. Abréviations : EC; endocannabinoides

Bien qu’au final, elle soit gérée par les récepteurs glutamatergiques, la plasticité synaptique
est hautement influencée par plusieurs types de GPCR. En plus des récepteurs mentionnés,
une récente étude a démontré que la sérotonine, via les récepteurs 5-HT;p, peut aussi
influencer cette plasticit¢ en induisant la LTD a la synapse corticostri¢e, sans toutefois

identifier le type de MSN impliqué (Mathur et al., 2011). Il est donc évident qu’une
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situation physiologique venant perturber cette fine modulation pourrait avoir des effets
percutants sur le bon déroulement de la plasticité synaptique. C’est le cas de la maladie de
Parkinson, ou la dopamine alors trés faible, ne parvient plus a moduler la plasticité. Dans ce
contexte, la LTP est favorisée en faveur de la LTD dans les D,-MSN alors que 1’inverse se
produit dans les D;-MSN (Shen et al., 2008). Cette perte de balance entre les deux types de
plasticité pourrait bien étre la cause des symptomes observés chez les patients atteints de la
maladie. Il va sans dire que tout autre débalancement dopaminergique, par exemple dans
les phénomenes d’abus de drogues ou alors dans la schizophrénie peut avoir un impact
considérable dans le bon fonctionnement de la plasticité et subséquemment dans les

modalités d’intégration du striatum et des GB.
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Chapitre 2 : La schizophrénie et les antipsychotiques

2.1 Symptomatologie, étiologie et épidémiologie

La schizophrénie est un désordre mental chronique, fréquemment invalidant qui
affecte pres d’un pour cent (1 %) de la population mondiale sans discrimination sur la race
ou le genre (Carpenter and Buchanan, 1994; McGrath et al., 2004) (statistiques canadiennes
dans (Goeree et al., 2005)). L’apparition de la maladie a grande échelle arrive généralement
a la fin de 1’adolescence ou au début de I’age adulte et consiste en une manifestation
clinique de symptomes distincts et souvent coexistants communément appelés symptomes
positifs, négatifs et cognitifs (Tandon et al., 2009). Les symptomes positifs englobent les
hallucinations, les illusions, les délires et d’autres problémes liés a la perception de la
réalité. Les symptomes négatifs font référence a la perte d’un éventail de fonctions
émotives et affectives telles que la perte de motivation, la pauvreté du langage, I’incapacité
d’expérimenter du plaisir ainsi qu’un manque d’initiative ou d’intérét. Finalement,
plusieurs découvertes des derniéres décennies ont identifié les symptomes cognitifs comme
¢étant les plus importants de la maladie. En effet, ce type de symptome, hautement prévalant
chez les patients schizophrénes (Keefe et al., 2005), est présent durant le prodrome de la
maladie (Heinrichs and Zakzanis, 1998) et dure majoritairement tout au long de la vie,
méme lorsqu’il y a rémission des symptomes positifs (Hoff et al., 2005). Certains
dysfonctionnements cognitifs sont mémes présents chez les membres familiaux non
psychotiques de patients schizophrénes, ce qui démontre un certain caractére de

prédisposition génétique a la maladie (Sitskoorn et al., 2004).

Le cours de la maladie suit généralement une trajectoire séquentielle qui débute par une

séquence pré-morbide parsemée de subtils et génériques déficits cognitifs, sociaux et



37

parfois moteurs (Tandon et al., 2009). S’en suit la phase prodromale caractérisée par des
symptomes positifs atténués ainsi qu’une constellation d’autres signes cliniques tels que des
déficits cognitifs, des symptomes négatifs et de ’humeur. La différence entre les deux
premieres phases est imprécise et est fondée sur des assomptions que les dysfonctions pré-
morbides reflétent plutdt une prédisposition au développement de la maladie alors que la
phase prodromale est une manifestation prématurée de la schizophrénie. A la suite de la
phase prodromale commence la phase psychotique déterminée par les premiers symptomes
positifs de pleine envergure. Durant la premiére décennie, le patient vacille entre de
fréquents épisodes psychotiques et quelques périodes de rémission partielle. Plus tard, la
phase stable ou plateau décrit une période avec beaucoup moins d’épisodes psychotiques,
mais persistants dans le déclin cognitif et les symptomes négatifs. Le rétablissement est tres
variable et peut survenir a n’importe quelle étape de la maladie et contrairement a ce que
I’on croyait au début de la caractérisation de la maladie, une bonne proportion d’individus
atteints de schizophrénie se remettent de la maladie. La schizophrénie est aussi associée a
plusieurs autres désordres comorbides comme la dépression, les troubles obsessifs-
compulsifs, 1’anxiété, le suicide et 1’abus de substance (Tandon et al., 2009). Par son
caractére hautement invalidant, la schizophrénie projette un profond impact sur les familles
des patients et sur la société. En effet, ses impacts sur la société sont énormes en proportion
de la prévalence de la maladie dans la population. Ils sont principalement dus a I’incapacité
des individus schizophrénes au travail et aux colts élevés associés aux fréquentes
hospitalisations. En 2004, les cotts directs et indirects associé¢s a la maladie, au Canada
s’élevaient a plus de 6,85% milliards CAN (Goeree et al., 2005). La stigmatisation continue
et ’incarcération accrue des individus schizophrénes accentuent le probléme sociétal de ce
désordre mental. Le bouc émissaire de ces colits désastreux est sans aucun doute la

médication qui est encore a ce jour trés modeste en maticre d’efficacité.

La schizophrénie est une maladie complexe et les causes semblent nombreuses, mais

toujours nébuleuses. Il existe définitivement une composante génétique puisque les études
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d’épidémiologie et de génétique décrivent bien une héritabilité accrue dans les familles de
schizophrénes (Sullivan et al., 2003). Plus le lien entre deux personnes est rapproché, plus
les chances d’héritabilité sont augmentées. Toutefois, comme le risque de schizophrénie
chez les jumeaux identiques homozygotes n’est que de 40-50% (Kendler, 1983; Sullivan et
al., 2003), il doit aussi y avoir une composante environnementale importante qui ne peut
étre négligée. Certaines études ont fait la démonstration que 'urbanité, 1’émigration, la
malnutrition ou I’infection virale pendant la grossesse ainsi que 1’utilisation de cannabis ou
de psychostimulants pouvaient augmenter le facteur de risque de 2-3 %, ce qui est aussi
important que d’avoir un parent schizophréne au deuxiéme degré (Tandon et al., 2008).
Malgré I’avénement du décodage du génome humain et la multitude d’études visant
I’identification d’un gene spécifique aucun candidat n’est général a tous les cas de
schizophrénie. C’est donc que la schizophrénie, en plus d’étre une maladie complexe au
niveau des facteurs de risque semble étre aussi trés complexe au niveau génétique et
physiologique. Il faut croire que cette maladie provient d’un débalancement ou d’une
dysfonction cérébrale possiblement déclenchée durant le développement et qui pourrait

résulter d’une multitude de causes différentes.

2.1.1 L’hypothése dopaminergique de la schizophrénie

L’hypothése que la dopamine et certains mécanismes dopaminergiques sont au cceur
des déreglements qui causent la schizophrénie, en particulier les psychoses, est 1’'une des
avenues les plus durables en psychiatrie. A travers I’Histoire, cette théorie a su évoluer pour
intégrer les nouvelles observations cliniques (Howes and Kapur, 2009). Cette hypothése a
pris fondement a la découverte des antipsychotiques a la suite des travaux effectués par
Carlsson et Lindqvist qui ont démontré que ces drogues augmentent le métabolisme de la
dopamine lorsqu’administrées a des animaux (Carlsson and Lindqvist, 1963). Des preuves

supplémentaires proviennent d’études démontrant que la réserpine peut étre efficace pour le
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traitement des psychoses. Il a été découvert ultérieurement que cette drogue bloque la
recapture de la dopamine, menant a la disparition quasi compléte de ce neurotransmetteur
(Carlsson et al., 1957). Par la suite, une étude démontrant que I’amphétamine, une drogue
d’abus qui augmente les niveaux synaptiques de dopamine, pouvant causer des psychoses
chez des personnes saines est venue renforcer 1’idée de I’hypothése dopaminergique (Flaum
and Schultz, 1996; Yui et al., 2000). C’est toutefois dans les années 70 que 1’hypothése
dopaminergique fut cristallisée lorsque les premicres manifestations cliniques d’efficacité
des antipsychotiques ont été corrélées avec leur capacité a bloquer les récepteurs de la
dopamine D, (Seeman and Lee, 1975; Seeman, 2002). Au début des années 90, I’hypothése
dopaminergique fut contrainte a de nouvelles observations cliniques et une révision
semblait nécessaire. Cette premicre révision incorpore une nouvelle spécificité spatiale des
déréglements dopaminergiques. Les nouveaux résultats d’imagerie, de caractérisation post-
mortem et d’études animales montrent maintenant que 1’¢lévation de dopamine suggérée
dans la premiere version n’est pas globale. En contradiction avec le premier modele,
certaines études ont démontré une baisse des niveaux de dopamine dans le cortex
préfrontal. La version révisée de 1’hypothése dopaminergique propose donc que la
schizophrénie résulte d’une hypodopaminergie dans le cortex préfrontal et d’une
hyperdopaminergie dans le striatum (Davis et al., 1991). De plus, cette version offre pour la
premicre fois un lien avec les symptomes spécifiques de la schizophrénie alors qu’il est
présenté que 1’hypofrontalité est reliée aux symptomes négatifs de la maladie alors que
I’hyperdopaminergie sous-corticale explique les symptomes psychotiques positifs (Davis et
al., 1991; Abi-Dargham et al., 2002). Récemment, des observations prises a I’aide
d’équipement de haute technologie comme la tomographie a émission simple photon sont
venues corroborer cette hypothése. Par cette technique, un groupe de chercheurs est
parvenu a montrer in vivo que la libération de dopamine induite par I’amphétamine était
significativement plus €élevée chez les schizophrénes jamais traités en comparaison avec des
controles sains et que ce phénomene corrélait avec 1’induction de symptomes psychotiques
accrus (Laruelle et al., 1996; Abi-Dargham et al., 1998). Une troisiéme et derni¢re révision

de I’hypothése dopaminergique a été récemment proposée par Howes et Kapur. Celle-ci
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incorpore les composantes génétiques et environnementales attribuables a 1’étiologie de la
schizophrénie en précisant que plusieurs aspects doivent étre combinés pour mener au
débalancement dopaminergique et converger vers les psychoses (Howes and Kapur, 2009).
Is suggerent aussi que le débalancement dopaminergique provient plutét d’une dysfonction
dans le controle des mécanismes dopaminergiques pré-synaptiques. Dans cette révision, les
psychoses sont expliquées par des aberrances dans la facon de distinguer des stimuli
pertinents ou non (aberrant salience) et dans 1’interprétation de ceux-ci ce qui confére une
possibilit¢ d’avoir différents types de psychose selon I’environnement culturel des
individus (Kapur, 2003; Kapur et al., 2005; Howes and Kapur, 2009). L’ensemble des
versions disponibles de I’hypothése dopaminergique arrive a fournir des bases assez solides
pour expliquer les symptomes positifs ainsi que la pathophysiologie de la schizophrénie.
Toutefois, cette hypothése est loin d’étre capable d’expliquer les symptomes négatifs et

positifs de la maladie.

2.1.2 L’hypothése glutamatergique de la schizophrénie

Les études initiales utilisant la phencyclidine (PCP) et la kétamine au début des
années 1960 ont démontré qu’elles pouvaient susciter chez des volontaires sains des
symptomes a la fois positifs, négatifs et cognitifs rappelant le spectre symptomatique
observé chez les patients schizophrénes (Javitt and Zukin, 1991; Krystal et al., 1994; Lahti
et al, 1995). De plus, ces mémes drogues exacerbent les symptomes de patients
schizophrénes suggérant que ces antagonistes non compétitifs des récepteurs NMDA
affectent un systéme qui est déja vulnérable dans la schizophrénie (Malhotra et al., 1997;
Lahti et al., 2001). De plus, les psychoses ainsi que les changements moléculaires et
physiologiques engendrés par le PCP, peuvent étre prévenus avec des antipsychotiques
(Corbett et al., 1995; Lopez-Gil et al., 2007). Cette hypothése suggére donc qu’une

hypoactivité des récepteurs NMDA pourrait étre la cause de certains symptomes (Javitt and
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Zukin, 1991). Les rongeurs traités avec du PCP sont d’ailleurs des modéles expérimentaux
de schizophrénie trés utilisés dans les recherches en biologie moléculaire et en
pharmacologie (Lipska and Weinberger, 2000; Gainetdinov et al., 2001). De ces nouvelles
observations ont émergé des preuves importantes du lien trés étroit qui relie la dopamine au
glutamate. Ces deux hypothéses n’expliquent en aucun cas 1’étiologie de la maladie, mais

plutot ses symptomes.

2.2 Les antipsychotiques

Les antipsychotiques (APD) ont ét¢ découverts de maniere fortuite au milieu des
années 50 a I’arrivée de la chlorpromazine qui fut d’abord utilisée comme anesthésique
chirurgical pour ensuite devenir le prototype de ce qui était précédemment appelé
neuroleptique. Dés lors, cette classe de médicaments est utilisée couramment pour le
traitement des psychoses, mais aussi pour pallier a certains symptomes du désordre

bipolaire et certains cas de dépression.

2.2.1 Les antipsychotiques typiques ou de premiére génération

Depuis les 50 dernieéres années plusieurs molécules ont été créées afin d’améliorer
I’efficacité de cette médication. En effet, la premiere génération d’APD, ou communément
appelé APD typiques (tableau 1), est efficace pour traiter les symptomes positifs de la
schizophrénie, mais peu ou pas efficace contre les symptdmes négatifs et cognitifs. De plus,
cette premiere génération d’APD est reconnue pour provoquer d’importants effets
secondaires moteurs de type parkinsonien qui ajoutent au fardeau incapacitant de la
maladie. Ces effets secondaires sont appelés symptomes extrapyramidaux (SEP) et sont
caractérisés par de sérieux problémes de contrdle moteur comme les dystonies, I’akathisie,

les bradykinésies et les tremblements. Les patients développant de [’akathisie sont
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contraints avec des piétinements incessants souvent difficiles a distinguer d’une agitation
volontaire. Ces symptomes spécifiques entrainent souvent [’arrét du traitement
antipsychotique. C’est pourquoi un co-traitement avec le propanolol était souvent utilisé
pour controler I’akathisie et ainsi améliorer la thérapie générale (Kramer et al., 1989). Les
bradykinésies sont décrites par une rigidité musculaire importante qui se manifeste par des
mouvements ralentis au niveau des extrémités et la perte progressive des mouvements fins.
D’un point de vue clinique, les bradykinésies miment souvent les symptomes de la
dépression. Les traitements aux antipsychotiques sont souvent donnés en concomitance
avec des drogues anti-parkinsoniennes et anticholinergiques (e.g. cogentin, kémadrin) pour
réduire les bradykinésies (Freedman, 2003). Les dyskinésies tardives (ou mouvements
choréiformes) et les mouvements orofaciaux sont des manifestations cliniques fréquentes
qui se présentent chez prét de 30 % des patients généralement aprés plusieurs années de
médication (Gardos et al., 1994). Les dyskinésies tardives peuvent étre irréversibles, mais
disparaissent généralement apres ’arrét du traitement avec des APD typiques (Gardos et
al., 1994). Ce type de médication peut aussi mener a des troubles endocriniens comme la
production accrue de prolactine (Milano et al., 2011). Plus de 120 études d’imagerie ont
investigu¢ D’effet in vivo des traitements antipsychotiques (revue dans (Frankle and
Laruelle, 2002)). Elles démontrent qu’a doses cliniquement pertinentes tous les APD
couramment permis et utilisés bloquent les récepteurs D, de la dopamine. De plus, on doit
obtenir une occupation de 65-70 % des récepteurs D, striataux pour obtenir un effet
favorable sur les psychoses (Farde et al., 1992; Kapur et al., 1996). Toutefois, le blocage
abusif des récepteurs D, méne aussi aux effets secondaires si communs de cette médication.
L’effet antipsychotique est attribué aux récepteurs D, bloqués dans les aires limbiques du
striatum ventral, soit le noyau de 1’accumbens alors que les effets moteurs surviennent
parce que les récepteurs D, du striatum dorsal, principal intégrateur des fonctions motrices,

sont bloqués (Wadenberg et al., 2001).
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Tableau 1 : Principaux antipsychotiques typiques utilisés dans le traitement des
symptémes de la schizophrénie

Famille Nom générique Nom
commercial
Phénothiazines  Chlorpromazine Thorazine®
Fluphénazine Prolixin®
Perphénazine Trilafon®
Prochlorpérazine Compazine®
Thioridazine Mellaril®
Trifluopérazine Stelazine®
Butyrophénones Halopéridol Haldol®
Dropéridol Dropletan®

2.2.2 Les antipsychotiques atypiques ou de seconde génération

Quelques années aprés 1’entrée des APD typiques, le monde pharmaceutique a vu
naitre une nouvelle génération d’antipsychotiques avec comme premier candidat la
clozapine. Ces nouveaux antipsychotiques aussi appelés atypiques (tableau 2) possédent
toujours une certaine affinité pour les récepteurs D, (Meltzer, 1995; Pickar et al., 1996),
mais contrairement aux APD de premiére génération, ces nouveaux venus posseédent de
plus fortes affinités pour d’autres types de récepteurs principalement sérotoninergiques (5-
HT). En clinique, les APD atypiques, a dose efficace, occupent de 80 a 100 % des
récepteurs de la sérotonine (5-HT»a) (Travis et al., 1997). Meltzer et collégues ont
démontré qu’un ratio élevé des affinités pour les récepteurs 5-HT,a par rapport aux
récepteurs D, (5-HT,4/D,) pouvait prédire ’atypicalité d’un antipsychotique et corrélait
avec une meilleure efficacité clinique ainsi qu’une diminution dans la production des SEP
(Meltzer et al., 1989; Schotte et al., 1996). Le blocage des récepteurs 5-HT»a viendrait donc
compenser celui des récepteurs D, et réduire la production des SEP. Comme la sérotonine
inhibe la neurotransmission dopaminergique (Navailles and De Deurwaerdere, 2011), il est

suggéré que l’inhibition des récepteurs 5-HT2 augmente la libération de dopamine et
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renverse ’effet du blocage des récepteurs D2 spécifiquement dans la voie nigrostriée
(Casey, 2004). D’une autre facon, la composante 5-HT,» des APD atypiques semble
augmenter ’efficacit¢ de la composante D», réduisant ainsi le besoin d’un fort blocage de
cette derni¢re. L’administration concomitante d’antagoniste spécifique 5-HT,a réduit la
dose nécessaire d’APD typique pour I’obtention d’effets comportementaux similaires
(Meltzer and Huang, 2008). De maniere similaire, I’administration conjointe d’un agoniste
5-HT;a et d'un APD typique produit des effets antipsychotiques supérieurs a I’injection
d’APD typique seul (Prinssen et al., 1996; Wadenberg et al., 1998). Cette derniére
observation démontre que les récepteurs 5-HT) 4 sont aussi responsables de ’efficacité soi-
disant supérieure des APD atypiques, dont la majorité partage un profil d’agoniste partiel
pour ce récepteur (Newman-Tancredi et al., 1998). Etant donné la présence des récepteurs
5-HT dans plusieurs régions cérébrales associées aux effets antipsychotiques, il est difficile
d’établir un réel lien de cause a effet de ces récepteurs dans le mécanisme d’action des
antipsychotiques. La majorité des conséquences directes du blocage des récepteurs 5-HT
semblent provenir de la régulation des systémes neuronaux corticaux, surtout pour les 5-
HT1. D’autre part, comme ils modulent la neurotransmission dopaminergique leurs effets
peuvent s’exprimer dans toutes les régions innervées par celle-ci. Finalement, ils peuvent
aussi exercer des effets importants directement dans le striatum. Récemment, une étude a
démontré un role important des récepteurs 5-HT2A dans la modulation de la plasticité
synaptique de la voie corticostriée (Mathur et al., 2011). Ce processus est possiblement
altéré dans la schizophrénie ainsi que lors d’un traitement antipsychotique menant au

développement de SEP.

Bien que la majorité¢ des APD typiques et atypiques aient une composante adrénergique o,
certains APD atypiques comme la clozapine et la rispéridone démontrent aussi une forte
affinité pour les récepteurs o, (Schotte et al., 1996; Minzenberg and Yoon, 2011). Une
activité antagoniste au niveau de ce récepteur pourrait contribuer a I’atypicalité des APD de

nouvelle génération (Svensson, 2003). Malheureusement, 1’affinit¢ des récepteurs
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adrénergiques pour les APD est aussi généralement associée a 1’apparition d’effets
secondaires comme la sédation, le gain de poids important et 1’hypotension orthostatique
(Muller and Kennedy, 2006). Le blocage de ces récepteurs augmente la concentration de
dopamine dans le cortex et prévient des comportements, caractéristiques des effets
secondaires produits par I’halopéridol tels que les catalepsies (Wadenberg et al., 2007).
L’idazoxan, un antagoniste des o, arrive méme, & lui seul, a réduire les déficits
sensorimoteurs induits par I’amphétamine et le PCP, deux mode¢les animaux partiels de la

schizophrénie (Larrauri and Levin, 2011).

D’autres APD atypiques, comme [ aripiprazol, possédent des mécanismes d’action
différents. Ce médicament est connu pour faciliter la transmission dopaminergique,
améliorant ainsi certains problémes de cognition, tout en bloquant, grace a ses propriétés
d’agoniste partiel, les niveaux trop ¢€levés de transmission qui causent les psychoses
(Freedman, 2003). I1 se pourrait aussi que les APD atypiques possédent leurs propriétés en
partie par leur interaction, sensiblement indirecte, sur le systeme glutamatergique. En effet,
la clozapine et 1’olanzapine, deux APD atypiques, inhibent, par des mécanismes encore
inconnus, les effets du PCP tant sur le plan biochimique que comportemental alors que
I’halopéridol et le raclopride, deux APD typiques, n’y parviennent pas (Bakshi et al., 1994;
Arvanov and Wang, 1999).

L’avantage majeur des APD atypiques réside dans leur faible capacité a produire des SEP
tout en gardant des propriétés cliniques semblables et dans certains cas supérieures en
comparaison avec les APD typiques. La seconde génération d’APD posseéde une efficacité
similaire aux APD typiques pour traiter les symptomes positifs (Bouchard et al., 2000),
mais semble plus adéquate au traitement des symptdmes négatifs (Martyns-Yellowe, 1994)
et cognitifs (Bilder et al., 2002) de la maladie menant par le fait méme a une diminution des
rechutes psychotiques (Csernansky et al., 2002). Toutefois, la réduction des SEP avec

I’arrivée des APD atypiques a laissé place a d’autres types d’effets secondaires non
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négligeables qui sont selon plusieurs spécialistes d’une gravité similaire a ceux observés
par le passé. Parmi ces effets néfastes, on retrouve de 1’agranulocytose, des gains de poids
séveres, de I’hypotension, le développement de certains types de diabéte et une forte

tendance a la discontinuation du traitement (Lieberman et al., 2005).

Tableau 2 : Principaux antipsychotiques atypiques utilisés dans le traitement des
symptémes de la schizophrénie

Famille Nom générique Nom
commercial
Diazépine Clozapine Clozaril®
Olanzapine Zyprexa®
Thiazépine Quetiapine Seroquel®
Dérivés Ziprasidone Geodon®
Indoliques Sertindol Serlect®
Autres Risperidone Risperdal®
Aripiprazole Abilify®

Une étude d’envergure de Lieberman et collaborateurs (The CATIE Study; Clinical
Antipsychotic Trials in Intervention Effectiveness), comparant preés de 1500 patients traités
avec différents antipsychotiques, a r1évélé que les sujets sous traitement aux
antipsychotiques atypiques abandonnaient plus fréquemment leur traitement (Lieberman et
al., 2005). En considérant ces niveaux ¢€levés d’abandon et I’efficacité respective des deux
classes d’APD, le portrait global de cette ¢tude laisse croire que I’efficacité thérapeutique
entre les typiques et atypiques est trés semblable. Ces observations viennent mettre en
évidence que, bien qu’il y ait eu amélioration, le traitement aux antipsychotiques atypiques
n’est pas encore tout a fait au point. Comme il n’existe encore aucun APD capable
d’améliorer la variété compléte des symptomes de la schizophrénie, un traitement efficace

devra donc comporter plusieurs produits qui seront utilisés en concomitance avec les APD
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pour réduire au maximum les effets secondaires néfastes tout en gardant le profil

pharmaceutique désiré.

2.2.3 Les antipsychotiques de la prochaine génération?

La popularit¢ ascendante de I’hypothése glutamatergique de la schizophrénie a mené
récemment a une nouvelle approche pharmaceutique utilisant des modulateurs des
récepteurs NMDA ou de la neurotransmission glutamatergique en général. Ceux-ci ont
démontré jusqu’a maintenant une efficacité significative en préclinque. Tout d’abord, des
approches directes et indirectes visent le site modulateur de la glycine des récepteurs
NMDA. Par exemple, I’acide aminé naturel glycine, qui sert de modulateur endogeéne des
récepteurs NMDA, ou le médicament contre la tuberculose D-cyclosérine, qui réagit aussi
avec le site de la glycine, ont tous deux montré une efficacit¢ dans des modeles
précliniques. La glycine démontre aussi un potentiel clinique lorsqu’on la donne
conjointement avec un APD (Javitt, 2010). Pour I’instant, les produits utilisés pour moduler
le site de la glycine sont tous des produits naturels ce qui limite leur utilisation réelle en
clinique, mais leur efficacité démontre tout de méme une certaine preuve conceptuelle qui
pourrait mener a I’éventuel développement de molécules synthétiques plus spécifiques et
efficaces. Il existe aussi la possibilité de cibler les transporteurs de la glycine, normalement
responsable de sa recapture de la fente synaptique, pour augmenter la concentration de cet
acide aminé dans le SNC (Javitt, 2010). Pour I’instant, ’avenue glutamatergique la plus
prometteuse provient des études précliniques et cliniques d’un modulateur allostérique
positif des récepteurs mGIluR2/3 (Woolley et al., 2008; Kinon et al., 2011). C’est donc pour
cet apparent manque de médication a haute efficacité et/ou spécificité pour traiter les
symptomes de la schizophrénie que la recherche de différentes avenues doit continuer.
Comme les molécules qui partagent une affinité pour les récepteurs D, n’arrivent pas a une

pharmacologie pertinente, une nouvelle approche pourrait donner de meilleures cibles.
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Malgré les recherches intensives effectuées dans le domaine de la pharmacologie des
antipsychotiques, les cascades signalétiques intracellulaires déclenchées lors de la liaison
de I’agent thérapeutique aux récepteurs membranaires des différents neurotransmetteurs
restent encore méconnues. Les changements physiologiques de longue durée produits par
les antipsychotiques impliquent que ces derniers activent des kinases, des récepteurs
nucléaires et la production de nouvelles protéines pour pallier a ces changements. Un tel
phénoméne requiert 1’activation de facteurs de transcription précis qui meéne a la
transcription génique. De plus, bien que les antipsychotiques soient des antagonistes, la
plupart de ces molécules exercent des propriétés d’agonistes inverses, du moins in vitro
(Akam and Strange, 2004), et peuvent altérer les autres systeémes de neurotransmission

(voir sections suivantes).
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Chapitre 3 : Les facteurs de transcription

La majorit¢ des antipsychotiques induisent la transcription de certains génes
d’induction précoce qui sont des facteurs de transcription (Nguyen et al., 1992; Robertson
et al., 1994; Beaudry et al., 2000). Dans cette famille, c-fos est sans contredit le plus étudié
et est souvent reconnu comme marqueur d’activité cellulaire a la suite d’un traitement
pharmacologique. L’induction de I’ARNm de c-fos a fait I’objet d’innombrables recherches
afin de cartographier son induction a la suite d’un traitement aigu ou chronique aux
antipsychotiques. Généralement, tous les APD, typiques ou atypiques, induisent c-fos dans
le noyau accumbens, phénomeéne qui correspondrait a 1’effet antipsychotique de ces
drogues (Robertson et al., 1994). L’induction de I’expression de ’ARNm de c-fos dans le
cortex préfrontal serait liée a I’amélioration des symptomes négatifs par les APD atypiques
(Robertson and Fibiger, 1992). Finalement, les APD typiques induisent ce gene d’induction
rapide dans le striatum dorsal, ce qui est indicatif de la production des SEP, caractéristique
a cette classe d’APD (Dragunow et al., 1990). Ce gene peut donc étre utile pour prédire

I’efficacité clinique d’une drogue antipsychotique ainsi que sa prévalence a causer des SEP.

AFosB est un facteur de transcription unique récemment associé aux importants
changements adaptatifs du cerveau déclenchés par certaines conditions (pour une revue,
voir (McClung et al., 2004). 11 se distingue des autres membres de sa famille par sa grande
stabilité et sa capacité a s’accumuler dans la cellule a la suite d’une variété de traitements
chroniques avec des drogues d’abus (e.g. cocaine, amphétamine, PCP) ou des APD
typiques et atypiques (Atkins et al., 1999; McClung et al., 2004). C’est cette persistance qui
lui confére des propriétés importantes pour moduler la plasticité synaptique (McClung et

al., 2004).
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3.1 La famille des Nurs

Depuis les dernicres années, le laboratoire d’accueil a identifi¢ certains récepteurs
nucléaires qui semblent impliqués dans I’action des antipsychotiques et des SEP qu’ils
provoquent (pour revue, voir (Levesque and Rouillard, 2007)). Les Nurs (Nur77, Nurrl et
Nor-1) sont des récepteurs nucléaires orphelins étroitement reliés a la famille des récepteurs
hormonaux thyroidiens/stéroidiens (Hazel et al., 1988; Milbrandt, 1988). L’appellation
« orphelin » vient du fait que ces récepteurs nucléaires ne possedent pas de ligand endogene
connu a ce jour et plusieurs preuves suggerent que leur domaine de liaison au ligand est
défectueux en raison de liaisons hydrophobes anormales qui bloquent la cavité (Wang et
al., 2003). Nurrl (NR4A2), exprimé dans les neurones dopaminergiques de la substance
noire et de 1’aire tegmentaire ventrale, est indispensable au développement et au maintien
du phénotype des neurones dopaminergiques (Zetterstrom et al., 1997; Kadkhodaei et al.,
2009). 11 est responsable de la transcription de la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme de
biosyntheése de la dopamine, du transporteur de la dopamine (DAT) et du transporteur
vésiculaire des monoamines (Sakurada et al., 1999; Hermanson et al., 2003). Nur77
(NR4A1) (aussi connu sous le nom de Nerve Growth Factor Inducible gene B ou NGFI-B)
et Nor-1 (Neuron Derived Receptor-1, NR4A3) sont exprimés tous deux dans les structures
cibles des afférences dopaminergiques comme le noyau caudé et le putamen (striatum), le
noyau accumbens, les tubercules olfactifs et les cortex préfrontal et cingulaire (Zetterstrom
et al., 1996a; Beaudry et al., 2000; Werme et al., 2000). Ces récepteurs nucléaires sont aussi
des facteurs de transcription qui peuvent se lier a ’ADN sous différentes formes pour
initier la transcription de genes différents. Le domaine de liaison a ’ADN de Nur77
consiste en deux doigts de zinc qui interagissent avec le sillon majeur de I’ADN,
reconnaissant ainsi la séquence consensus, alors que la partie C-terminale se loge dans le
sillon mineur pour assurer la stabilit¢ du complexe (Meinke and Sigler, 1999). Les Nurs se
distinguent des autres membres de la famille des récepteurs nucléaires par leur capacité a

lier ’ADN sous forme de monomeére a 1’aide de la séquence consensus NBRE (NGFI-B
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responsive element) (Wilson et al., 1991) et sous forme d’homodimére sur la séquence
NurRE (Nurs responsive element) (Philips et al., 1997). Nur77 et Nurrl, mais pas Nor-1,
peuvent aussi former un nouveau complexe transcriptionnel avec le récepteur nucléaire des
rétinoides RXR (Retinoid X receptor) sur la séquence consensus DR-5 et ainsi engager,
d’une maniere dépendante aux rétinoides, la transcription d’un autre groupe de geénes

(Zetterstrom et al., 1996b) (figure 8).

A) Monomeére B) Homodimére

?

NBRE

C) Hétérodimere

9-cis-RA

636

DR-5 NBRE

Figure 8 : Schématisation des différentes activités transcriptionnelles de Nur77.

Nur77 peut se lier a différents éléments de réponse de I’ADN en tant que monomere,
homodimére ou hétérodimere avec RXR. (adapté de (Levesque and Rouillard, 2007))
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Dans le systétme nerveux central, Nur77 est trés sensible a tout changement dans la
transmission dopaminergique. Un traitement avec [’halopéridol (APD typique) module
fortement I’ARNm de Nur77 dans le striatum, dans le noyau accumbens et dans le cortex
préfrontal, alors que la clozapine (APD atypique) reste inactive dans le striatum (Beaudry et
al., 2000; Maheux et al., 2005) (figure 9). Une étude exhaustive établie pour tester le patron
d’induction de I’ARNm de Nur77 par différents APD typiques et atypiques a démontré que
I’induction de ’ARNm de Nur77 dans le striatum correle avec le ratio d’affinité SHT,a/D>
(Maheux et al., 2005). Ainsi, I’induction de ce géne peut étre utilisée pour déterminer le
profil clinique (I’atypicalité) des APD nouvellement développés. Dans le méme sens, la
réduction sévere des niveaux de dopamine dans le striatum a la suite d’une I€sion de la voie
nigro-striée a la neurotoxine 6-OHDA chez le rat, induit fortement Nur77 dans les neurones
exprimant ’ENK et le récepteur D, (St-Hilaire et al., 2003). Ces mémes neurones striataux
subissent une perte accrue de leurs épines dendritiques a la suite d’un traitement a la 6-
OHDA (Day et al., 2006; Deutch et al., 2007; Neely et al., 2007). Cette perte est des plus
pertinentes dans le développement des mouvements anormaux connus de la maladie de
Parkinson. Elle semble étre associée a une dépolarisation aberrante des D,-MSN et a une
induction de Nur77 suivant I’ouverture de canaux calciques dépendant du voltage (Cavl.2
et/ou Cavl.3) et I’activation de messagers cellulaires impliquant MEF-2 (Myocyte

Enhancer Factor — 2) (Tian et al., 2010).

La réponse cataleptique chez les rongeurs est reconnue comme étant un modele fidele des
SEP chez I'homme (Hoffman and Donovan, 1995). Cette réponse consiste en une
incapacité motrice survenant a la suite du traitement antipsychotique. Elle est mesurée par
la durée d’immobilité de 1’animal. Les souris déficientes en Nur77 (Nur77(-/-)) démontrent
une réponse cataleptique de moins grande ampleur a la suite d’un traitement a I”’halopéridol
(Ethier et al., 2004b). Les dyskinésies tardives surviennent généralement apreés un
traitement prolongé aux APD typiques. Ces dyskinésies sont modélisées chez la souris

comme des mouvements orofaciaux qui consistent a des machouillements aléatoires et sans
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but, nommés vacuous chewing movements (VCM) (Casey, 2000; Turrone et al., 2002). Les
souris Nur77(-/-) montrent une réponse dyskinétique exagérée aprés un traitement
chronique a I’halopéridol (Ethier et al., 2004a). Les observations tirées des souris
déficientes en Nur77 suggerent que ce facteur de transcription est trés important dans les
fonctions physiologiques qui meénent au développement des SEP et dans le phénomeéne
d’adaptation qui survient aprés un traitement soutenu. Récemment, un polymorphisme
nucléotidique dans le geéne de Nur77 chez I’humain (NR4Al) a été associé au
développement des dyskinésies tardives dans une cohorte caucasienne de schizophreénes

(Novak et al., 2010).

_ OLAN.

Figure 9 : Induction de I’ARNm de Nur77 par les différents antipsychotiques.

Exemple d’autoradiogramme de cerveau de souris issu d’une hybridation in situ contre
I’ARNm de Nur77. L’administration d’'un APD typiques, mais non atypiques, induit
I’ARNm de Nur77 dans le striatum. Abréviations : VEH; véhicule salin, RAC; raclopride,
antagoniste spécifique des récepteurs D,;3, OLAN; olanzapine, antipsychotique de seconde
génération (tiré de (Maheux et al., 2005)).
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Nur77 a la capacité de former un complexe hétérodimérique avec RXR, un facteur de
transcription des rétinoides, pour initier une nouvelle activité transcriptionnelle (Perlmann
and Jansson, 1995; Zetterstrom et al., 1996b). Un traitement aigu avec 1’halopéridol
provoque une co-localisation de Nur77 et de I’isoforme yl de RXR (RXRyl) dans les
neurones striato-pallidaux du striatum (Ethier et al., 2004b). Cette co-localisation induite
par le traitement a I’halopéridol suggére une nouvelle interaction entre Nur77 et RXR qui
semble étre importante dans le phénomene des dyskinésies tardives. Les ligands exogénes
des rétinoides comme D’acide rétinoique 9-cis (9-cis-RA), le DHA (un acide gras
polyinsaturé qui agit comme ligand des RXR dans le SNC) et le HX-531 (antagoniste des
RXR) perturbent la réponse cataleptique et dyskinétique. L’hypothése de la nouvelle
interaction entre Nur77 et RXR vient, dans ce cas, prendre de la crédibilité puisque les
effets provoqués par les ligands des rétinoides disparaissent dans les souris Nur77 KO

(Ethier et al., 2004a).

De plus, Nur77 ne semble pas seulement impliqué au niveau des effets néfastes induits par
les antipsychotiques, mais aussi dans la manifestation des symptomes de la schizophrénie
directement. Bhardwaj et collaborateurs ont observé une réduction marquée de I’expression
de Nur77 dans les cortex préfrontal et cingulaire de rongeurs adultes ayant subi une 1ésion
néonatale de I’hippocampe (Bhardwaj et al., 2003), I’un des mod¢les animaux qui reproduit
certains symptomes associés a la schizophrénie. Chez I’humain, des études sur des tissus
post-mortem ont montré des diminutions similaires de Nur77 dans le cortex préfrontal des

schizophrénes (Xing et al., 2006).

Les observations disponibles a ce jour laissent peu de doute quant a I’implication de Nur77
dans certains changements moléculaires engendrés par les antipsychotiques. Toutefois, les
cascades moléculaires qui menent a I’induction de ce géne d’induction précoce dans le
systéeme nerveux central sont toujours inconnues. En périphérie, comme dans le systéme

immunitaire, Nur77 peut étre modulé par plusieurs kinases ou plusieurs voies signalétiques
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comme par la protéine kinase A (PKA) (Kovalovsky et al., 2002; Maira et al., 2003), les
MAP (Mitogen-Activated Protein) kinase (Jacobs and Paulsen, 2005; Han et al., 2006), les
MSK (Mitogen- and Stress-activated Kinase) (Darragh et al., 2005), les RSK (Ribosomal
S6 Kinase) (Wingate et al., 2006) et finalement 1’Akt (Protéine Kinase B) (Masuyama et
al., 2001; Pekarsky et al., 2001). Dans le cerveau, notre laboratoire a démontré que
I’induction de ’ARNm de Nur77 dans le striatum est régulée au moins par la voie des ERK
et de la PKC (Bourhis et al., 2008). En effet, I’activation de la PKC est partiellement
responsable de cette réponse déclenchée par un antagoniste spécifique D,/D;. En
contradiction, il semblerait que la voie des ERK régule négativement I’induction de Nur77
puisque I’inhibition de cette voie meéne a I’exacerbation des effets de I’antagoniste D,/Ds.
Comme mentionnée précédemment, I’induction de Nur77 peut aussi étre régulée par MEF-
2 (Shalizi et al., 2006; Tian et al., 2010). L’identification des événements signalétiques en
amont de I’induction de Nur77 ainsi que des génes qu’elle régule pourrait donner une
meilleure compréhension des phénomenes adaptatifs dopaminergiques et peut-Etre
éventuellement mener a la découverte de nouvelles cibles pharmaceutiques pour améliorer

les traitements existants pour les symptomes de la schizophrénie.
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Chapitre 4 : Objectif général

La médication actuellement utilisée pour traiter les symptomes de la schizophrénie
est encore loin de la perfection. L’arrivée des APD atypiques a résolu quelques problémes,
mais leur réelle efficacité est toujours mitigée. Le laboratoire du Dr. Daniel Lévesque
s’intéresse depuis plusieurs années aux mécanismes cellulaires qui régulent la modulation
de I’expression génique de Nur77. En effet, comme il a été¢ discuté, I’importance de ce
facteur de transcription au niveau du systéme dopaminergique, et surtout face aux effets
modulés par les APD, fait de cet acteur une cible intéressante pour reconsidérer la
thérapeutique actuelle. De plus, I'utilisation de I’expression de I’ARNm Nur77 en tant que
lecture de la finalité cellulaire des APD est un excellent outil pour déterminer les
composantes moléculaires qui résident en amont de cette expression et qui constituent ainsi
une partie des mécanismes cellulaires propres des APD. En combinant 1’analyse des
niveaux d’ARNm de Nur77 avec les bons outils pharmacologiques et génétiques, j’ai su
mieux comprendre [’implication des récepteurs sérotonergique, adrénergique et
glutamatergique dans les effets liés a I’administration d’un antipsychotique ou d’un pure

antagoniste D».

4.1 Objectifs spécifiques

4.1.1 Caractérisation des composantes sérotonergique et adrénergique

dans ’augmentation de ’ARNm de Nur77 induite par I’halopéridol.

Les APD atypiques générent un patron d’induction de I’ARNm de Nur77 différent
de celui des APD typiques (Maheux et al., 2005). Une des différences notables entre ces
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deux générations de médicaments est I’affinité qu’ont les récepteurs 5-HT»a et 5-HT ;4 pour
les APD atypiques. En effet, I’atypicalité clinique des APD de seconde génération correle
bien avec leur niveau d’affinité pour les récepteurs 5-HT,a. De 1a, nous avons émis
I’hypothéese que I’administration concomitante d’un antagoniste des récepteurs 5-HT,a avec
un APD typique, I’halopéridol, changerait le profil d’induction de I’ARNm de Nur77 de ce
dernier en un profil ressemblant & celui d’'un APD atypique. Nous avons émis une
conjecture similaire, cette fois-ci concernant un agoniste des récepteurs 5-HT A, puisque les
APD atypiques possédent aussi une telle composante dans leur profil pharmacologique.
Ainsi, le premier article de cet ouvrage porte sur I’implication des récepteurs
sérotonergiques mentionnés dans I’augmentation de I’ARNm de Nur77 induit par
I’halopéridol. De plus, comme la majeure partie des APD de toute sorte agissent aussi au
niveau des récepteurs adrénergiques ol et a2, nous avons aussi testé¢ 1I’implication de ces

récepteurs dans I’induction de I’ARNm de Nur77.

4.1.2 Implication de la neurotransmission glutamatergique dans la
modulation de la transcription de PARNm de Nur77 modulée par les

antagonistes D,.

Tel que mentionné a I’introduction, plusieurs études ont démontré la présence de
récepteurs dopaminergiques D, sur les afférences corticostriées. Ces récepteurs controlent
la libération de glutamate dans le striatum. Des résultats préliminaires provenant d’études
effectuées au début de mon doctorat ont démontré que 1’expression de I’ARNm Nur77 peut
étre modulée par la transmission glutamatergique. De ce fait, nous avons émis I’hypothése
que la modulation de I’expression génique contrdlée par les antagonistes D, dans le
striatum fait intervenir les récepteurs des afférences corticostriées et que la résultante
module I’expression de I’ARNm de Nur77 via certains récepteurs glutamatergiques. Pour

en arriver a ce résultat, nous avons opté pour une approche pharmacologique avec des
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souris déficientes pour I’isoforme D; et avec des rats portant une lésion a 1’acide
iboténique du cortex. Nous avons aussi procédé a certaines études pharmacologiques chez
des souris de type sauvages pour déterminer quels étaient les récepteurs post-synaptiques
responsables de 1’induction de la transcription de Nur77. Ainsi, le second article décrit les
résultats démontrant I’implication de ces récepteurs D, hétérosynaptiques ainsi que les roles
des récepteurs mGIuRS5 et Ajs dans I’induction de ’ARNm de Nur77 a la suite d’un

traitement avec un antagoniste D;.



Chapitre 5 : Caractérisation des composantes
sérotonergique et adrénergique dans I’augmentation de

I’ARNm de Nur77 induite par I’halopéridol

5.1 Contribution du candidat

Laura Vuillier et Myléne Mahfouz ont été des stagiaires formées par le candidat. Ce dernier
a exécuté toutes les manipulations in vivo et les expériences subséquentes en compagnie
des coauteurs. La quantification et I’analyse des données ont été partagées entre les
coauteurs. Le candidat a participé a la rédaction de I’article avec le directeur de recherche.
Cet article est publi¢ dans International Journal of Neuropsycopharmacology, 15:509-521
(2012).
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5.2 Article #1 : Modulation of haloperidol-induced patterns of
the transcription factor Nur77 and Nor-1 expression by

serotoninergic and adrenergic drugs in the mouse brain

Jérome Maheux', Laura Vuillier', Myléne Mahfouz', Claude Rouillard*® and Daniel

Lévesque'*
! Faculté de Pharmacie, Université de Montréal, Montréal, Qc, H3C 3J7, Canada

* Département de Psychiatrie et Neuroscience, Faculté de Médecine, Université Laval

3 Neuroscience, Centre de Recherche du CHUQ (CRCHUQ), Québec, Qc, Canada

Running title: Modulation of haloperidol-induced gene expression
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ABSTRACT

Different patterns of expression of the transcription factors of Nur77 and Nor-1 are induced
following acute administration of typical and atypical antipsychotic drugs. The
pharmacological profile of atypical antipsychotics suggests that serotoninergic and/or
adrenergic receptors might contribute to these reported differences. In order to test this
possibility, we examined the abilities of serotonin 5-HT s and 5-HT,a/c, and - and o;-
adrenergic receptor drugs to modify the pattern of Nur77 (NR4A1) and Nor-1 (NR4A3)
mRNA expression induced by haloperidol. Various groups of mice were treated with either
saline, DOI, a 5-HT,a/»c agonist, MDL11939, a 5-HT,4 antagonist, 8-OH-DPAT, a 5-HT A
agonist, prazosin, a a;-adrenergic antagonist and idazoxan, a op-adrenergic antagonist,
alone or in combination with haloperidol. The 5-HT,4c agonist DOI alone significantly
increased Nur77 expression in the medial striatum and nucleus accumbens. DOI reduced
Nor-1 expression, while MDL11939 increased the expression of this transcript in the
cortex. Prazosin reduced Nur77 expression in the dorsal striatum and nucleus accumbens.
Interestingly, 8-OH-DPAT and MDL11939 partially prevent haloperidol-induced Nur77
upregulation, while MDL11939 completely abolished Nor-1 expression in the striatum. In
addition, MDL11939 decreased haloperidol-induced Nur77 and Nor-1 mRNA levels in the
ventral tegmental area. On the contrary, idazoxan (o, antagonist) consistently potentiated
haloperidol-induced Nur77, but not Nor-1 mRNA levels in the striatum, whereas prazosin
(o antagonist) remained without effect. Taken together, these results show the ability of a
5-HT;a agonist or a 5-HT,a antagonist to reduce haloperidol-induced Nur77 and Nor-1
striatal expression, suggesting that these serotonin receptor subtypes participate in the

differential pattern of gene expression induced by typical and atypical antipsychotic drugs.

Key words: antipsychotic drug, striatum, serotonin, noradrenalin, in situ hybridization
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INTRODUCTION

Nuclear receptors are a vast family of proteins that regulate gene transcription.
These receptors provide multicellular organisms with a means to directly control gene
expression in response to a wide range of developmental and physiological cues, as well as
to internal and environmental stimuli. The NR4A subgroup is constituted of three closely
related receptors (collectively called Nurs); i.e. Nur77 (NR4A1; also known as Nerve-
Growth Factor Inducible gene B (NGFI-B) and TR3), Nurrl (NR4A2) and Nor-1 (NR4A3)
(for review, see (Maxwell and Muscat, 2005)). Nurs are classified as early response genes
and are induced by a wide range of stimuli, including growth factors, cytokines, peptide
hormones, stress and neurotransmitters. Their ability to sense and rapidly respond to
changes in the cellular environment appears to be a hallmark of this subgroup. The NR4A
subgroup members are expressed in various part of the brain, but a close neuroanatomical
association can be observed with the dopamine system. Basal expression of Nurrl is found
in the hippocampus, hypothalamus, cortex and most notably in midbrain areas containing
dopamine producing neurons, i.e. the substantia nigra and ventral tegmental area
(Zetterstrom et al., 1996; Gofflot et al., 2007). Contrary to Nurrl, which is enriched in the
mesencephalon, Nur77 and Nor-1 are mainly expressed in the forebrain i.e. the olfactory
bulb and tubercle, cortex, striatum, nucleus accumbens, hippocampal formation,
hypothalamus and amygdala (Zetterstrom et al., 1996; Beaudry et al., 2000; Werme et al.,
2000; Ponnio and Conneely, 2004; Gofflot et al., 2007). Their expression patterns suggest
an involvement is various brain functions including cognition, emotion, reward, motivated
behavior, learning, memory and locomotion. Unfortunately, only a few of these functions

have been thoroughly investigated so far.
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Although gene targets for Nur77 and Nor-1 were not systematically characterized in the
central nervous system, some evidence strongly suggest that neuropeptides known to be
related to dopamine system such as enkephalin and neurotensin might represent
transcriptional targets for Nur77 (Ethier et al., 2004b; St-Hilaire et al., 2006). In addition,
we have shown that catechol-O-methyltransferase (COMT) mRNA levels and activity are
reduced in Nur77-deficient mice, suggesting that Nur77 could modulate COMT expression

and participates in the control of enzymatic degradation of dopamine (Gilbert et al., 2006).

Antipsychotic drugs currently used in the treatment of schizophrenia can be classified as
either typical or atypical antipsychotic drugs or neuroleptics. Typical neuroleptics such as
haloperidol have a high propensity to cause a variety of extrapyramidal motor symptoms
(Casey, 1991). New generation of atypical antipsychotics such as clozapine and olanzapine
are defined as drugs active in the treatment of schizophrenia but with a lesser propensity to
induce motor symptoms (Serretti et al., 2004). Haloperidol, a typical neuroleptic, increased
Nur77 and Nor-1 mRNA levels in the striatum, a brain region involves in the control of
locomotion (Beaudry et al., 2000; Werme et al., 2000; Maheux et al., 2005). Using Nur77
and Nor-1 induction patterns by various typical and atypical antipsychotic drugs, we have
shown that modulation of Nur77 and Nor-1 mRNA levels can be used to calculate an index
predictive of the typical vs atypical profile of antipsychotic drugs (Maheux et al., 2005).
Inductions of Nurs (Nur77 and Nor-1) can be correlated with dopamine D, and D3 receptor
affinities and serotonin (5-HT) 5-HT,a/D, affinity ratios could also be used to predict
Nur77 and Nor-1 patterns of expression. Interestingly, Nur77 mRNA up-regulation is
maintained upon chronic typical antipsychotic drug treatments without any apparent
desensitization, suggesting that Nur77 not only participate in the initiation of a
neuroadaptive signaling cascade, but also to more prolonged effects (Beaudry et al., 2000;
Langlois et al., 2001). As opposed to Nurrl, Nur77 and Nor-1 mRNA levels are extremely
low in the substantia nigra and ventral tegmental area in basal conditions in the adult brain

(Maheux et al., 2005). However, their expression can be significantly increased in these
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brain areas by administration of both typical and atypical antipsychotic drugs (Maheux et
al., 2005). These data strongly suggest that Nur77 and Nor-1 expression is tightly regulated

in central dopamine systems (for a review, see (Lévesque and Rouillard, 2007)).

It is generally recognized that the atypical profile of antipsychotic drugs is associated with
their additional interaction with 5-HT receptor subtypes, i.e. blockade of 5-HT,4 and
agonism at the 5-HT;s receptors (Ichikawa and Meltzer, 2000; Ichikawa et al., 2001;
Meltzer et al., 2003; Meltzer and Huang, 2008). These pharmacological properties are
thought to be responsible for their lower propensity to generate extrapyramidal motor side
effects. Indeed, blockade of 5-HT,anc or activation of 5-HT;s in combination with
administration of a typical neuroleptic was shown to prevent haloperidol-induced catalepsy
(Ohno et al., 2008; Ohno et al., 2009). Interaction of antipsychotic drugs with 5-HT»a
and/or 5-HT;a receptors has also been shown to increase cortical dopamine release
(Ichikawa and Meltzer, 2000; Ichikawa et al., 2001; Meltzer et al., 2003; Meltzer and
Huang, 2008), suggesting that with the effects on 5-HT receptor subtypes might also

contribute to their antipsychotic clinical profile in addition to reducing motor side effects.

Most antipsychotic drugs also interact with o;- and oy-adrenergic receptor subtypes.
Although recent reports indicates that Nur77 and Nor-1 can be modulated by B-adrenergic
receptor activity in the periphery (Maxwell and Muscat, 2005; Pearen et al., 2008; Myers et
al., 2009) and by adrenergic drugs in the pineal gland (Humphries et al., 2004), no data is
available on the modulation of Nur77 and Nor-1 by selective a-adrenergic receptors in the
central nervous system. While most antipsychotic drugs display a strong o;-adrenergic
receptor interaction, some atypical antipsychotic drugs such as clozapine and risperidone
also display high affinity for the o,-adrenergic receptor subtype (Bymaster et al., 1996;
Schotte et al., 1996). Interestingly, on-adrenergic receptor blockade enhanced cortical

dopamine release, reduced dopamine D, receptor antagonist-induced conditioned avoidance
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response, in addition to reverse haloperidol-induced catalepsy (Hertel et al., 1999;
Invernizzi et al., 2003; Wadenberg et al., 2007). Thus, a,-adrenergic receptor might also

contribute to the clinical profile of these atypical antipsychotic drugs.

Distinct patterns of immediate-early gene (IEG) modulation have also been associated with
the respective clinical profile of typical and atypical antipsychotic drugs (Robertson et al.,
1994; Beaudry et al., 2000; Werme et al., 2000; Maheux et al., 2005). An important number
of studies on the effects of typical and atypical antipsychotics on the region-specific
expression of IEG, such as Fos and Nur families, have been performed. Specifically,
cortical IEG expression by atypical antipsychotics, such as clozapine, has been speculated
to be indicative of beneficial effects against negative symptoms of schizophrenia, whereas
typical antipsychotics, such as haloperidol, induce striatal IEG expression, an effect that is
thought to be related to the extrapyramidal side effects liability of dopamine D, receptor
antagonists (Merchant and Dorsa, 1993; Robertson et al., 1994; Maheux et al., 2005; Bruins
Slot et al., 2009).

Since Nur77 and Nor-1 are distinctly modulated by typical and atypical antipsychotic drugs
(Maheux et al., 2005) and Nur77 is closely related to antipsychotic drug motor effects such
as catalepsy (acute Parkinsonism) and tardive dyskinesias (Ethier et al., 2004b; Ethier et al.,
2004a), we conducted a series of pharmacological investigations aimed at exploring the
contribution of serotoninergic and adrenergic receptor subtypes in the pattern of expression
Nur77 and Nor-1 induced by the conventional antipsychotic drug haloperidol. We report
that 5-HT; and 5-HT,a/2c receptors contribute significantly to the gene expression patterns

induced by this antipsychotic drug.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

The experiments were performed on male wild type C57BL/6 mice (Charles River,
St-Constant, Quebec, Canada) weighing 20-25 g. Animals were housed in groups of 5 per
cage. They were maintained on 12:12 h light:dark cycle (07:00 h on, 19:00 h off) under
controlled temperature (24°C) and humidity (40-50%). Food and drinking water were
allowed ad libitum. Handling of mice was performed in accordance with the Canadian
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and all procedures, including means to
minimize discomfort, were approved by the institutional Animal Care Committee of
Universit¢ de Montréal. In order to minimize the possibility of stress-induced Nur
expression, mice were handled for about 3 days prior to the day of experiment and we
initiated strict environmental controls on all experimental procedures, including the use of
one animal handler and injecting animals within the same room. After drug administration,

the animals were kept in their home cage until anesthetized and sacrificed.

Drugs

A 5 mg/ml solution of haloperidol was obtained commercially from Sabex Inc.
(Boucherville, Quebec, Canada) and diluted in saline to its final concentration. (+/-)DOI-
HCl, (+/-)[1-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-aminopropane]-hydrochloride,  (+/-)-8-OH-
DPAT-HBr, (8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)-tetralin)-hydrobromide, prazosin and
idazoxan were obtained from Sigma-Aldrich Canada Inc. (Oakville, ON). MDL11939, a-
phenyl-1-(2-phenylethyl)-4-piperidine-methanol, was purchased from Tocris Bioscience
(Ellisville, MI).
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Experimental protocols

Mice were acutely treated intraperitoneally (i.p.) with the different drugs in a final
volume of 0.5 ml. Two series of experiments were performed in this study. Each group of
animals consisted of 5 mice. For serotonin agents, treatments were: saline, DOI, a 5-HTa/c
agonist (2.5 mg/kg), 8-OH-DPAT, a selective 5-HT ;4 agonist (2.5 mg/kg), MDL11939, a
5-HT,4 antagonist (2 mg/kg), haloperidol, a typical antipsychotic drug (0.5 mg/kg), DOI +
haloperidol, 8-OH-DPAT + haloperidol and MDL11939 + haloperidol. For adrenergic
agents, treatments were: saline, prazosin, a selective oj-adrenergic antagonist (1 mg/kg),
idazoxan, a selective ap-adrenergic antagonist (1 mg/kg), haloperidol (0.5 mg/kg), prazosin
+ haloperidol and idazoxan + haloperidol. All serotoninergic or adrenergic drugs and saline
were administered 30 min before saline (control groups) or haloperidol, so that all animals
have received two injections. The animals were sacrificed by decapitation under CO,
anesthesia 1 hour after saline (controls) or haloperidol drug administration. All drug
dosages and the time of sacrifice were based on previous data in the literature showing
modulations of Nur77, Nor-1 or other immediate-early genes, such as c-fos, and
preliminary work from our laboratory (Tremblay et al., 1998; Gervais et al., 1999; Beaudry
et al., 2000; Wadenberg et al., 2000; Maheux et al., 2005; Marcus et al., 2005). After
decapitation, brains were rapidly removed and immediately immersed into cold isopentane

(-40°C) for a few seconds and kept at —80°C until used.

In situ hybridization procedure

Cryostat coronal brain sections (12 pm) were mounted onto Snowcoat X-tra™
slides (Surgipath, Winnipeg, MA, Canada) and stored at —80°C until used. Brain sections
were fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C for 20 min. Specific [°’S]UTP-radiolabeled
complementary RNA (cRNA) probes were used. The Nur77 probe preparation and
radiolabeling have been described in details elsewhere (Beaudry et al., 2000; Ethier et al.,
2004b). The mouse Nor-1 probe was generated from a PCR fragment of 393 bp (from
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nucleotide 572 to 964) subcloned into pBluscript SK linearized with HindIII to generate to
antisense complementary RNA (cRNA) (Maheux et al., 2005). Single-stranded riboprobes
were synthesized and labeled using Promega riboprobe kit (Promega, Madison, WI), [*°S]-
UTP (Perkin Elmer Inc., Canada) and the RNA polymerase T;. In situ hybridization of
riboprobes with tissue sections were done at 56-58°C, overnight, in a standard
hybridization buffer containing 50% formamide (Beaudry et al., 2000; Langlois et al.,
2001; Ethier et al., 2004b; Maheux et al., 2005). Tissue sections were then apposed against
BiomaxMR (Kodak, New Haven, CT) radioactive sensitive films for 2 to 5 days.

Quantification analysis

Levels of radioautographic labeling on films were quantified by computerized
densitometry. Digitized brain images were obtained by a CCD camera model XC-77 (Sony)
equipped with a 60 mm /2.8D (Nikon) magnification lens. Images were analyzed using the
Image]J 1.43u software (Wayne Rasband, NIH). Optical densities of autoradiograms were
transformed to nCi/g of tissue using ['*C] radioactivity standards (ARC 146A-"*C
standards, American Radiolabeled Chemicals Inc., St-Louis). Brain areas investigated
included the dorsolateral (StDL), dorsomedial (StDM), ventrolateral (StVL) and
ventromedial (StVM) portions of the striatum, the shell (AcSh) and core (AcC) of the
nucleus accumbens, medial prefrontal (mPFC) and cingulate (CC) cortices, substantia nigra
pars compacta (SNc) and ventral tegmental area (VTA). Figure 1 illustrates the exact

coordinates and brain areas used for quantification of mRNA levels.

Statistical analysis

For each animal and for all brain regions investigated, we measured Nur mRNA
levels on 4 different sections. Average signals from both brain hemispheres were made. All
data were then expressed as group mean = SEM from 5 animals per group. Homogeneity of

variances was first determined with Bartlett’s Chi-Square test, and square root or log data
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transformation was performed to increase homogeneity when necessary. Statistical analyses
of mRNA level variances were performed using a one-way ANOVA. When a significant
variance analysis was observed, a Tukey’s test was performed as post hoc analysis.
Statistical analyses and graphs were performed with GraphPad Prism version 4.0 software

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

RESULTS

As previously reported, there is significant basal expression of Nur77 and Nor-1
mRNA in the mouse forebrain including the dorsomedial and dorsolateral portions of the
striatum, the medial prefrontal and cingulate cortices and the nucleus accumbens.
Interestingly, Nur77 and Nor-1 mRNA are barely detectable in the SN/VTA complex in
untreated animals (Zetterstrom et al., 1996; Maheux et al., 2005). As previously observed,
haloperidol induced strong upregulations of Nur77 and Nor-1 mRNA levels in the
ventrolateral and ventromedial portions of the striatum and in the SN/VTA complex
(Maheux et al., 2005). In this study, haloperidol only upregulated Nor-1 in the prefrontal
and cingulate cortices. The absolute Nur77 and Nor-1 mRNA values in the vehicle-treated
animals expressed in nCi/g of tissue are presented in Table 1. These values have been used

to determine % of control levels presented in following figures and tables.

Effects of serotoninergic drugs on haloperidol-induced Nur expression

Treatment of animals with the 5-HT2a/»c agonist DOI alone increased Nur77 mRNA
levels in the nucleus accumbens (Table 2) and medial striatum (Fig. 2, left panels).
However, DOI remained without effect on haloperidol-induced Nur77 mRNA levels in all
brain areas investigated (Fig. 2 and Table 2). Administration of the 5-HT;4 agonist 8-OH-
DPAT alone did not alter Nur77 expression, but significantly reduced haloperidol-induced

Nur77 mRNA levels in the striatum (except in the StVM portion) and nucleus accumbens
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shell (Fig. 2 and Table 2). The 5-HT,a antagonist MDL11939 also remained inactive when
administered alone, except for a small increase in the cingulate cortex (Table 2). But, it
significantly reduced haloperidol-induced Nur77 expression in the striatum, except for the
StDM subterritory (Fig. 2). MDL11939 also decreased haloperidol-induced Nur77
expression in the ventral tegmental area (VTA), but remained without effect in the
substantia nigra pars compacta (SNc) (Table 2). We did not observe any significant

modulation of Nur77 in the prefrontal and cingulate cortices (Table 2).

DOI alone significantly reduced Nor-1 mRNA levels in the prefrontal and cingulate
cortices, whereas MDL11939 significantly up-regulated Nor-1 expression in the cortex
(Table 3). However, DOI did not alter haloperidol-induced Nor-1 expression in any of the
brain areas investigated (Fig. 3 and Table 3). The 5-HT ;A agonist 8-OH-DPAT alone did
not alter the expression of Nor-1 in the brain area investigated (Fig. 3 and Table 3).
However, pre-treatment with the 5-HT;, agonist was able to reduce haloperidol-induced
Nor-1 mRNA levels in many brain areas, including the cortex, VTA and striatum (Fig. 3
and Table 3). The most striking effects were observed with pre-treatment with the 5-HT;a
antagonist MDL11939, which strongly reduced or totally prevented haloperidol-induced
Nor-1 in all the brain areas investigated, except for the SNc (Fig. 3 and Table 3).

Effects of adrenergic drugs on haloperidol-induced Nur expression

Treatment with prazosin (an a;-adrenergic antagonist) alone significantly reduced
basal Nur77 mRNA levels in the nucleus accumbens (Table 4) and dorsal striatum (Fig. 4,
top panels), while idazoxan (an a,-adrenergic antagonist) had no effect in all brain regions
investigated (Fig. 4 and Table 4). On the other hand, pre-treatment with idazoxan
potentiated haloperidol-induced Nur77 expression in the SNc, nucleus accumbens shell and
all striatal subterritories (Fig. 4 and Table 4). Pre-treatment with prazosin also induced a

potentiation of haloperidol-induced Nur77 mRNA levels in the VTA (Table 4) and a small
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but significant increase in the nucleus accumbens core (Table 4). But, prazosin had no

effect on haloperidol-induced Nur77 expression in all striatal subterritories (Fig. 4).

Contrary to Nur77 expression, adrenergic drugs had no effect on basal or haloperidol-
induced Nor-1 expression, except for the o,-adrenergic antagonist idazoxan, which
potentiated haloperidol-induced Nor-1 expression in the nucleus accumbens shell (Table 5).
Idazoxan also selectively reduced haloperidol-induced Nor-1 in the VTA, whereas prazosin

remained without effect (Table 5).

DISCUSSION

We and others have previously shown that typical and atypical antipsychotic drugs
induced distinct patterns of expression of Nur77 and Nor-1 mRNA levels in brain areas
related to their clinical efficacy, i.e. the prefrontal and cingulate cortices, nucleus
accumbens, striatum and substantia nigra/ventral tegmental area complex (Beaudry et al.,
2000; Werme et al., 2000; Maheux et al., 2005; Bruins Slot et al., 2009). These
transcription factors are strongly upregulated in striatal areas associated with locomotor
functions by typical antipsychotic drugs, whereas atypical drugs induced only mild effects
in these areas. Given the preferentially high affinity of atypical antipsychotic for some 5-
HT receptors and most notably for 5-HT4 and 5-HT:4 receptors, it has been postulated for
decades that 5-HT and its receptors are key mediators for atypical antipsychotic action’s
(Meltzer, 1999). In support to this hypothesis, we show here that a 5-HT A receptor agonist
or a 5-HT,» antagonist can reduce haloperidol-induced Nur77 and Nor-I mRNA
upregulation in the striatum. As previously demonstrated with c-fos expression (Tremblay
et al., 1998; Ohno et al., 2008; Bruins Slot et al., 2009), the present results demonstrate that
it is possible to transform the pattern of expression of Nur77 and Nor-1 induced by

haloperidol into a pattern resembling the one induced by atypical antipsychotics simply
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with the addition of drugs targeting these 5-HT receptor subtypes. We also demonstrate that
adrenergic receptor blockade is not involved. On the contrary, a,-adrenergic receptor

blockade potentiate the effect of haloperidol on Nur77 mRNA levels in the striatum.

Interestingly, our results suggest that both 5-HT,» and a;-adrenergic, but not 5-HTia
receptors, are involved in Nur expression in basal conditions. Briefly, basal expression of
Nur77 in the striatum is modulated by 5-HT,s and o,-adrenergic drugs, whereas basal
expression of Nor-1 in the cortex is modulated only by 5-HT,a receptors. Concomitant
activation of serotonin 5-HT»a receptors has no effect, but blockade of 5-HT, receptors
strongly reduced haloperidol-induced Nur77 expression in the ventral striatum, ventral
tegmental area, and almost totally abolished haloperidol-induced expression of Nor-1 in all
the brain areas investigated, except within the substantia nigra. The regionally selective
effect of MDL11939 (5-HT»a antagonist) might be explained in part by the medio-ventral
to dorso-lateral gradients of expression of this 5-HT; receptor subtype (Appel et al., 1990;
Laprade et al., 1996). The a,-adrenergic antagonist prazosin had no effect on haloperidol-
induced Nur77 expression, whereas the op-adrenergic receptor antagonist idazoxan
potentiated haloperidol-induced Nur77 expression in nucleus accumbens shell, the entire
striatum and substantia nigra. No effect was observed on Nor-1 expression. Activation of 5-
HT;a receptors has no effect on basal expression of Nur77 and Nor-1. However, when
these nuclear receptors are upregulated by haloperidol, both 5-HT;s agonism or 5-HT:a
antagonism can be involved, whereas adrenergic receptors are not. On the other hand,
haloperidol-induced Nur77 and Nor-1 expression are further upregulated in the nucleus
accumbens shell by a 5-HT) 4 agonist. Taken together these results on gene transcription are
consistent with the beneficial effect of 5-HT;s and 5-HT,a receptor subtypes at reducing
dopamine nigrostriatal pathway activity, while promoting dopamine mesolimbic pathway

activity.
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Therefore, our results clearly indicate that 5-HT receptors contribute to the distinct
transcriptional patterns induced by typical and atypical antipsychotic drugs. But how?
There are at least two possibilities. First, it could be an indirect effect through the
modulation of dopamine release. Indeed, there is considerable evidence obtained from
microdialysis and electrophysiological studies that 5-HT,a receptor antagonists modulate
differentially nigrostriatal, mesolimbic and mesocortical dopamine systems (Meltzer et al.,
2003). Administration of selective D, antagonists to rodents produces large increases in
extracellular dopamine concentrations in the striatum and nucleus accumbens and only a
modest one in the prefrontal cortex (Meltzer et al., 2003). Administration of a selective 5-
HT,a receptor antagonist alone had little effect on dopamine release in any of these brain
regions. However, when the 5-HT,5 and the D, antagonist are combined, there is an
increase in dopamine release in the prefrontal cortex, but no change in the striatum
(Andersson et al., 1995; Westerink et al., 2001; Liégeois et al., 2002). These differential
effects on regional dopamine release are thought to be involved in both gene expression
patterns and in the differential clinical profile of atypical antipsychotic drugs. A second
possibility is a direct effect on gene expression pattern via their effects on various receptors
subtypes. We and others have previously demonstrated that Nur77 and Nor-1 can be
modulated by 5-HT;a and 5-HT»anc receptors (present data and (Gervais et al., 1999;
Bruins Slot et al., 2009)). We show here that DOI, a 5-HT,a/2c agonist, administered alone
increased Nur77 in nucleus accumbens and medial striatum (limbic portions of the striatal
complex), while it reduced Nor-1 in prefrontal and cingulate cortices. On the other hand,
MDL11939, a preferential antagonist of the 5-HT,4 receptor, increased Nor-1 in cortical
areas. This strongly suggests that Nur77 and Nor-1 are differentially modulated by 5-HT
neurotransmission in the mouse forebrain. However, DOI did not alter haloperidol-induced
Nur77 and Nor-1 expression patterns. This indicates that activation of 5-HT, receptors
participate in the tonic basal expression of Nur77, but it is the blockade of 5-HT, that is
responsible for the reduction of haloperidol-induced Nur77 expression. In addition,

haloperidol-induced Nor-1 mRNA levels are strongly modulated by 5-HT antagonists in
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striatal and extra-striatal brain areas, suggesting that this transcription factor is particularly
sensitive to manipulation of 5-HT neurotransmission. It is interesting to note that vector
delivery of a Nor-1 short hairpin RNA (shRNA) in the brain ameliorated depressive-like
behaviors in Wistar-Kyoto rats (Schaffer et al., 2010).

It is interesting to observe that in absence of D, blockade, the 5-HT, antagonist increased
Nor-1 mRNA levels, while it reduced haloperidol-induced Nor-1 expression in the cortex.
At the present time, we have no explanation for this paradoxical effect of MDL11393. The
5-HT;A agonist (§-OH-DPAT) is also able to reduce haloperidol-induced Nor-1 expression
in the cortex. Modulations of the haloperidol-induced pattern of Nor-1 expression in the
cortex are reminiscent of the modulation of dopamine release in the cortex upon combined
administration of a 5-HT;s agonist or a 5-HT,4 antagonist with a dopamine D, receptor
antagonist, as previously discussed. Interestingly, these effects were not observed with
Nur77, suggesting that Nor-1 might be a better marker of atypicality in the cortex, as
compared to Nur77.

It has been shown that striatal 5-HT, receptors exert a positive control on basal dopamine
release and mediate a tonic inhibitory serotoninergic tone on dopamine neurons in the
ventral tegmental area. Consequently, administration of 5-HT, receptor antagonists can
directly increase dopamine release in the nucleus accumbens and in the prefrontal cortex
and 5-HT, agonists can suppress dialysate levels of dopamine in the frontal cortex (Millan
et al.,, 1998; Gobert and Millan, 1999). Interestingly, MDL11939 (5-HT, antagonist)
displayed a selective effect on Nur77 and Nor-1 mRNA levels in the ventral tegmental area,
as compared to the substantia nigra indicating that a 5-HT, antagonist can also exert a
selective transcriptional activity within dopamine neurons of the mesolimbic and

mesocortical pathways.
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8-OH-DPAT, a 5-HT ;4 agonist, tends to reduce Nur77 in the striatum, which is consistent
with a previous report (Gervais et al., 1999). Although we used a higher dose of 8-OH-
DPAT, modulations of haloperidol-induced Nur77 and Nor-1 expression in the striatum by
this 5-HT; agonist are also consistent with the report of Bruins Slot and colleagues (2009).
The partial activity of the 5-HT;s agonist might result from interactions at both pre-
synaptic autoreceptor and post-synaptic sites by the present 8-OH-DPAT dose. These
effects are also similar to previous data on striatal Fos immunohistochemistry or c-fos
mRNA levels (Tremblay et al., 1998; Ohno et al., 2008; Bruins Slot et al., 2009). One of
the proposed mechanism for these effects is a reduction of the activity of 5-HT projections
(through stimulation of pre-synaptic 5-HT ;4 autoreceptors or blockade of post-synaptic 5-
HT,4 receptors) that inhibit dopaminergic nigrostriatal neurons, thus increasing striatum
dopamine levels, which partially or totally overcoming the blockade of D, receptors by the

antipsychotic drug.

Post-synaptic o;- and a-adrenergic receptors are highly expressed in the cerebral cortex,
while pre-synaptic o,-adrenergic receptors are also present in noradrenergic terminals and
locus coeruleus neurons. So, they are well placed to exert an important modulation on
dopamine neurotransmission (Shen and Gundlach, 2000). The present results indicate that
Nur77, but not Nor-1 expression, can be modulated by an o,-adrenergic antagonist in the
mouse forebrain in the presence of haloperidol, whereas the a;-adrenergic drug remained
without effect in the striatum and cortex. Similar data were obtained using c-fos expression
(Fink-Jensen et al., 1995) or catalepsy behavior (Wadenberg et al., 2000; Wadenberg et al.,
2007). Interestingly, it has been shown that prazosin can selectively modulate the firing
pattern of dopamine neurons in the ventral tegmental area (Grenhoff and Svensson, 1993).
We also observed a selective transcriptional activity on Nur77 by prazosin in the ventral
tegmental area, while idazoxan had a preferential activity in the substantia nigra.

Potentiation of the effect of haloperidol by idazoxan was surprising because it has been
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shown that op-adrenergic antagonists are able to reduce haloperidol-induced catalepsy
(Invernizzi et al., 2003; Wadenberg et al., 2007). However, the mechanism of the effect of
ap-adrenergic receptors might be complex, since 5-HT neurotransmission seems to be
involved in the effect of idazoxan (Invernizzi et al., 2003). In addition, the contribution of
other receptor targets, such as histamine H;, 5-HTs, 5-HT7 or muscarinic m1-m4, cannot be
excluded. Further experiments will be necessary to determine their contributions to Nur77
and Nor-1 gene expression patterns. Muscarinic m1-m4 receptors are of particular interest
(Conn et al., 2009), but co-administration of scopolamine, a muscarinic m1-m4 antagonist,
failed to reduced haloperidol-induced Nur77 expression in the striatum (unpublished

observation).

In summary, our results clearly indicate that 5-HT receptors contribute to the distinct
transcriptional patterns induced by typical and atypical antipsychotic drugs. While the exact
nature of the influence of antipsychotic drug-induced Nur77 and Nor-1 expression on
downstream in vivo responses remains to be clarified, the region specific modulations of
these transcription factors may constitute useful markers of antipsychotic drug activity and

to predict the clinical profile of potential antipsychotic drugs in development.
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Bregma 0.48 mm

Breguta -5.60 mm

Figure 1. Schematic illustration of the mouse brain regions selected for quantitative
analysis of Nur mRNA levels.

Blank boxes indicate the sampled areas in the medial prefrontal cortex (mPFC) (top left),
nucleus accumbens core (AcC) and shell (AcSh), and cingulate cortex (CC) (top right),
dorsomedial (StDM), dorsolateral (StDL), ventromedial (StVM) and ventrolateral (StVL)
portions of the striatum (bottom left), and substantia nigra pars compacta (SNc) and ventral
tegmental area (VTA) (bottom right). Corresponding Bregma levels are indicated in
respective diagrams. Other abbreviations shown are: aca, anterior commissure; cl, clustrum;
Str, striatum; cc, corpus callosum; Hipp, hippocampus; SNr, substantia nigra pars
reticulata.
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Figure 2. Histograms illustrating the effect of 5-HT drugs on haloperidol-induced Nur77

mRNA levels in the mouse striatum.

Values are expressed in percentage of change compared to vehicle-treated animals (control)
and represent mean + S.E.M. Each group included 5 animals. See materials and methods
for dose regimens. VEH, vehicle; DPAT, 8-OH-DPAT; MDL, MDLI11939; HAL,
haloperidol; StDM, dorsomedial striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial
striatum; StVL, ventrolateral striatum (* p<0.05 and *** p<0.001 vs VEH; # p<0.05, ##
p<0.01 and ### p<0.001 vs HAL).
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Figure 3. Histograms illustrating the effect of 5-HT drugs on haloperidol-induced Nor-1
mRNA levels in the mouse striatum.

Values are expressed in percentage of change compared to vehicle-treated animals (control)
and represent mean = S.E.M. Each group included 5 animals. See materials and methods
for dose regimens. VEH, vehicle; DPAT, 8-OH-DPAT; MDL, MDLI11939; HAL,
haloperidol; StDM, dorsomedial striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial
striatum; StVL, ventrolateral striatum (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 vs VEH; #
p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 vs HAL).
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Figure 4. Histograms illustrating the effect of adrenergic drugs on haloperidol-induced
Nur77 mRNA levels in the mouse striatum.

Values are expressed in percentage of change compared to vehicle-treated animals (control)
and represent mean + S.E.M. Each group included 5 animals. See materials and methods
for dose regimens. VEH, vehicle; PRZ, prazosin; IDAZ, idazoxan; HAL, haloperidol;
StDM, dorsomedial striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial striatum;
StVL, ventrolateral striatum (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 vs VEH; ### p<0.001
vs HAL).
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Figure 5. Histograms illustrating the effect of adrenergic drugs on haloperidol-induced

Nor-1 mRNA levels in the mouse striatum.

Values are expressed in percentage of change compared to vehicle-treated animals (control)
and represent mean + S.E.M. Each group included 5 animals. See materials and methods
for dose regimens. VEH, vehicle; PRZ, prazosin; IDAZ, idazoxan; HAL, haloperidol;
StDM, dorsomedial striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial striatum;
StVL, ventrolateral striatum (*** p<0.001 vs VEH).
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Table 1. Nur77 and Nor-1 mRNA levels in vehicle-treated animals in the brain areas

analyzed.

mRNA levels (nCi/g tissue)

Brain areas Nur77 Nor-1
mPFC 389 + 46 123+ 12
CcC 445 + 33 106 + 16
AcSh 103+ 13 42 +4
AcC 151 £21 20+2
StDM 207 £ 11 70+ 6
StDL 177+ 14 19+2
StVM 105+8 24 + 4
StVL 38+7 31+4
SNe 442 8=+1
VTA 6+2 5+£2

Values represent mean + SEM from vehicle-treated animals (n=5). Abbreviations are: AcC,
nucleus accumbens core; AcSh, nucleus accumbens shell; CC, cingulate cortex; mPFC,
medial prefrontal cortex; SNc, substantia nigra pars compacta; StDM, dorsomedial
striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial striatum; StVL, ventrolateral
striatum; VTA, ventral tegmental area.
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Chapitre 6 : Implication de la neurotransmission
glutamatergique dans la modulation de la transcription

de PARNm de Nur77 modulée par les antagonistes D,

6.1 Contribution du candidat

Le candidat a effectu¢ tous les manipulations et expérimentation présentés dans ce
manuscrit a 1’exception du traitement des souris D2L (-/-) qui a été fait par Emanuele
Tirotta a I’Université d’Irvine, CA, USA. Les 1ésions corticales ont été effectuées dans le
laboratoire du Dr. Pierre-Paul Rompré. L’analyse des résultats a ¢été accomplie
essentiellement par le candidat. Les cultures organotypiques de tranches cérébrales ont été
développé et mise au point dans le laboratoire par le candidat. Celui-ci a participé
activement a 1’écriture du manuscrit en collaboration avec le directeur de recherche. Ce

manuscrit est en processus de soumission.
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6.2 Article #2 : Dopamine D2 antagonist-induced striatal gene
expression requires activation of mGluRS receptors by cortical

afferents

Jérdome Maheux ', Michel St-Hilaire 2, David Voyer', Emanuele Tirotta >, Emiliana

Borrelli’, Claude Rouillard %, Pierre-Paul Rompré * and Daniel Lévesque |

' Faculté de Pharmacie, Université de Montréal, Montréal, Qc, Canada H3C 3J7
2 Dept. of Psychiatry and Neuroscience, Laval University and Neuroscience Unit, Laval
University Hospital Research Centre (CRCHUL), Quebec, Qc, G1V 4G2, Canada

? Department of Microbiology & Molecular Genetics, University of California Irvine,
Irvine, California, 92697, USA and

4 Faculty of Medicine, Dept. of Psychiatry, Université de Montréal, Montreal, Qc, Canada.

Abbreviated title: Glutamate receptors in D, antagonist effect

Keywords: antipsychotic drugs, transcription factors, Nur77, Nrdal, organotypic culture,

dopamine D, receptors, glutamate receptors, adenosine receptors
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ABSTRACT

Dopamine D, receptor antagonists modulate gene transcription in the striatum.
However, the molecular mechanism underlying this effect remains elusive. Here we used
the expression of Nur77, a transcription factor of the orphan nuclear receptor family, to
explore the role of dopamine, glutamate and adenosine receptors in the effect of a
dopamine D, antagonist in the striatum. First, we investigated D, antagonist-induced Nur77
mRNA in Dy receptor knockout mice. Surprisingly, deletion of the D, receptor isoform
did not reduce eticlopride-induced upregulation of Nur77 mRNA levels in the striatum.
Next, we tested if an ibotenic cortical lesion could block the effect of eticlopride on Nur77
expression. Cortical lesions strongly reduced eticlopride-induced upregulation of Nur77
mRNA. Then, we investigated if glutamatergic neurotransmission could modulate
eticlopride-induced Nur77 expression. A combination of a metabotropic glutamate type 5
(mGluRS5) antagonist with an antagonist of its synergistic partner adenosine A,a receptor
abolished eticlopride-induced upregulation of Nur77 mRNA levels in the striatum. Direct
modulation of striatal Nur77 expression by glutamate and adenosine receptors was
confirmed using corticostriatal organotypic cultures. Taken together, these results indicate
that blockade of postsynaptic D, receptors is not sufficient to trigger striatal transcriptional
activity and that interaction with corticostriatal presynaptic D, receptors and subsequent
activation of postsynaptic glutamate and adenosine receptors in the striatum is required.
These results uncover a new mechanism of action of D, antagonists and support a

prominent role of glutamate in the effect of classic antipsychotic drugs.
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INTRODUCTION

Dopamine antagonists have been used to alleviate schizophrenia symptoms for more
than a half-century. There is a general agreement that in vitro binding affinity for dopamine
D, receptors predicts efficacy and likelihood of causing extrapyramidal side effects of
antipsychotic drugs (Miyamoto et al., 2005). However, although all antipsychotic drugs
used in clinic share the similar pharmacological profile of being D, antagonists (with the
exception of aripiprazole, which is a partial D, agonist), the exact mechanisms that convey
their therapeutic and undesired effects remain elusive. A growing body of evidence indicate
that drugs targeting other neurotransmitters, such as glutamate and adenosine, might also
display antipsychotic activity (Lara et al., 2006; Conn et al., 2009; Krystal et al., 2010).
But, because of the in vivo reciprocal functional relationships between dopamine, glutamate
and adenosine receptor activities, it is difficult to pin point the specific contribution of

different receptor subtypes.

The striatum expresses high levels of dopamine D, receptors and is considered as an
important brain area where dopamine and glutamate inputs are integrated to modulate
psychomotor responses. The main striatal inputs are excitatory glutamatergic terminals
coming from the cortex and thalamus, and dopamine afferences from the substantia
nigra/ventral tegmental area complex. In order to process information coming from these
multiple sources, striatal cells express a large array of neurotransmitter receptor subtypes at
their surface (Gerfen and Surmeier, 2011). Striatal cells express glutamate receptors and a
functional interaction has been described between the activity of dopamine D, and
metabotropic glutamate receptors. For example, blockade of metabotropic glutamate
receptor type S5 (mGIuRS) reduces haloperidol (D, antagonist)-induced catalepsy
(Ossowska et al., 2001). In addition, an interaction between dopamine D,, adenosine Aja
and mGluRS5 receptors has been demonstrated in the striatum (Ferré et al., 2002; Kachroo et

al., 2005; Cabello et al., 2009). An important contributing factor to the striatal activity is
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the presence of neurotransmitter receptors located on cortical inputs to the striatum that
regulate glutamate release. Indeed, activation of presynaptic D, heteroreceptors located on
glutamate neuron terminals (Schwarcz et al., 1978; Wang and Pickel, 2002) modulates
glutamate release within the striatum and represents an important regulator of striatal

excitatory inputs (Maura et al., 1988; Cepeda et al., 2001; Bamford et al., 2004).

Dopamine D, receptors exist in two receptor isoforms derived from alternative splicing of
the same gene (Giros et al., 1989). Accumulating evidence indicates that the D, short (Das)
receptor isoform is mainly associated with presynaptic activities (Khan et al., 1998b;
Usiello et al., 2000; Lindgren et al., 2003). Interestingly, it has been shown that
dopaminergic modulation of corticostriatal glutamate release depended upon the Dag
receptors (Centonze et al., 2004). On the other hand, the D, long (D») receptor isoform
seems to mediate postsynaptic dopamine receptor functions (Khan et al., 1998b; Usiello et

al., 2000; Lindgren et al., 2003).

Modulation of gene transcription within neurons rapidly leads to protein synthesis and
subsequent cellular adaptation. It is well documented that D, antagonists, such as typical
antipsychotic drugs rapidly induce genes like c-fos, Zif268, or Nur77 (NGFI-B, Nr4al)
(Guo et al., 1998; Beaudry et al., 2000; Maheux et al., 2005). However, the exact
contribution of glutamate, adenosine, and dopamine D,s and Dy receptors in the regulation
of striatal gene expression remains to be clarified. In the present study, we show that D,
antagonist-induced transcriptional activity in the striatum is mediated by interaction of the
drug with presynaptic D,s heteroreceptors located at corticostriatal terminals and

subsequent activation of postsynaptic glutamate mGluRS and adenosine A, receptors.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

For pharmacological experiments, adult male wild type C57BL/6 mice (Charles
River, Canada, St-Constant, Qc, Canada) and mice lacking dopamine Dy receptors (Dar
receptor knockouts, D,i(-/-)) and their littermates (Usiello et al., 2000) were used. All mice
weighted 20-25 g and were housed five per cage in a temperature-controlled environment
maintained under a 12-h light/dark cycle with ad libitum access to food and water. For
experiments involving ibotenic acid lesions, we used male Sprague-Dawley rats (Charles
River, St-Constant, Quebec) weighing 280-320g. Experimental procedures, including
means to minimize discomfort, were reviewed and approved by the institutional Animal
Ethics Committee of the Universit¢ de Montréal and were done in accordance with the

Canadian Council on Animal Care guidelines for use of experimental animals.

Drugs and treatments

The selective dopamine D,/D; receptor antagonist eticlopride, the selective
adenosine A,s antagonist SCHS58261 (7-(2-phenylethyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-
[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidine), the cannabinoid CB; receptor antagonist 1-(2,4-
dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide
(AM251) and the muscarinic antagonist scopolamine were purchased from Sigma-Aldrich
(St-Louis, MO, USA). The selective mGIluR5  antagonist  2-methyl-6-
(phenylethynyl)pyridine hydrochloride (MPEP), the mGIuR1/5 agonist (RS)-3,5-
dihydroxyphenylglycine (DHPG), the selective mGIuRS agonist (RS)-2-Chloro-5-
hydroxyphenylglycine sodium salt (CHPG), the selective A, agonist 4-[2-[[6-amino-9-(N-
ethyl-B-D-ribofuranuronamidosyl)-9H-purin-2-yl]Jamino]ethyl]|benzene propanoic acid
hydrochloride (CGS21680), the excitatory amino acid transporter 1-2 (EAAT1-2) blocker
(35)-3-[[3-[[4-(trifluoromethyl)benzoyl] amino]phenyl]methoxy]-L-aspartic acid (TBOA)

was purchased from Tocris Bioscience (Avonmouth, UK). The non-competitive NMDA
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antagonists MK-801 and phencyclidine (PCP) was obtained from Sigma-Aldrich (St-Louis,
MO, USA) through a restricted importation permit.

In the first experiment, we compared the effect of vehicle (NaCl 0.9%) and eticlopride (1
mg/kg) on striatal Nur77 mRNA expression in wild type (D,.(+/+)) and Dyi(-/-) mice in
order to assess the contribution of D,s and Dy receptor isoforms in the effect of the D»
antagonist. We used eticlopride, a selective D,/D; receptor antagonist, because typical
antipsychotic drugs used in clinics display a wider pharmacological profile, which further
complicate interpretation of the data. In the second experiment, we assessed the effect of
glutamatergic drugs on Nur77 gene transcription. We acutely treated (0.25 ml, i.p.) 5
different groups of wild-type mice (N = 5) as follows: (a) vehicle (NaCl 0.9%); (b) MK-
801 (non competitive NMDA antagonist, 0.75 mg/kg); and (c) phencyclidine (PCP,
Smg/kg). In the third experiment, lower doses of MK-801 were used alone or in
combination with eticlopride. Groups of mice were formed as follows: (a) vehicle (NaCl
0.9%) (N = 6); (b) eticlopride (1 mg/kg) (N =5); (c) MK-801 (0.3 mg/kg) (N = 5); (d) MK-
801 (0.03 mg/kg) (N = 5); (e) eticlopride (1 mg/kg) + MK-801 (0.3 mg/kg); (f) eticlopride
(1 mg/kg) + MK-801 (0.03 mg/kg). MK-801 was injected 15 min before eticlopride. In the
fourth pharmacological experiment, involvement of mGIuRS and A receptor drugs on
eticlopride-induced Nur77 upregulation was investigated. Animals were distributed into 7
groups and treated as follows: (a) vehicle (NaCl 0.9%); (b) MPEP (mGluRS5 antagonist, 10
mg/kg); (c) SCH58261 (A,a antagonist, 5 mg/kg); (d) eticlopride (dopamine D, antagonist,
1 mg/kg); (e) eticlopride (1 mg/kg) + MPEP (10 mg/kg); (f) eticlopride (1 mg/kg) +
SCHS58261 (5 mg/kg); (g) eticlopride (1 mg/kg) + MPEP (10 mg/kg) + SCH58261 (N =5
per group). MPEP and SCH58261 were administered 30 min before the dopamine
antagonist. A similar paradigm was used to investigate the effect of the CB; antagonist

AM251 (5 mg/kg, i.p.) and muscarinic m1-4 antagonist scopolamine (2.5 mg/kg, i.p.).
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For all treatments, mice were sacrificed by decapitation 60 min after the last drug injection
under CO; anesthesia. Brains were rapidly removed, immediately immersed into cold 2-

methylbutane (-40°C) for a few seconds and kept frozen at —80°C until further used.

In situ hybridization

Nur77 mRNA expression was used as a readout for striatal transcriptional activity.
This nuclear receptor is rapidly induced in the striatum after treatment with D, antagonists,
such as typical antipsychotic drugs (Beaudry et al., 2000; Werme et al., 2000; Maheux et
al., 2005) and plays an important role in the maintenance of dopaminergic system
homeostasis (Lévesque and Rouillard, 2007). In situ hybridization procedure, as well as
Nur77 probe preparation and radiolabeling, has been described in details previously

(Beaudry et al., 2000; St-Hilaire et al., 2003; Maheux et al., 2005).

Briefly, single-stranded riboprobes were synthesized and labelled using Promega riboprobe
kit (Promega, Madison, WI), [*’SJUTP (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences,Woodbridge, ON, Canada) and the RNA polymerase Ts. In situ hybridization of
riboprobes with cryostat coronal brain sections mounted on Snowcoat X-tra slides
(Surgipath, Winnipeg, MA, Canada) were done at 58°C overnight in a standard
hybridization buffer containing 50% formamide (Beaudry et al., 2000; St-Hilaire et al.,
2003; Maheux et al., 2005). Brain sections were then apposed against BiomaxMR

radioactive sensitive films (Eastman Kodak, New Haven, CT) for 2 days.

Quantification and statistical analysis

Levels of autoradiographic labeling on films were quantified by computerized
densitometry as previously described (Beaudry et al., 2000; St-Hilaire et al., 2003; Maheux
et al., 2005). Optical density of the autoradiograms was translated in nCi/g of tissue using

['*C]-radioactivity standards (ARC 146A-'*C standards, American Radiolabeled Chemicals
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Inc., St-Louis, MO). Nur77 mRNA levels were measured in the dorsomedial (StDM),
dorsolateral (StDL), ventromedial (StVM), and ventrolateral (StVL) portions of the
striatum, and the nucleus accumbens shell (AcSh) and core (AcC). The average level of
labeling for each area was calculated from three to four adjacent brain sections of the same

animal. Background intensity was subtracted from every measurement.

All data are expressed as group mean + SEM and statistical analysis were performed using
GraphPad Prism version 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Statistical
comparisons between groups were obtained by using a one-way analysis of variance and a
Bartlett’s test for equal variance. When the Bartlett’s test showed significant differences
between variance, the log or square root of data were used in the analysis. One-way
analyses of variance were followed by a Tukey’s multiple comparison test as a post-hoc test

when appropriate.

Ibotenic acid cortical lesions

Rats were anesthetized with isoflurane (2.5-3.5%, O, 0.6 L/min) and mounted on a
stereotaxic apparatus. The surface of cranium was exposed and the bone and dura above the
left or right sensory cortex was removed. A needle (300 pum in diameter) containing 5 pg/ul
of ibotenic acid, or its vehicle, was inserted into the cortex at four anterior-posterior (0.5
mm apart) and 2 to 4 medial-lateral sites using the following flat skull coordinates: between
0.5 posterior and 1.5 mm anterior to Bregma; 1.4 to 3.3 mm lateral to the sagittal line and
1.2 to 2.2 mm below the surface of the cortex. At each site, the needle was lowered to 2.2
mm below the cortex and a volume of 0.15 pl solution was injected over a minute; two
(three for the most lateral and anterior sites) similar injections were made 0.5 and 1.0 mm
above. The solution was injected using a microinfusion pump to activate a Hamilton
microsyringe connected to the injection needle by polyethylene tubing. A total of 34

injections were made per animal.
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Ten days after surgery, animals were injected with eticlopride (1 mg/kg, i.p.) or saline and
returned their home cage. Sixty minutes after the injection, they were anesthetised with
isoflurance (3.5%, O, 0.6L/min) and killed by decapitation. The brains were quickly
removed dipped in cold 2-methylbutane and stored at -80°C.

Corticostriatal organotypic slices

Corticostriatal organotypic slice cultures were prepared from 4-5 days old mice
using the methods of Stoppini (1991) and Stahl (2009) with minor modifications (Stoppini
et al., 1991; Stahl et al., 2009). Briefly, mice brain were extracted and immerged in
complete Hank's buffer solution supplemented with glucose (5.6 mM) and sucrose (27.8
mM). Coronal 400 um slices were cut using a Mcllwain tissue chopper (Havard Apparatus,
St-Laurent, QC). Slices containing the striatum were transferred on Millicell filter inserts
(0.4 um; Millipore, Fisher scientific, Whitby, ON) placed into a six-well plate filled with 1
ml of Neurobasal medium containing 10% FBS, 1X N-2 supplement, 1X glutamine, 1X
antibio-antimyc and 0.6% glucose and maintained in culture for 3 days. Slices were then
serum deprived for 14 h before pharmacological treatments. Drugs such as TBOA, DHPG,
CHPG and CGS 21680 were applied for 1 hour directly to the culture medium. MPEP or
quinpirole were applied 15 min prior subsequent treatments. Striatum were removed using

a glass Pasteur pipette as a tissue punch.

Tissue samples were expelled directly in Trizol reagent for RNA extraction (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, USA). Reverse transcriptase reactions of 2 pg RNA were
performed in a final volume of 20 pl using the High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit with random primers (Applied Biosystems, Streetsville, ON). 1.5 pl of cDNA sample
was used for SYBR green qPCR amplification of Nur77 (NR4A1; NM_010444.2) using
Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Streetsville, ON). Gene expression
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level for endogenous controls was determined using pre-validated Tagman Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Streetsville, ON). Four endogenous controls
(glyceraldehyde-3-phosphate; GAPDH, hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase;
HPRT]I, B-actin; ACTB and TATA binding protein; TBP) were first assessed to determine
which ones had the more stable expression in our experimental conditions. Further analysis
of each sample was controlled using both GAPDH (NM_008084.2) and HPRTI
(NM_013556). The ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Streetsville, ON) was used to detect the amplification level. All reactions were
run in triplicate and average values of cycle thresholds (Cts) were used for quantification.

The relative quantification of target genes was determined using the A ACT method.

RESULTS

In the first experiment, we investigated the contribution of D2s and D2t receptors in
the modulation of Nur77 mRNA expression in the striatum by comparing basal and
eticlopride-induced Nur77 mRNA levels in wild type (+/+) and D2r knockout (-/-) mice
(Usiello et al., 2000; Lindgren et al., 2003). D21(-/-) mice display a >50% reduction in their
basal Nur77 mRNA levels in the StDM, as compared with their wild type littermates (Fig.
1). As expected, administration of eticlopride, in wild type mice, leads to a strong increase
of Nur77 transcript levels (Fig. 1). Surprisingly, this modulation is still present in DaL
mutant mice (Fig. 1), and is even significantly stronger when compared to their wild type
littermates in most striatal subterritories (Fig. 1). These data indicate that D2vL receptors
might not play an important role in the effect of eticlopride-induced Nur77 expression in

the striatal tissue.

This led us to investigate the contribution of presynaptic D, receptors located on cortical
glutamatergic afferences (presynaptic Dag heteroreceptors) (Bamford et al., 2004; Centonze

et al., 2004; Higley and Sabatini, 2010). In order to investigate whether integrity of the
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corticostriatal pathway, and therefore involvement of presynaptic D, heteroreceptors, in
eticlopride-induced Nur77 mRNA in the striatum, we proceeded to unilateral lesions of the
corticostriatal fibers using intra cortical injections of ibotenic acid. Ibotenic acid injections
led to the lesion of most cortical neurons located in the primary motor cortex (M1) and
affected most layers of the cortex. In some individuals, the lesion extended to the primary
sensorimotor cortex (Fig. 2A-C). Nissl staining showed that underlying subcortical regions
were left intact (Fig. 2B). As expected, eticlopride induced a strong increase in Nur77
mRNA levels in control animals bearing a sham lesion (Fig. 2D). On the other hand,
unilateral cortical lesion almost totally prevented eticlopride-induced upregulation of Nur77
mRNA levels in the ipsilateral dorsal striatum (Fig. 2D). Striatal eticlopride-induced Nur77
mRNA levels were comparable to sham-lesioned animals in the contralateral side (Fig. 2D).
We also conducted lesions of the medial prefrontal cortex and analyzed the underlying
subcortical targets (Fig. 2E). As with motor cortex lesions, the effect of eticlopride on
Nur77 mRNA levels was drastically blunted in medial prefrontal cortex target areas
(nucleus accumbens core and medial striatum) in lesioned animals (Fig. 2E). These data
clearly indicate that the integrity of corticostriatal inputs is necessary for the upregulation

of striatal Nur77 mRNA levels by the D, antagonist.

Since presynaptic D2 heteroreceptors located on glutamatergic terminals play an important
role in regulating glutamatergic striatal inputs (Maura et al., 1988; Cepeda et al., 2001;
Bamford et al., 2004; Higley and Sabatini, 2010), we then investigate if glutamate receptors
located on postsynaptic striatal medium spiny neurons might contribute to the effect of the
D2 antagonist. To test this hypothesis, we combined the administration of eticlopride with
ionotropic and metabotropic glutamate receptor antagonists. Although the modulation of
Nur77 mRNA levels by dopamine D2 antagonists has been previously described (Beaudry
et al., 2000; Werme et al., 2000; Maheux et al., 2005), modulation of this transcription
factor by glutamate receptors remains largely unexplored. Thus, we first evaluated the

effect of NMDA antagonists on striatal Nur77 mRNA levels in wild type mice. Both MK-
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801 (0.75 mg/kg, i.p.) and PCP (5 mg/kg, i.p.) strongly reduced basal Nur77 mRNA levels

in the striatal complex (unpublished data, Maheux and Levesque).

In the next step, we investigate the role of NMDA receptors into the upregulation of Nur77
mRNA expression induced by the D, antagonist eticlopride. Since the initial dose of MK-
801 (0.75 mg/kg) induced a strong reduction of basal Nur77 expression, which could be
mixed up with the putative effect of NMDA on eticlopride-induced Nur77 expression, we
investigated two lower doses of MK-801 (0.03 and 0.3 mg/kg) alone or in combination
with eticlopride (Fig. 3A-D). At these concentrations, MK-801 is still able to reduce basal
Nur77 levels, but to a lesser extent (Fig. 3A-D). However, both MK-801 doses did not alter
eticlopride-induced Nur77 expression in lateral striatal subterritories (Fig. 3B,D) and the
lower dose of MK-801 (0.03 mg/kg) also remained without an effect in medial portions of
the striatum (Fig. 3A,C). Note that a similar low dose of MK-801 can modulate c-fos
mRNA levels in the brainstem, as well as to reduce reward threshold induced by electrical
self-stimulation of the ventral tegmental area (Hattori et al., 2004; Clements and

Greenshaw, 2005), indicating that this dose is effective.

Since these results suggested a modest contribution of NMDA receptors in eticlopride-
induced Nur77 mRNA levels in the striatum, we investigated the role of the metabotropic
glutamate mGIuRS receptor and its partner, the adenosine A,s receptor (Fig. 3E-I).
Administration of MPEP (mGluRS antagonist) or SCH58261 (A2a antagonist) alone had no
effect on Nur77 mRNA expression in the brain areas analyzed, with the exception of an
increase in the StVM by MPEP (Fig. 3E and Table 1). When co-administered with
eticlopride, SCH58261 had no significant effect on the upregulation of Nur77 mRNA
expression (Fig. 3E-I). Selective blockade of mGIluRS with MPEP tended to reduce
eticlopride-induced Nur77 mRNA levels, but this effect reached significance only in the
StDL portion of the striatum (Fig. 3G). Interestingly, co-administration of both MPEP and
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SCHS58261 strongly reduced eticlopride-induced Nur77 mRNA levels in all striatal
subterritories, restoring Nur77 mRNA levels back to baseline (Fig. 3E-I).

The previous results show that metabotropic glutamate mGIluR5 and adenosine Aja
receptor subtypes play an important role in the induction of Nur77 mRNA levels after a D,
antagonist treatment. To directly demonstrate their contribution to the modulation of Nur77
mRNA expression, we tested whether an increase of glutamatergic neurotransmission or
mGIuRS and A,a receptor activation can modulate Nur77 mRNA levels in corticostriatal
organotypic slices in culture. To this end, we used TBOA, which is a high affinity blocker
of glial excitatory amino acid transporter 1 and 2 (EAATI1-2), which has been shown to
increase glutamate concentration in acute slice preparations (Beurrier et al., 2009). TBOA
alone produce a nice and strong dose-dependent Nur77 mRNA induction (Fig. 4A). Pre-
treatment of organotypic cultures with MPEP, a selective mGIuRS antagonist, significantly
reduced the effect of the low dose of TBOA on Nur77 mRNA induction confirming the
important role of mGIluRS in the induction of Nur77 gene transcription by glutamate (Fig.
4B). We therefore tested direct activation of mGIluRS in organotypic corticostriatal slices.
Exposition to DHPG, a mGluR1/5 agonist, significantly increased Nur77 mRNA
expression in the striatum by approximately five-fold (Fig. 4C). This effect was selective
for mGIuRS receptors since co-administration of MPEP lead to a complete blockade of
DHPG-induced Nur77 mRNA upregulation (Fig. 4C). Additionally, activation of mGluR5
with a more specific agonist (CHPG) also led to a strong increase of Nur77 mRNA (Fig.
4D). As previously observed in vivo, this effect can be potentiated by a concomitant
activation of A,a receptors with CGS21680 (Fig. 4D). Interestingly, direct exposure of
corticostriatal organotypic slices to eticlopride alone or in combination with TBOA did not
modulate Nur77 mRNA levels (Fig. 4E,F). The dopamine D, receptor agonist (quinpirole)
alone or in the presence of TBOA also did not modulate striatal Nur77 mRNA levels in our

organotypic slice preparations (Fig. 4G). This suggests a minimal contribution of
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postsynaptic D, receptors in striatal transcriptional activity induced by the dopamine D,

antagonist.

To complete the pharmacological characterization of the dopamine D, receptor antagonist,
we also investigate the effect of cannabinoid and muscarinic drugs in the modulation of
striatal Nur77 mRNA levels induced by eticlopride. Systemic injections of AM251, a CB;
receptor antagonist or scopolamine, a muscarinic m1-4 receptor antagonist, alone did not
increase Nur77 mRNA levels in the ventrolateral portion of the striatum (Fig. 5). Co-
administration of AM251 or scopolamine with the D, antagonist did not reduce eticlopride-
induced Nur77 expression in the ventrolateral portion of the striatum (Fig. 5). In fact,
scopolamine further increased eticlopride-induced Nur77 expression (Fig. 5B). Similar

results were obtained in other striatal subterritories (data not shown).

DISCUSSION

Our results indicate that the modulation of striatal Nur77 mRNA expression by a
dopamine D, antagonist depends on the integrity of the corticostriatal pathway (possibly
through presynaptic D»s receptors located on glutamate terminals in the striatum) and
postsynaptic striatal mGluR5 and A,s receptors activation (see Fig. 6 for a proposed
model). Thus, presynaptic modulation of glutamate neurotransmission is required in the
modulation of striatal transcriptional activity following the administration of a D, receptor

antagonist (see Fig. 6).

It is generally recognized that blockade of striatal postsynaptic D, receptors is associated
with antipsychotic drug activity. Thus, the absence of effect of the D, antagonist on Nur77
mRNA expression in the Dy (-/-) mice was somewhat surprising. In the D,.(-/-) mouse, the

lack of exon 6, specific for the D, isoform, results in the conversion of all dopamine D,
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receptor transcripts into Dys receptors. Consequently, in Dy (-/-) mice, a higher number of
D,s receptors are expressed by striatal neurons (Usiello et al., 2000; Lindgren et al.,
2003)(Centonze et al., 2004). Our results clearly show that the D, receptor antagonist could
still induce strong activation of Nur77 gene transcription in D,; mutant mice. Therefore,
postsynaptic D,s expression might have fulfilled D, activity in D, (-/-) mice. However,
this possibility is unlikely because postsynaptic activity of dopamine, such as modulation of
DARPP-32 phosphorylation in the striatum, is hampered in this mouse strain (Lindgren et
al., 2003). A better understanding of the difference between the two isoforms subcellular
expression would be required to better explain this observation. Since D, receptors are
mainly associated with postsynaptic effect of dopamine (Khan et al., 1998a; Usiello et al.,
2000; Lindgren et al., 2003), it suggests that a presynaptic event is needed for eticlopride-

induced gene transcription in the striatum.

Dopamine D, receptors can modulate glutamate signaling through both pre- and post-
synaptic mechanisms. These receptors can be found on cortical inputs from the
corticostriatal pathway (presynaptic D, heteroreceptors), where they can modulate
glutamate release in the striatum (Bamford et al., 2004; Higley and Sabatini, 2010). The
present results show that the integrity of the corticostratal pathway and therefore the
presence of presynaptic D, heteroreceptors are essential for eticlopride-induced striatal
gene expression. We demonstrated this by performing extensive lesions of motor and
prefrontal cortices by means of intra cortical administration of ibotenic acid. Such lesions
have been documented to decrease the role of excitatory amino acid transmission in
targeted sub-cortical areas (Cromwell and Levine, 1996; Garcia et al., 2010). In
accordance, the striatal areas altered by the present cortex lesions were restricted to striatal
subterritorries (Garcia et al., 2010). This suggests that the corticostriatal pathway is of the
upmost importance in mediating D, antagonist regulation of transcription in those parts of

the striatum.
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These results fall in line with increasing evidence showing the importance of glutamate-
dopamine interplay in striatal functions. Interestingly, the present results indicate that
ionotropic NMDA receptors are minimally involved in the upregulation of striatal gene
transcription by the D, antagonist, but rather support an important role for the metabotropic
mGIuRS receptor subtype. Noteworthy, a number of reports have shown an important
interaction between dopamine D, and mGIuRS5 receptors along with adenosine Aja
receptors. First, an intracellular signaling synergy has been observed between mGIluRS and
adenosine A4 in the striatum (Nishi et al., 2003). It has been shown also that co-activation
of these receptors can induce c-fos expression in a synergistic manner in the nucleus
accumbens and dual blockade of these receptors leads to a synergistic activation of
locomotor activity (Ferré et al., 2002; Kachroo et al., 2005). Our data (both in vivo and in
vitro) reveal another system in which activation of mGluR5 and A,s produces an additive
response. Although previous observations support a direct postsynaptic interaction between
D», Aza and mGIluRS receptors (Cabello et al., 2009), the present observations suggest that
the D»-A,a-mGluRS interaction may also occur indirectly from the activity of a presynaptic
D, receptor (Fig. 6). This is also consistent with previous studies showing that acute and
chronic administration of typical antipsychotic drugs, including haloperidol and eticlopride,
increase glutamate concentration in the striatum (Bardgett et al., 1993; Yamamoto and

Cooperman, 1994).

Experiments using organotypic corticostriatal slices confirm the direct modulation of
Nur77 expression following mGIluRS5 and A;4 receptor activation, which is consistent with
results obtained in the hippocampus (Lindecke et al., 2006). In acute slice experiments, the
glutamate uptake inhibitor TBOA can induce changes in postsynaptic currents (Beurrier et
al., 2009) and quinpirole could decrease excitatory postsynaptic potential triggered by
TBOA and low frequency cortical stimulation (Yin and Lovinger, 2006). However, we
were not able to modulate Nur77 mRNA levels with quinpirole in our organotypic cultures

(with or without TBOA). This suggests that corticostriatal terminals might not
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spontaneously release enough glutamate in our organotypic slice preparations to record a
presynaptic effect of the dopamine D, receptor agonist. Since, direct postsynaptic D,
receptor blockade by eticlopride in organotypic cultures also remained ineffective, these

results support an indirect effect of the D, antagonist on striatal gene expression in vivo.

The contribution of other presynaptic D, heteroreceptors, such as those located on striatal
cholinergic interneurons (Yan et al., 1997; Tozzi et al., 2011) is unlikely because we
showed that the muscarinic antagonist scopolamine administration did not reduce
eticlopride-induced Nur77 mRNA expression in the striatum. On the contrary, scopolamine
potentiated the effect of eticlopride. This might reflect a prominent activity of this non
selective muscarinic antagonist at ml-2 receptor subtypes located on corticostriatal
terminals, which can modulate glutamate release (Alcantara et al., 2001; Higley et al.,
2009). The participation of presynaptic D, autoreceptors located on dopamine terminals is
unlikely as well. Indeed, an elegant study recently showed that mice specifically lacking D,
autoreceptors display similar haloperidol-induced reduction of horizontal locomotor
activity compared to their littermate (Bello et al., 2011), indicating that these receptors are
not involved in this D, antagonist-induced effect. Other receptor subtypes such as
mGIluR2/3 or cannabinoid CB; receptors might be involved in the regulation of glutamate
release from corticostriatal terminals (Gerdeman and Lovinger, 2001; Kofalvi et al., 2005;
Garcia et al., 2010). Although we showed that cannabinoid CB; receptors antagonist
AM321 did not interfere with eticlopride-induced modulation of striatal Nur77 mRNA
expression, we cannot exclude a contribution of CB; or mGluR2/3 receptors, or from
thalamostriatal afferents in the observed effects at the present time. In addition, the present
set of data cannot rule out a contribution from postsynaptic D, receptors in the effect of the
D, antagonist through a direct modulation of A,A/mGIluRS receptor complex intracellular

signaling cascade (Diaz-Cabiale et al., 2002; Cabello et al., 2009) (Fig. 6).
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In conclusion, the present data suggest that both D, receptor antagonist and mGIluR5-A;a
drug activities may in fact represent different parts of the same mechanism in which
mGIluR5-A,a receptors mediate D, receptor antagonist effect on striatal gene expression
(Fig. 6). Our results provide new evidences that adenosine and glutamate receptors play an
important role in antipsychotic drug-mediated effects and uncover an unappreciated role of

presynaptic D, heteroreceptors into the effect of dopamine D, receptor antagonists.
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Figure 1. Eticlopride induces Nur77 mRNA levels in D, knockout mice.

Nur77 mRNA levels (expressed as % of control) were measured in (A) dorsomedial
(StDM), (B) dorsolateral (StDL), (C) ventromedial (StVM), (D) ventrolateral (StVL)
portions of the striatum in dopamine D, long receptor isoform knockout (D.(-/-)) mice and
their wild type littermates (D (+/+)). Histograms represent mean = SEM (*** p < 0.001 vs
vehicle (VEH) of the same strain, # p < 0.05 and ### p < 0.001 vs eticlopride (ETI)-treated
wild type (D,(+/+)) mice, N=8 per group). Insets represent drawings of specific striatal
areas (in grey) used for quantification.
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Figure 4. Striatal Nur77 expression is induced by metabotropic glutamate and adenosine

receptors in corticostriatal organotypic slice cultures.
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Figure 4 (continued)

Nur77 mRNA levels were measured in striatal tissue punches using quantitative real-time
RT-PCR from corticostriatal organotypic cultures treated with (A) vehicle (VEH) or
increasing doses of TBOA (0.5, 5 and 30 uM; N=3), (B) VEH (N=5), TBOA (0.5 uM;
N=6), MPEP (10 uM; N=6) alone or TBOA + MPEP (N=6), (C) VEH (N=5), MPEP (10
uM; N=5), DHPG (100 uM; N=5) or MPEP + DHPG (N=5), (D) VEH (N=5), CGS21680
(CGS, 10 uM; N=5), CHPG (750 uM; N=5) and CGS + CHPG (N=5), (E) VEH or
increasing doses of eticlopride (ETI) (1, 10, 100 uM; N=6), (F) VEH (N=9), quinpirole
(QUIN, 10 uM, N=9), eticlopride (ETI, 10 uM, N=6), TBOA (0.5 uM, N=9), TBOA +
QUIN (N=9) and (G) VEH (N=9), ETI (10 uM, N=3), TBOA (0.5 uM, N=3) and TBOA +
ETI (N=3). Each experiment was performed in triplicate. Data are represented as fold
change of induction compared to controls (VEH) and normalized with GAPDH house
keeping transcript levels. (* p < 0.05 and *** p < 0.001 vs control (VEH); # p < 0.05 and
### p < 0.001 ). Similar results were obtained using normalization with the HPRTI1
housekeeping gene (data not shown).



125

400- 2000~ *kok
**k%
*k*

3004 1500+

2004 1000+

Nur77 mRNA levels
(% of controls)

1004 —— 5004

— [ 1

VEH AM251 ETI ETI+ VEH SCO ETI ETI+
AM251 SCO

Figure 5. Cannabinoid and muscarinic receptor antagonists did not reduce eticlopride-
induced Nur77 mRNA levels in the striatum.

(A) Groups of mice were treated with, either saline 0.9% (VEH, N=5), eticlopride (ETI, 1
mg/kg, N=5), CB; antagonist AM251 (5 mg/kg, N=5), or a combination of ETI and
AM251. (B) Groups of mice were treated with, either VEH (N=5), ETI (1 mg/kg, N=5),
scopolamine (SCO, 2.5 mg/kg, N=5) or a combination of SCO and ETI. AM251 and SCO
were administered 15 min prior ETI. Nur77 mRNA levels were quantified by in situ
hybridization (see Methods). Histograms represent means +/- SEM. Nur77 mRNA levels
are expressed in nCi/g of tissue in the ventrolateral portion of the striatum (*** p <0.001 vs
VEH and ## p < 0.01 vs ETI alone). Similar results were obtained in the other striatal
subterritories (data not shown).
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Striatum

Eticlopride

Nucleus

Figure 6. Suggested events leading to the modulation of striatal gene transcription by a
dopamine D, antagonist.

The figure includes a schematic representation of a striatal medium spiny neuron (MSN)
with a glutamatergic terminal coming from the cortex. Data presented herein suggest that
the dopamine D, antagonist blocks presynaptic D, receptors (Das) located on glutamatergic
terminals, which control glutamate release (step 1 and 2). This leads to an elevation of
glutamate contents in the synapse (step 3), which in turn activate postsynaptic metabotropic
mGIuRS5 and adenosine A,a receptors (step 4). This effect is potentially combined to the
direct effect of the blockade of postsynaptic D, receptors (D,r), which can modulate
Aza/mGluRS receptor complex intracellular signaling events. Intracellular signaling events
associated with activation of mGIuR5 (in addition to adenosine A,a receptors) then lead to
the increase of Nur77 gene transcription in MSNs (step 5).
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Table 1

Nur77 mRNA levels following vehicle, MPEP and SCH58261 in striatal subterritories.

Brain areas Nur77 mRNA levels (nCi/mg of protein)

VEH MPEP SCH58261
StDM 650 + 100 561 +113 542 + 38
StDL 554 + 68 583 £ 129 515+95
StVvM 278 + 38 432 + 88* 213+ 62
StVL 308 £48 368 +94 232+ 116
AcSh 440 + 46 386 +139 322+ 16
AcC 409 + 45 578+ 73 401 £ 56

Abbreviations: AcC, nucleus accumbens core; AcSh, nucleus accumbens shell; StDM,
dorsomedial striatum; StDL, dorsolateral striatum; StVM, ventromedial striatum; StVL,
ventrolateral striatum; VEH, vehicle (* p <0.05 vs VEH).



Chapitre 7 : Discussion complémentaire et conclusions

Les résultats recueillis lors de mes études doctorales et présentés dans cette thése
ont su clarifier le mécanisme d’action par lequel un antagoniste D, arrive a induire I’ARNm
de Nur77, du moins dans le striatum. Ces résultats démontrent une interaction trés
complexe de plusieurs systémes qui interviennent sur les fonctions du striatum. Ces
résultats possédent une haute pertinence clinique, car ils peuvent étre transposés aux
mécanismes d’action des antipsychotiques utilisés couramment en clinique. Bien que nos
études soient faites dans un cadre de traitement aigu, la description des premiers
événements cellulaires déclenchés par ce traitement peut étre trés pertinente pour
caractériser le mécanisme d’action précis et améliorer la thérapeutique. Les résultats
présentés dans le premier article de cette thése corroborent adéquatement ceux détaillés
auparavant démontrant que la différence dans le patron d’expression de I’ARNm de Nur77
entre les APD typiques et atypiques (Maheux et al., 2005) dépend bien de la composante 5-
HT2anc de ces derniers. Nous avions auparavant démontré que la résultante d’induction de
Nur77 correle fortement avec le rapport d’affinité des récepteurs D,/5-HT,4 pour les
différents APD utilisés dans 1’é¢tude (Maheux et al., 2005). Il est donc intéressant de voir
qu’en ajoutant une composante 5-HT,4 (antagoniste) a un APD typique, il est possible de
changer son profil d’expression d’ARNm de Nur77 en un profil qui ressemble a celui d’un
APD atypique. Dés lors, il serait possible d’utiliser 1’expression de Nur77 pour déterminer
rapidement ’atypicalité d’une nouvelle molécule dans des études précliniques (Bruins Slot
et al., 2009). Par la suite, le second article présenté¢ dans cette thése démontre que
I’induction de la transcription de Nur77 requiert I’activation des récepteurs mGluRS et Aja.
Nos résultats attestent qu’il existe un role indispensable de la part du récepteur
hétérosynaptique D, localisé sur les afférences corticales dans les mécanismes qui régulent
I’expression de Nur77 dans le striatum a la suite d’un traitement avec un antagoniste D».
Tel que mentionné précédemment, ces hétérorécepteurs modulent négativement la
libération de glutamate et la levée de cette inhibition par un antagoniste D, augmente la

libération de glutamate et ainsi active les récepteurs mGluRS pour mener a I’induction de
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I’ARNm de Nur77 dans le striatum. Comme 1’adénosine est co-libérée avec le glutamate

(Ferre et al., 2007), la coactivation des récepteurs A, amplifie I’effet.

Le role des récepteurs A,a dans I’induction de Nur77 avait déja été étudié auparavant en
utilisant la caféine comme antagoniste non spécifique des récepteurs de Asa et A
(Svenningsson et al., 1995). La caféine réduit les niveaux de base de Nur77, mais
’utilisation d’un antagoniste plus spécifique des récepteurs Az, le SCH 58261 produit un
effet de loin plus modeste sur les niveaux de base de Nur77 (Svenningsson et al., 1997), ce
qui correspond aux résultats obtenus. A notre connaissance, le role des mGluR5 sur la
régulation de I’expression génique de Nur77 n’a jamais été étudié¢ auparavant. Toutefois, il
a déja été démontré que ’activation de ce récepteur induit ’ARNm de c-fos dans les
neurones du striatum, en fonction de I’activation de la PLC et de I’augmentation de la

concentration de Ca*" (Mao and Wang, 2003)

7.1 Les récepteurs A,, et mGluRS, role potentiel dans le mécanisme

d’action des APD

A ce jour, plusieurs études précliniques ont décrit une efficacité marquée pour des
molécules spécifiques a ces récepteurs dans des modéles animaux de schizophrénie. Des
modulateurs allostériques positifs des récepteurs mGIuRS (Lindsley et al., 2004; Kinney et
al., 2005; Pietraszek et al., 2007) ainsi que des agonistes spécifiques Ay, arrivent a réduire
les déficits sensoriels provoqués par 1I’administration de phencyclidine (PCP) (Sills et al.,
2001; Wardas et al., 2003a). Ces récepteurs semblent aussi impliqués dans les effets
secondaires cataleptiques des antipsychotiques. Les observations provenant d’études
comportementales démontrent que I’inactivation pharmacologique ou génétique des
récepteurs mGIluRS ou Aja arrive a réduire les catalepsies induites par 1’halopéridol (El

Yacoubi et al., 2001; Ossowska et al., 2001). Comme I’induction de Nur77 est associée a la
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production de ces effets secondaires (Ethier et al., 2004b; Maheux et al., 2005; Levesque
and Rouillard, 2007), ces derniéres observations viennent appuyer les présents résultats. Il
est bien connu qu’un traitement avec un APD typique comme 1’halopéridol augmente les
niveaux d’enképhaline dans le striatum, un phénomeéne qui pourrait étre important pour le
développement des changements adaptatifs a long terme induit par la médication (Laprade
and Soghomonian, 1995; Steiner and Gerfen, 1998; Andreassen et al., 1999). L’activation
du récepteur mGIluR5 meéne a I’induction de ’ARNm de I’enképhaline (Mao and Wang,
2001; Parelkar and Wang, 2003). Comme c-fos ne semble pas réguler I’expression de ces
neuropeptides (Konradi et al., 1993), Nur77 pourrait étre un excellent candidat pour remplir
ce role. Chez les souris déficientes en Nur77, I’induction de I’ARNm de 1’enképhaline est
fortement diminuée par rapport aux souris de types sauvages (Ethier et al., 2004b)
suggérant que I’enképhaline pourrait étre une cible transcriptionnelle de Nur77. De ce fait,
il se pourrait que la régulation de ce neuropeptide par les récepteurs mGluRS dépende de
I’induction de la transcription de Nur77 et d’une régulation subséquente de 1’enképhaline
lors de la deuxiéme vague de transcription. Comme la transcription de I’enképhaline est
induite plus de trois heures apres I’activation du mGluRS (Mao and Wang, 2001) ce laps de
temps pourrait bien correspondre avec ’induction rapide de la transcription de Nur77. De
méme, [’inhibition pharmacologique ou génétique des récepteurs Ajra réduit
significativement I’augmentation des niveaux d’ARNm de 1’enképhaline ainsi que des
catalepsies induites par 1’halopéridol (Chen et al., 2001; Wardas et al., 2003b). Des études
préliminaires actuellement effectuées dans le laboratoire semblent démontrer, par des essais
d’EMSA et d’immunoprécipitation de la chromatine, que la protéine Nur77 s’attache au
promoteur de I’enképhaline (Voyer et Lévesque, résultats non publiés). Nos résultats
fournissent donc un mécanisme possible qui intégre et décrit I’interaction complexe entre
ces trois systémes de neurotransmission. Il permettrait d’expliquer comment les agonistes
mGIuRS et A,a peuvent exercer des effets similaires a ceux des APD et, a I’inverse,
pourquoi les antagonistes de ces récepteurs réduisent leurs effets néfastes. Ainsi, il est aussi
possible d’expliquer de cette facon pourquoi les effets des antagonistes D, sont

dramatiquement réduits en absence de signalisation dépendante des récepteurs A4 (Chen et
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al., 2001). Si notre modele s’avére véritable, 1’augmentation de la concentration en
glutamate et adénosine et I’activation subséquente de leurs récepteurs respectifs sont la
conséquence directe du blocage des récepteurs D,. Cette nouvelle décortication du
mécanisme d’action d’un antagoniste D, sur la transcription génique du striatum permettrait
d’entrevoir d’autres cibles pharmacologiques indépendantes des récepteurs D, pour traiter
les symptomes de la schizophrénie. Subséquemment, on pourrait aussi envisager a
supplémenter une thérapie commune avec une molécule qui amenuiserait les effets

secondaires néfastes.

7.2 D, hétérosynaptique ou postsynaptique?

Nos résultats laissent croire que les récepteurs D, hétérosynaptiques localisés sur les
afférences corticales sont nécessaires aux effets produits par les antagonistes de ces
récepteurs, du moins sur la transcription rapide induite dans le striatum. Cette interprétation
est en premier lieu basée sur les observations obtenues des souris Dy KO. En effet, alors
qu’on aurait pu s’attendre a perdre les conséquences du traitement a I’éticlopride sur ces
souris, nos résultats démontrent réellement que cette drogue reste toujours efficace et méme
davantage dans ce contexte. Le phénomene d’amplification semble étre di a Ia
surexpression caractéristique du récepteurs D,g dans ce modele de souris génétiquement
modifi¢e (Usiello et al., 2000). Dans I’¢tude de Centonze et collégues, le quinpirole affecte
les potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) uniquement dans les souris Dap (-/-)
révélant ainsi un roéle inhibiteur du récepteur D,s sur la libération de glutamate
possiblement dii a la surexpression de ce récepteur (Centonze et al., 2004b). L’effet
exacerbé de 1’éticlopride sur I’expression de I’ARNm de Nur77 dans ces souris pourrait
provenir de cette suractivité, probablement adaptative, du D,s sur la libération de

glutamate.
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En contradiction, 1’ablation sélective des récepteurs D, mime en quelque sorte les effets
d’un traitement chronique a 1’halopéridol sur la plasticité synaptique du striatum (Centonze
et al., 2004a). En effet, un tel régime pharmaceutique méne a un débalancement dans les
mécanismes de plasticité qui renverse la LTD en faveur de la LTP. Selon Centonze et
collegues, il semblerait que cet effet de 1’halopéridol passe par le biais des récepteurs D,r.
contrairement a ’hypotheése suggérée par nos résultats (Centonze et al., 2004a). Toutefois,
méme si les souris Dy, (-/-) miment les effets de 1’halopéridol, il est impossible d’exclure
complétement un role du Das. L halopéridol induit des changements physiologiques comme
I’augmentation de la taille des boutons terminaux (Benes et al., 1985), le nombre de
synapses glutamatergiques (Uranova et al., 1991; See et al., 1992) ainsi que le nombre
absolu de vésicules par synapse (Benes et al., 1985). Tous ces changements indiquent une
hyperactivité dans la transmission glutamatergique en accord avec le modele proposé. Il est
possible aussi que les premiers mécanismes d’adaptations morphologiques (eg induction de
genes précoces) induits par I’halopéridol soient déclenchés en fonction des récepteurs Dyg

et que les effets a plus long terme soient soutenus par I’inactivation des récepteurs Doy .

Dans le méme sens, nos propres résultats ne permettent pas non plus d’écarter
incontestablement les D, du mécanisme d’action qui régule l’induction de Nur77.
Premiérement, un ensemble de preuves démontre que les effets pré-synaptiques de
régulation de la libération du glutamate controlée par les D, passent ultimement par
I’intermédiaire d’endocannabinoides libérés en rétroaction sur les afférences corticales
(Giuffrida et al., 1999; Yin and Lovinger, 2006; Andre et al., 2010). Les expériences
effectuées pour étudier I’impact du récepteur CB; dans la régulation de I’ARNm de Nur77
a la suite d’un traitement avec un antagoniste D, ne permettent pas de tirer une conclusion
définitive. En effet, comme la stimulation des récepteurs CB; décroit la libération de
glutamate (Huang et al., 2001; Kofalvi et al., 2005), nous aurions da utiliser un agoniste
plutét qu’un antagoniste comme le AM251. Etrangement, cet antagoniste réduit les niveaux

de base d’ARNm de Nur77, ce qui semble en contradiction avec le reste de nos résultats.
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Toutefois, les mécanismes de régulation des niveaux de base d’ARNm de Nur77 semblent
différents des mécanismes d’induction. Comme discuté auparavant, ceux-ci sont plutdt
modulés par les récepteurs NMDA puisque nos résultats démontrent que 1’inactivation non-
spécifique de ces récepteurs avec le MK-801 diminue significativement les niveaux de base
d’ARNm de Nur77, sans toutefois affecter 1’induction de son expression induite par
I’éticlopride. Un détail qui pourrait expliquer I’effet du AM251 sur le niveau de base
d’ARNm de Nur77 est que cette drogue s’aveére aussi comme étant un agoniste des
récepteurs GPR55 (Pertwee, 2007; Kapur et al., 2009). GPRS55 est un récepteur orphelin
récemment « adopté » exprimé dans le striatum qui pourrait intervenir dans les effets

observés avec le AM251 (Pertwee, 2007).

L’interaction entre les récepteurs Azx et D, en post-synaptique est fortement documentée
dans la littérature. La nature de cette interaction reste toutefois incertaine dans les neurones
striatopallidaux qui expriment fortement ces deux récepteurs (Hettinger et al., 2001;
Schiffmann et al., 2007; Quiroz et al., 2009). Certaines ¢tudes démontrent que les
récepteurs Az et D, peuvent former des hétéroméres sur la membrane et ainsi se réguler de
fagon allostérique en agissant sur la conformation quaternaire de leur partenaire (Ferre et
al., 1991; Ferre et al., 2007). Bien que ce complexe A,a/D; soit bien documenté dans des
modé¢les cellulaires (Cabello et al., 2009), les preuves d’un tel assemblage in vivo sont plus
restreintes (Azdad et al., 2009). Des informations additionnelles démontrent aussi des
interactions membranaires et intracellulaires entre les récepteurs mGIluRS, A4 et D; sur les
neurones striatopallidaux (Ferre et al., 1999; Popoli et al., 2001; Diaz-Cabiale et al., 2002).
Il est intéressant de noter quelques détails contradictoires des résultats de Diaz-Cabiale et
collegues. Dans cette étude, I’activation unique des récepteurs mGIuRS arrive a augmenter
I’excitabilité et la libération de GABA dans les zones cibles des D,-MSN et cette activité
peut étre amplifiée par I’administration concomitante d’agoniste Aza, confirmant ainsi nos
résultats que D’activation concomitante mGluR5/A,, contribue a I’induction de Nur77

(Diaz-Cabiale et al., 2002). Toutefois, cette augmentation de 1’activité des D,-MSN peut
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étre complétement annulée par 1’activation des récepteurs D,. Selon leurs procédures
expérimentales, I’activation de la voie corticostriée n’est pas sollicitée et cette inhibition
dépendante du D, est complétement attribuable aux récepteurs post-synaptiques. Il est donc
possible que I’inhibition du récepteur D, révele ou facilite une signalisation dépendante de
I’activation mGluR5/A4. Il a été mentionné auparavant que ce serait plutot la signalisation
dépendante des récepteurs A,a qui, en contrélant la concentration intracellulaire d’AMPc,
permettrait les effets reliés au blocage des récepteurs D, et a I’inhibition de cette voie
(Chen et al., 2001; Valjent et al., 2011). Toutefois dans notre situation, 1’administration de
I’antagoniste A,a en concomitance avec I’antagoniste D, n’a pas d’effet sur I’expression de
Nur77. Ainsi, il semblerait que la composante dominante est plutét I’activation des
récepteurs mGIluRS suggérant un mécanisme pré-synaptique agissant par le biais de la
neurotransmission glutamatergique. A 1’égard de toute cette littérature, il est impossible
d’écarter définitivement un role du récepteur D, post-synaptique dans les effets observés
lors de nos études pharmacologiques. Toutefois, les données observées avec les animaux
portant une lésion corticales ainsi que sur les souris D,y (-/-) nous indiquent que le
récepteur D, hétérosynaptique demeure essentiel pour déclencher la cascade signalétique
dépendante du glutamate. Des études supplémentaires utilisant des souris génétiquement
modifiées spécialement congues pour ne pas exprimer le récepteur D, dans la voie
corticostriée pourraient nous permettre d’étudier plus précisément cette hypothése. Il
faudrait alors créer, par exemple, des souris du type vVGLUT1-Cre / Drd2' """ pour y
arriver. Ces souris exprimeraient une recombinase (Cre) contrdlée par le promoteur du
transporteur vésiculaire du glutamate 1 (vVGLUT1) qui est spécifiquement exprimé dans la
voie corticostriée. Le geéne du récepteur D,, Drd2, serait flanqué de séquences loxP (Bello
et al., 2011) pour permettre son excision spécifique a I’intérieur des neurones exprimant la
recombinase. De cette manicére nous pourrions tester I’impact spécifique de ces récepteurs

dans I’induction de Nur77 suite au traitement avec un antagoniste D,.
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Une question intéressante émane de I’hypothése proposée ici a savoir: comment
I’augmentation de la transcription de Nur77 peut étre spécifique aux D,-MSN si ’action
passe par le contrdle de la libération de glutamate, une modalité généralisée qui affecte
aussi les D;-MSN (Surmeier et al., 2011)? Pour I’instant, on ne peut que spéculer pour
répondre a cette question. Toutefois, dans tous les acteurs mentionnés dans le mécanisme
proposé dans cette these, les récepteurs Asa, par leur expression spécifique aux D,-MSN,
pourraient étre I’exigence qui permettrait la spécificité de I’expression génique. D’autre
part, méme si nous n’avons pas démontré un role précis des endocannabinoides dans notre
modele, il est possible que la libération rétrograde et localisée de ce neuromodulateur
puisse conférer une spécificité spatiale a 1’effet observé en exercant un effet seulement sur

les synapses corticostriées formées sur les D,-MSN.

7.3 Comment I’expression de Nur77 est-elle induite dans les D,-MSN?

Peu de données sont disponibles concernant les voies de signalisation cellulaire
responsables de I’induction de la transcription de Nur77 dans le cerveau. Dans notre
laboratoire, il a été identifi¢ que 1’inhibition de la voie des MEK avec le SL327 potentialise
I’effet de 1’éticlopride (Bourhis et al., 2008). Ces résultats suggerent que la voie des MEK
offre une répression constitutive de 1’expression de Nur77 ou alors que cette voie doit étre
inactivée afin de permettre a une autre voie d’induire sa transcription. Ce phénomeéne a déja
¢été observé pour I’induction de Nurrl dans certaines lignées cellulaires (Lee and Nikodem,
2004). Ces hypothéses s’inscrivent bien dans le contexte d’un récepteur orphelin tel que
Nur77. Comme il ne semble pas pouvoir étre activé par un ligand endogene, son expression
basale pourrait donc étre régulée par une constante répression. Cabinl et MEF-2 pourraient
étre des joueurs essentiels dans la répression de 1’expression de Nur77 dans le striatum,
comme ils le sont en périphérie, dans la sélection de cellules T (Youn and Liu, 2000).

MEF-2 est un facteur de transcription régulant I’expression de Nur77 lors de la sélection
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par apoptose des thymocytes (Youn et al., 1999). Cabinl, un inhibiteur de la calcineurine,
réprime 1’activité de MEF-2 prévenant ainsi la transcription de Nur77 (Youn and Liu,
2000). Son expression dans le cerveau adulte n’est pas encore caractérisée, mais il semble
important pour le développement approprié du SNC chez les poissons-zebres (Hammond
and Udvadia, 2010). Les drogues dopaminergiques pourraient venir lever cette répression et
favoriser I’expression de Nur77. D’autre part, la dé-répression de Cabinl sur MEF-2
nécessite aussi une augmentation de concentration de Ca”" intracellulaire (Youn and Liu,
2000). A I’instar de cette derniére observation, 1’induction de Nur77 est aussi dépendante
de ’activation de la PKC (Bourhis et al., 2008), une voie signalétique qui meéne ultimement
a 1’élévation de Ca”" intracellulaire et qui peut étre activée, entre autres, par les récepteurs
mGluRS5 et la protéine Gog qui lui est normalement associée. Ces récepteurs modulent aussi
la phosphorylation des facteurs de transcription Elk-1 et CREB pour éventuellement mener
a I’induction de c-fos (Mao and Wang, 2003; Liu et al., 2006). Comme le promoteur de
Nur77 contient également des éléments de réponse pour divers facteurs de transcription tels
que CREB, AP-1 et Elk-1 (Yoon and Lau, 1993), I’induction de Nur77 par les récepteurs
mGIuRS pourrait aussi faire intervenir ces acteurs cellulaires. Par le fait méme,
I’halopéridol induit aussi la phosphorylation de CREB et Elk-1 (Pozzi et al., 2003).
Toutefois, cette phosphorylation de Elk-1 est dépendante de ’activation de la voie des
MEK, suggérant une régulation de la transcription en faveur de CREB plutot que Elk-1
dans le cas de Nur77. 1l est intéressant de noter que Lam et collégues ont démontré que
I’induction de Nur77 via CREB dans les cellules PC12 non différenciées peut étre réprimée
par MEF-2 (Lam et al., 2009). Cabinl régule aussi la signalisation et I’internalisation des
récepteurs mGIluR5 dans les cellules HEK (Ferreira et al., 2009), renforgant ainsi le role
possible de cette protéine dans les effets observés. De plus, Nur77 semble impliqué dans
I’¢limination sélective des épines dendritiques qui se produit a la suite d’une dépolarisation
soutenue dans les D,-MSN (Tian et al., 2010). Dans ce phénoméne, I’activation des canaux
calciques dépendant du voltage de type L, précisément les canaux Cavl.3, méne a une
augmentation de [’expression de Nur77 (protéine) via un processus dépendant de

I’activation de MEF-2A/2D (Tian et al., 2010).
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L’halopéridol peut aussi promouvoir la signalisation dépendante de I’AMPc et désinhiber
I’action qu’exerce le D, sur cette voie (Stoof and Kebabian, 1981). Par cet effet, il est
postulé que I’halopéridol peut induire la transcription génique dépendante de CREB et de la
phosphorylation de I’histone H3 en permettant [’activation d’une voie signalétique
constituée de la PKA et de DARPP-32 (Pozzi et al., 2003; Bertran-Gonzalez et al., 2008;
Bertran-Gonzalez et al., 2009). Cette capacité des antagonistes D, a induire cette cascade
serait accessoire au rdle primordial des récepteurs Asa a entretenir les niveaux de base
d’AMPc dans la cellule (Valjent et al., 2011). En effet, I’induction de la phosphorylation de
I’histone H3 par ’halopéridol requiert I’activation des récepteurs A, (Bertran-Gonzalez et
al., 2009). Dans les cellules PC12, I’activation de la voie AMPc/PKA/CREB induit
I’expression de Nur77 apres acétylation de 1’histone H3 pour faciliter la croissance des

neurites dans ces cellules (Maruoka et al., 2010).

Conséquemment, il semblerait que les mécanismes régulant 1’expression de Nur77 soient
hautement dépendants de la concentration de Ca®" cellulaire. L activation de MEF-2 semble
importante et fournit une des seules preuves de facteur de transcription pouvant réguler
Nur77 dans les D,-MSN (Tian et al., 2010). La convergence de plusieurs données de la
littérature vers Cabinl comme répresseur de 1’expression de Nur77 et son implication dans
la signalisation mGIluRS rend ce joueur trés attrayant pour de futures études. Pour I’instant,
les voies de signalisation régulant la transcription de Nur77 restent nébuleuses. Il semble y
avoir une voie responsable de sa répression dans laquelle les MEK sont impliqués et qui
doit étre inhibée pour I’induction de Nur77. Parallélement, il pourrait y avoir une autre voie
responsable de son induction et qui pourrait impliquer plusieurs acteurs comme la PKC ou
I’AMPc/PKA. Certaines phosphatases pourraient aussi étre impliquées dans la
désinhibition de la premiére voie. En effet, il existe quelques candidats exprimés dans le
striatum, comme STEP (Striatum enriched protein tyrosine phosphatase), PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) PP2A, PP1 et DARPP-32 et qui sont importantes dans
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la régulation des différentes voies caractéristiques de ces neurones. DARPP-32 est une
phosphatase importante dans 1’intégration de la signalisation dopaminergique et
glutamatergique dans le striatum (Greengard, 2001). L ablation de cette phosphatase dans
I’une ou I’autre des voies du striatum mene a des troubles moteurs qui ressemblent a ceux
observés lors de I’inactivation méme de ces voies (Durieux et al., 2009; Bateup et al.,
2010). Cette observation suggere que DARPP-32 est indispensable dans la régulation de
I’excitabilité des neurones striataux ainsi que dans les comportements moteurs associés.
Ainsi, cette phosphatase pourrait jouer un rdle dans les phénomenes d’adaptation
systémique déclenchés par un débalancement de neurotransmission (Greengard, 2001). Les
récepteurs mGIluRS et A,a modulent en synergie la phosphorylation de DARPP-32 en
fonction de ’activation de la voie AMPc/PKA (Nishi et al., 2003). De plus, les deux classes
d’APD augmentent la phosphorylation de DARPP-32 (Pozzi et al., 2003). Toutefois, des
études plus détaillées sur ce phénomene ont démontré que malgré la capacité¢ des deux
classes d’APD a induire la phosphorylation de DARPP-32 sur la thréonine 34, les APD
atypiques augmentent aussi la phosphorylation en thréonine 75 (Bateup et al., 2008), qui
représente un site spécifique de la cyclin-dependent protein kinase 5 (CDKS5) (Bibb et al.,
1999). Cette divergence dans la modulation de la phosphorylation de DARPP-32 pourrait
étre responsable du patron d’induction génique spécifique a ces drogues. Ces observations
laissent aussi entrevoir un role possible de la régulation de 1’expression de Nur77 par
DARPP-32. Des études plus détaillées devront étre effectuées afin de décrire la
signalisation qui mene a la transcription de Nur77. Le modéle de culture de tranches
organotypiques que j’ai développé au cours de mes études doctorales s’avére étre un
modele idéal pour ce genre d’études. Nos résultats mettrent aussi en perspective 1’origine
de la signalisation D, dans le striatum. Comme nous le démontrons, les récepteurs
hétérosynaptiques sont essentiels et pourraient contribuer en grande partie a la signalisation
prétendument dépendante du récepteur D, post-synaptiques. De ce fait, il est possible que
cette signalisation résultante combine les effets des D, post-synaptiques avec ceux de la

signalisation glutamatergique.
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7.4 Réconcilier D’effet des récepteurs sérotonergiques avec ceux du

glutamate et de I’adénosine.

Selon le mécanisme que nous proposons, I’effet des récepteurs sérotonergiques, plus
précisément les 5S-HT2A doivent avoir un impact soit sur la libération du glutamate dans le
striatum ou alors sur la signalisation dépendante des mGluR5/A4 afin de réconcilier toutes
nos observations. A priori, les APD atypiques a travers ’interaction avec les récepteurs 5-
HT,a exercent leurs effets différentiels vis a vis les typiques dans le cortex préfrontal plutot
que dans le striatum directement. Comme discuté dans ’article, 1’effet sur ’expression de
Nur77 pourrait provenir de la régulation de la libération de dopamine par la sérotonine.
Pareillement, quelques études récentes ont démontré I’implication directe de la sérotonine
et des récepteurs sérotonergiques sur la neurotransmission glutamatergique. En premier
lieu, la sérotonine peut promouvoir la LTD dans le striatum, et ce, par un mécanisme
dépendant de I’activation pré-synaptique du récepteur 5-HT;g (Mathur et al., 2011). De
plus, I’étude d’un nouveau ligand antagoniste spécifique des récepteurs 5-HT,4 a révélé
qu’il pouvait réduire les symptomes parkinsoniens principalement en réduisant la libération
de glutamate dans le striatum (Ansah et al., 2011). Il n’est pas possible pour I’instant de
déterminer définitivement la nature du lien entre le systéme sérotonergique et I’expression
dépendante du glutamate de Nur77. S’agit-il d’un effet direct accompli par I’entremise des
récepteurs 5-HT,a sur les D,-MSN ou alors d’un effet indirect fourni par un controle
glutamatergique exercé par les récepteurs sérotonergiques a I’extérieur du striatum? Il
semblerait, pour I’instant, que les effets observés, surtout ceux par rapport aux récepteurs
au 5-HT,a, sont aussi dépendants d’une diminution de libération de glutamate et donc une

réduction de I’induction de la transcription de Nur77.
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7.5 Quel est le role de ’induction de PARNm de Nur77?

Les raisons de I’induction de ’ARNm de Nur77 a la suite d’un débalancement
dopaminergique sont encore inconnues. Certaines pieces du casse-téte se trouvent dans les
geénes subséquemment induits par Nur77. En effet, celui-ci semble étre important dans les
processus d’adaptation déclenchés apres le débalancement dopaminergique. D’une part, les
souris déficientes en Nur77 sont résistantes aux catalepsies normalement induites par un
traitement aigu a [’halopéridol (Ethier et al., 2004b). En contradiction, ces souris
démontrent une sensibilité accrue au développement des dyskinésies lorsque le traitement
devient chronique (Ethier et al., 2004a). Il y aurait donc un changement adaptatif (ou un
échec dans le développement du systéme) chez les souris déficientes en Nur77 qui
conférerait une protection contre le développement des effets secondaires aigus.
Parall¢lement, les événements adaptatifs se produisant lors d’un traitement chronique
semblent étre altérés en absence de Nur77. Dans ce contexte, il s’avérerait que Nur77 est
induit pour tenter de rétablir I’équilibre du systéme et permettre de diminuer pour un certain
temps 1’apparition de mouvements anormaux. Ceci pourrait se faire par I’entremise de
I’enképhaline (Ethier et al., 2004a). En effet, ce neuropeptide est étroitement associé au
systéme dopaminergique et a sa régulation (Steiner and Gerfen, 1998). Son activité sur les
récepteurs opioides du striatum semble offrir une rétroaction négative pour réguler

I’excitabilité de la voie indirecte (Steiner and Gerfen, 1998).

D’un point de vue anatomique, Nur77 pourrait jouer un réle dans la formation et les
réarrangements architecturaux des composantes neuronales comme les dendrites.
L’épuisement caractéristique des stocks de dopamine observé dans la maladie de Parkinson
déclenche un réarrangement architectural des neurones du striatum (Surmeier et al., 2007).
En effet, cette diminution des niveaux de dopamine provoque une réduction du nombre
d’épines dendritiques spécifiquement sur les D,-MSN et semble reliée a une augmentation

de I’activité de ces neurones (Day et al., 2006; Shen et al., 2008). Un traitement chronique a
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I’halopéridol induit aussi une réduction dans la quantité d’épines dendritiques au niveau du
striatum (Kelley et al., 1997) et favorise la formation de la LTP possiblement sur les D»-
MSN uniquement (Centonze et al., 2004a). On peut conclure que I’augmentation de
I’activité des D>-MSN en absence de la signalisation dépendante des récepteurs D, meéne a
I’¢élimination des synapses glutamatergiques (épines dendritiques) afin d’éliminer un signal
aberrant qui méne a des dysfonctions motrices. Tian et collegues ont démontré que Nur77
pourrait participer a cette élimination synaptique du moins dans un contexte
d’hyperexcitabilité soutenue (Tian et al., 2010). Comme Nur77 est induit spécifiquement
dans les D,-MSN lors d’un traitement chronique a 1’halopéridol (Langlois et al., 2001) ainsi
que dans un modele de maladie de Parkinson (St-Hilaire et al., 2003), il est intéressant de

croire qu’il pourrait jouer un role dans ces phénomenes de réarrangements synaptiques.

7.8 Perspectives

Beaucoup de travail reste a faire afin d’éliminer les limitations et les lacunes des
expériences présentées dans cette these. Comme discuté préalablement, bien que les
preuves amenées par les présents résultats laissent croire que les récepteurs D; localisés sur
les afférences corticales sont essentiels dans les phénomeénes observés ici, la technologie
des méthodes utilisées ne permet pas d’éliminer hors de tout doute un réle du récepteur
post-synaptique. Toutefois, les technologies émergentes des derniéres années pourraient
nous permettre de répondre plus directement a ces questions. En effet, il est maintenant
possible d’¢laborer des souris génétiquement modifiées qui n’exprimeraient pas le
récepteur D, dans la voie corticostriée de maniere spécifique. Il suffirait de croiser une
souris BAC exprimant la recombinase CRE sous le contréle d’un promoteur génique
spécifique a la voie corticostriée tel que vGlutl, Emx1 (Higley and Sabatini, 2010) ou Rbp4
(Kozorovitskiy et al., 2012) avec une souris dans laquelle le géne du récepteur D, (Drd?2)

serait flanqué de séquence LoxP (Bello et al., 2011). Un traitement avec 1’éticlopride et
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I’évaluation de I’ARNm de Nur77 pourrait nous donner une réponse définitive sur le role
des hétérorécepteurs D,. Il serait en outre trés intéressant de tester les comportements
aberrants (catalepsies et dyskinésies tardives) liés a I’administration d’antipsychotiques
typiques dans ces souris. Pour continuer avec les modéles génétiques dans une optique
prospective de ce projet de recherche, nous pourrions confirmer 1’implication des
récepteurs mGIluRS dans les effets observés en utilisant des souris déficientes pour ce
récepteur. Ces travaux sont en cours dans le laboratoire. D’une maniére plus spécifique il
serait aussi intéressant d’élaborer une souche de souris « knock-out » conditionnelle ou les
récepteurs mGluRS seraient absents uniquement dans les D,-MSN, la ou I’induction de

Nur77 se produit a la suite d’un traitement avec un antagoniste D».

Les expériences de 1ésions corticales pourraient aussi étre certifiées en utilisant d’autres
designs expérimentaux. En effet, ces lésions démontrent que [’ablation de la voie
corticostriée empéche 1’induction de ’expression de Nur77 dans le striatum. Il serait
maintenant intéressant de démontrer que la stimulation de la voie corticostriée en soi peut
mener a I’induction de Nur77 dans le striatum. De telles expériences de stimulation
¢lectriques sont en cours dans le laboratoire et les résultats préliminaires semblent
prometteurs et abondent dans le bon sens. L’avénement de 1’optogénétique a changé la face
de la recherche en neuroscience depuis les derniéres années. Ce nouvel outil pourrait étre
utile pour répondre a la question de la stimulation corticale. Cette technique tire toujours
parti du génie génétique des souris BAC, combiné a I’utilisation de canaux ionique sensible
a la lumiére. Cette technologie permet d’exprimer de manicre spécifique des canaux
ioniques qui arrivent a provoquer la dépolarisation (eg. Channelrhodopsine, ChR2) ou
I’hyperpolarisation (eg. Halorhodopsine, NpHR) du neurone en question lorsqu’il est
soumis a un faisceau lumineux d’une longueur d’onde précise (Liu and Tonegawa, 2010;
Pastrana, 2011). Le plus souvent, le canal ionique est inséré a I’aide d’un vecteur viral, tel
un adénovirus, qui contient la séquence inversée du canal flanqué par deux sites LoxP.

Lorsque le virus infecte les neurones qui expriment la recombinase CRE, une
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recombinaison remettant la séquence du canal dans le bon sens de lecture se produit. Ainsi,
le canal ionique est exprimé de manicre spécifique dans les neurones qui exprime la
recombinase. Ces neurones peuvent €tre ensuite stimulé ou inhibé, selon le canal inséré, a
I’aide d’un laser (dans une préparation de tranche) ou d’une fibre optique (in vivo). Nous
pourrions utiliser cette technologie pour stimuler les neurones pyramidaux de la voie
corticostri¢e et ensuite ¢tudier la réponse transcriptionelle dans le striatum. Cette
technologie pourrait aussi permettre de différencier les roles de la voie corticostriée et

thalamostriée sur I’induction de la transcription dépendante du glutamate dans le striatum.

Une fois les mécanismes d’induction de Nur77 bien établis, il serait primordial de
déterminer 1’impact de cette induction sur les processus cellulaires. Tel que mentionné, le
role réel de cette induction reste encore bien nébuleux. Afin de résoudre ce probléme, je
proposerais d’étudier I’impact d’une augmentation artificielle de Nur77 spécifiquement
dans les D,-MSN. Encore une fois les techniques de génie génétique préalablement
mentionnées pourraient étre d’une grande utilité. En utilisant les souris D,-Cre qui
expriment la recombinase dans les D,-MSN uniquement, nous pourrions évaluer I’impact
d’une surexpression protéique de Nur77 guidée par un vecteur viral dans le striatum, un peu
a D’instar des méthodes utilisées pour surexprimer le ChR2 (Higley and Sabatini, 2010). Il
serait intéressant de voir si une augmentation de la protéine Nur77 intervient dans les
changements morphologiques des MSN. A 1’aide d’outil puissant comme la microscopie a
deux photons (two-photon laser scanning microscopy : 2-PLSM) il est maintenant possible
de voir avec une trés grande précision la structure dendritique des neurones (Day et al.,
2008). Nous pourrions ainsi voir si Nur77 joue un rdle délétére ou favorable dans la
formation des épines dendritiques des MSN. Ce ne sont que quelques suggestions de
projets susceptibles de répondre a des questions importantes pour faire suite aux résultats
obtenus dans cette theése. Ces nouvelles technologies ouvrent la porte vers une multitude de

possibilité qui était encore impossible d’entrevoir il y a quelques années.
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7.9 Conclusion

Ceci met donc fin a ma contribution personelle de recherche sur la caractérisation
des composantes cellulaires qui modulent 1’expression de Nur77 a la suite d’un traitement
antipsychotique. Certaines questions ont été répondues, alors que d’autres aussi pertinentes
sont apparues. Les résultats présentés dans cette thése viennent s’inscrire a la littérature qui
tente d’¢lucider les mécanismes d’action des APD. Ils viennent mettre en lumicre de
nouveaux acteurs dans ce mécanisme, les récepteurs mGIuRS et A,a et permettront peut-
étre de raffiner les connaissances du domaine et apporter de nouvelles pistes pour améliorer
la thérapeutique couramment utilisée. Ces résultats viennent aussi souligner I’importance et
la complexité de I’interaction entre les multiples systémes de neurotransmission dans les
fonctions striatales. La fin de cette thése est pour moi le commencement de ce que j’espere
étre une longue et fructueuse carriere dans le domaine de la recherche. Pour I’instant les
portes s’ouvrent vers d’autres horizons, d’autres opportunités. Peut-étre reviendrais-je un

jour sur ce sujet qui m’a passionné durant toutes ces années?
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